RESSALVA

Atendendo solicitacdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertagcdo sera disponibilizado
somente a partir de 26/05/2024.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Lia Beatriz Mantovani Lopes

Monitoramento da Qualidade do Processamento
Laboratorial no Transplante Autélogo de Células Progenitoras
Hematopoéticas.

Dissertacdo  apresentada a
Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho,
Campus de Botucatu, para
obtencado do titulo de Mestre (a)
em Pesquisa e Desenvolvimento:
Biotecnologia Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Marjorie de Assis Golim

Botucatu — SP
2021




LIA BEATRIZ MANTOVANI LOPES

Monitoramento da Qualidade do
Processamento Laboratorial no Transplante
Autdlogo de Celulas Progenitoras
Hematopoéticas.

Dissertacdo  apresentada a
Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para
obtencado do titulo de Mestre (a)
em Pesquisa e Desenvolvimento:
Biotecnologia Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Marjorie de Assis Golim

Botucatu — SP
2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Lopes, Lia Beatriz Mantovani.

Monitoramento da qualidade do processamento
laboratorial no transplante autélogo de células
progenitoras hematopoéticas / Lia Beatriz Mantovani
Lopes.

- Botucatu, 2021

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual
Paulista"Jtlio de Mesquita Filho", Faculdade de
Medicina de Botucatu

Orientador: Marjorie de Assis

Golim Capes: 33004064

1. Células-tronco hematopoéticas. 2. Transplante
autdlogo. 3. Indicadores de gqualidade em
assisténcia asaude. 4. Biotecnologia.

Palavras-chave: Células-tronco hematopoéticas;




DEDICATORIA

] ‘A Deus que me proporcionou o dom da vida como
_também de estudar a mesma. Tentando compreender o maior
milagre de todos, me aproximei Dele, através da vida Ele me deu
vida”



AGRADECIMENTO

Agradeco em primeira instancia a Deus. Como criador nos fez dotados de
inteligéncia para compreendermos 0s maiores mistérios do universo e ao
mesmo tempo nos instiga para tal. A Ti minha vida para todo sempre.

Agradeco ao meu marido Lucas por ter me ajudado (tanto nas tarefas
diarias como neste trabalho), compreendido, apoiado, sendo meu parceiro em
todos os aspectos da vida e ndo medindo esforgos para estar ao meu lado. A
vocé, meu futuro e nossa familia.

Agradec¢o aos meus pais, Marcos e Claudinéia e ao meu irméo Leonardo,
gue ndo mediram esforcos para que este trabalho fosse possivel, desde o
ventre até esse presente momento, sendo base e fortaleza em meio as
tempestades da vida, proporcionando paz quando sé havia caos, alegria
guando meu alimento era lagrima, sorrisos em meio a dor. A vocés todo o meu
amor e gratidao.

Agradeco a minha orientadora Marjorie Golim por todas as conversas,
conselhos e momentos onde estivemos juntas. Ensinar € uma arte que poucos
detém vocé é uma dessas pessoas, pois me ensinou muito sobre o trabalho
como também sobre a vida. O exemplo que vocé me passa como profissional
me faz querer ser uma profissional melhor todos os dias. Agradeco a minha
amiga e companheira de laboratorio Aline Braz, sendo ela também um exemplo
de profissional sempre me incentivando e contribuindo para que esse trabalho
se realizasse. A vocés meu profissionalismo e lealdade.

Agradeco aos meus amigos que de forma direta ou indireta contribuiram
com este trabalho, sendo esses: Francielle Ramalho; Rodrigo Lima; Mariana
Puatto; Luis Guilherme Chimeno e Larissa Binelli. Esses muito me auxiliaram
no processar das informacdes, na escrita do trabalho, no carinho de um
simples “bom dia” que muito me fazia a diferenca. A vocés meu carinho e
saudade.

Agradeco a todos os funcionarios do Hemocentro, envolvidos no TMO,
em especial as enfermeiras Claudia e Karina, por seus papéis fundamentais
nao apenas neste trabalho, mas como também na realizacdo deste servico no
HCFMB.



