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Resumo

Introdugdo: O sangue de corddo umbilical e placentario (SCUP) é fonte alternativa de células para
transplante alogénico de células progenitoras hematopoéticas na indisponibilidade de doador
compativel. O transplante de SCUP apresenta menor incidéncia de doenga