Agradeco aos familiares e amigos que estédo junto a mim nessa jornada.
Tios, tias, primos, primas que sempre cuidando me ajudaram a encontrar meu
lugar nesse mundo. Minhas avos Maria Aparecida, Maria e Doraci, ao meu
saudoso avo Waldemar Furlan, que durante a escrita deste trabalho veio a se
encontrar em um lugar melhor que nosso. Aos meus sogros Carlos e Valdete,
meus cunhados Henrique, Felipe, Angélica e Isaac que sempre estiveram
atentos as minhas necessidades e na medida do possivel me ajudavam e
incentivavam. Aos amigos Juliano Novak, Amanda Santos, Marcus Andrade,
Larissa Angelo, Daniela Sanches, Marcela Moura e Ana Cely que caminham
junto a mim desde longa data, tornando essa caminhada mais leve e feliz. A
VOCEés meus sorrisos e risadas, por quanto tempo elas durarem.

A todos os citados, este trabalho tem a marca de vocés em cada letra
escrita.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo
€ sendo uma gota de agua no mar. Mas o mar
seria menor se lhe faltasse uma gota”. (Madre

Teresa de Calcuta)



LOPES, LBM. Monitoramento da Qualidade do Processamento
Laboratorial no Transplante Autélogo de Células Progenitoras
Hematopoéticas. 2021. 58 p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2021.

RESUMO

O Transplante de Células Tronco Hematopoética Autdlogo (TCTH-auto) é
terapia consolidada para tratamento de patologias onco-hematoldgicas e
consiste em reestabelecer a funcdo medular através da infusdo intravenosa de
células progenitoras hematopoéticas (CPH) do préprio paciente. Este estudo
teve como objetivo caracterizar indicadores de qualidade na etapa de
processamento laboratorial do TCTH-auto, através de andlise retro-prospectiva
de dados de pacientes submetidos ao Transplante de Medula Ossea do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB). Neste
contexto, a implementacdo de indicadores que permitam checar etapas do
processo, sdo muito relevantes para sanar questbes que encontramos durante
e ao final deste. Os dados coletados compreendem o periodo de agosto de
2016 a dezembro de 2020, totalizando 107 pacientes, dos quais foram
coletadas variaveis envolvidas no processo de TCTH-auto, e posteriormente
submetidas a analises estatisticas convencionais e analises de dados
avancadas, como técnicas de Machine Learning, arvore de decisdo, Analise
de Componentes Principais (PCA) e Andlise de Discriminante Linear (LDA).
As andlises de Machine Learning nos permitiram identificar a partir do conjunto
total de dados, um preditor da eficiéncia do processo de TCTH-auto, o CD34+
pré. Embora este também seja principal preditor do momento ideal da coleta
por aférese,e isto ja esteja bem consolidado na literatura e na prética clinica, os
resultados do presente estudo validam o desempenho do servico de
transplantes. Diferencial foi estabelecido aplicando-se o algoritmo J48,
culminando na obtencdo de arvore de decisdo preditiva que estabelece
valores de corte. Quando a contagem de CPH no sangue periférico for >23
CD34/uL indica alta probabilidade da coleta ser eficiente, ja valores de CD34
<23/uL indicam menor probabilidade de eficiéncia. A andlise de
Componentes Principais (PCA), indicou que as duas variaveis que

apresentam maior correspondéncia com a eficiéncia da aférese sdo CD34+ pré



e hematdcrito (Ht). Utilizando-se a Andlise de Discriminante Linear (LDA)
elaborou-se a equacao (score) para predicdo da eficiéncia, combinando
valores absolutos de CD34+ pré e Ht, a qual pode ser aplicada especialmente
guando os valores de CD34+ estiverem menores que 23 pL. Se o resultado
da equacao for < -0,14 a probabilidade de eficiéncia na coleta € maior, no
entanto se >-0,14 a probabilidade de eficiéncia é baixa. Este indicador
possibilita a realizacdo da coleta em pacientes com CD34+ <23uL. Outro
indicador que pode ser adotado € o coeficiente de eficiéncia (CE) que
possibilita avaliar a eficiéncia da leucaférese. Aplicando este indicador,
observamos que temos obtido eficiéncias superiores as estimadas, de modo
gue podem ser estabelecidos maiores indices de estimativa de aférese. Diante
do exposto, a identificacdo de potenciais indicadores de qualidade nas etapas
desse processo que venham assegurar a qualidade do transplante de medula
realizado no HCFMB, buscando a exceléncia e, tendo em vista o aumento de
demanda neste servico de abrangéncia regional, sdo de suma importancia,
entendendo-se que os resultados gerados por este estudo terdo aplicabilidade
imediata e poderdo trazer melhorias na gestdo da qualidade deste servico de

alta complexidade no ambito do SUS.

Palavras-chaves: Células-Tronco Hematopoéticas; Indicadores de Qualidade

em Assisténcia a Saude; Transplante Autélogo.
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LOPES, LBM. Monitoring the Quality of Laboratory Processing in
Autologous Hematopoietic Progenitor Cell Transplantation. 2021. 58 p.
Thesis (Master's degree). Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University,
Botucatu, 2021.

ABSTRACT

The Autologous Hematopoietic Stem Cell Transplant (HSCT-auto) is a
consolidated therapy for the treatment of onco-hematologic pathologies and
consists of reestablishing the medullary function through the intravenous
infusion of the patient's own hematopoietic progenitor cells (PHC). This study
aimed to characterize quality indicators in the laboratory processing stage of the
HSCT-auto, through the analysis of retrospective data from patients undergoing
Bone Marrow Transplantation at Hospital das Clinicas, Faculty of Medicine of
Botucatu (HCFMB). In this context, the implementation of indicators that allow
checking stages of the process are very relevant to resolve issues we
encountered during the process. The collected data cover the period from
August 2016 to December 2020, totaling 107 patients, of which variables
involved in the HSCT-auto process were collected, and later submitted to
conventional and advanced statistical analysis, such as Machine Learning
techniques, tree of decision, Principal Component Analysis (PCA) and Linear
Discriminant Analysis (LDA). Machine Learning analyzes allowed us to identify,
from the total data set, an efficiency predictor of the HSCT-auto process, the
CD34+ pre, which is the main predictor of the ideal moment of apheresis
collection. Although this predictor is already well established in the literature and
in clinical practice, the results validate its performance in our service. However,
a differential was established by applying the J48 algorithm, resulting in a
predictive decision tree that establishes cutoff values. When the CPH count in
peripheral blood is >23 CD34/uL indicates a high probability of being efficient
collection, while CD34 values <23/uL indicate a lower probability of efficiency.
The Principal Component Analysis (PCA) indicated that the two variables that
present the greatest correspondence with the efficiency of apheresis are CD34+
pre and hematocrit (Ht). Using Linear Discriminant Analysis (LDA), the equation

(score) for efficiency prediction was elaborated, combining absolute values of
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CD34+ pre and Ht, which can be applied especially when CD34+ values are
less than 23 pL. If the result of the equation is < -0.14 the probability of
efficiency in collection is higher, however if >-0.14 the probability of efficiency is
low. This indicator makes it possible to carry out the collection in patients with
CD34+ <23uL. Another indicator that can be adopted is the coefficient of
efficiency (EC), which makes it possible to assess the efficiency of
leukapheresis. Applying this indicator, we observe that we have obtained
efficiencies higher than those estimated, so that higher apheresis estimation
rates can be established. Given the above, the identification of potential quality
indicators in the stages of this process that will ensure the quality of the bone
marrow transplant performed at the HCFMB, seeking excellence and, in view of
the increased demand in this service with regional coverage, is of paramount
importance , it being understood that the results generated by this study will
have immediate applicability and may bring improvements in the quality

management of this highly complex service within the SUS.

Keywords: Hematopoietic Stem Cells; Health Care Quality Indicators;

Autologous Transplantation.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZA(}AO HISTORICA DO TRANSPLANTE DE
MEDULA OSSEA

A historia do transplante de medula 6ssea tem aspectos peculiares,
desde os estudos iniciais até a laurea do Prémio Nobel de Medicina, concedida
ao Dr. E. Donnall Thomas em 1990.

As primeiras pesquisas que visaram utilizar a medula 6ssea para tratar
distdrbios hematoldgicos foram realizadas por Brown-Sequard no final do
século XIX. No entanto, a primeira utilizacao intravenosa de medula éssea foi
realizada por Osgood cerca de 50 anos depois, como parte do tratamento em
uma paciente com anemia aplastica, porém sem sucesso (AKIL, 2018;
CORGOZINHO, 2012). Os estudos observacionais em modelos experimentais
mostravam que a infuséo de componentes de uma medula 0ssea saudavel em
outra medula mielossuprimida poderia induzir a recuperagcao de sua funcéo no
receptor (KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020).

Em 1949, JACOBSON e colaboradores demonstraram que ao proteger o
baco contra uma dose de irradiacédo letal, o efeito nocivo era diminuido e a
aplasia medular poderia ser minimizada. Com base nestas evidéncias,
LORENZ et al. (1951) realizaram infusdo intravenosa de medula 0ssea em
camundongos apés a irradiacdo letal, reafirmando o resultado protetor
(THOMAS et al., 1999).

O primeiro transplante de medula 0ssea efetivo em seres humanos foi
realizado por E. Donnal Thomas e sua equipe, em 1957. Foi um transplante
singénico, realizado entre gémeos monozigoticos, para tratamento de leucemia
aguda (HENIG, 2014; KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020).

Em 1968, em Minessota - EUA, o médico Robert Good realizou o
primeiro TMO alogénico em uma crianca com imunodeficiéncia combinada
grave (KHADDOUR; HANA; MEWAWALLA, 2020; CORGOZINHO, 2012). Logo
depois, em 1969, E. Donnal Thomas e seu grupo realizaram em Seattle - EUA
um TMO alogénico com a utilizacdo de radioterapia em um paciente portador
de leucemia, que recebeu altas doses de irradiacdo corporal total, seguido da
infusdo de medula Ossea de seu irmdo. Por suas pesquisas sobre o

desenvolvimento de TMO Dr. Thomas foi laureado com o Prémio Nobel de
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Fisiologia e Medicina em 1990 (CORGOZINHO, 2012; KHADDOUR; HANA,
MEWAWALLA, 2020; HENIG; ZUCKERMAN, 2014).

Desde entédo, o campo evoluiu e expandiu-se em todo o mundo. Novas
indicacbes além de leucemia aguda e da anemia aplastica tém sido
constantemente exploradas e agora incluem distarbios congénitos do sistema

hematopoético, distarbios metabdlicos e doencas autoimunes.
1.2 O CONCEITO DE TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

As células-tronco tém caracteristicas Unicas, sdo células néo
especializadas que podem se reproduzir continuamente por meio da divisdo
celular assimétrica. Existem diferentes tipos de células-tronco que dependem
de sua origem e potencialidade, as quais podem ser didaticamente
classificadas quanto a sua diferenciacdo em: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes, oligopotentes, unipotentes, ou ainda, de acordo com o tecido de
origem: embrionéria, fetal, adulta (DESSEN; MINGRONI-NETTO, 2007;
JANSEN et al., 2005).

As células-tronco adultas podem ainda ser classificadas em
mesenquimais, hematopoiéticas e neurais. As caracteristicas, classe
(propriedade referente a plasticidade da célula), tipos celulares e tipo de

diferenciacao estdo resumidos na figura 1.

Classe Tipos Celulares Tipo de Diferenciacio

» Célula Tronco Embrionaria : ; e
"' Totipotente do zigoto (CTE). Do 1° ao 5° Em qualquer tipo de células incluindo
| dia p6s fecundagio anexos embrionarios

Em >200 tipos celulares dos 3 folhetos
embriondrios, MAS ndo sdo capazes de
diferenciar-se em anexos embrionarios

Célula Tronco Embrionaria

Al e do blastocisto (CTE) e iPSCs

Célula Tronco Adulta (CTA):

Diferencia-se em pelo menos 3

fl Multipotente Fetal, Corddo Umbilical e diferentes tipos celulares com origem no
Adulta mesmo folheto embrionario
,\,91” Célula Tronco Adulta Habilidade de se diferenciar em pocas
i (CTAo), linfoide e mieloide  células
P Célula Tronco Adulta Célula Tronco Adulta, comissionada para
(CTAu),tecidos especifico um unico tecido, por exemplo: pele...

Figura 1- Classificacdo Internacional das Células-Tronco levando em consideracéo a classe,

0s tipos celulares e a diferenciagéo.
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6. CONCLUSAO

Uma vez realizado o estudo, com a coleta de dados e processamento
dos mesmos, foi possivel identificar indicadores que asseguram a qualidade do
processo laboratorial de TCTH-auto e que possam ser implementados e
validados no servico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

v Valores de CD34+ pré >23/uL.

v' Funcao matematica para predicdo da eficiéncia de aférese

utilizando CD34+ pré e hematocrito.

v’ Célculo do Coeficiente de eficacia, indicando a qualidade da

aférese.
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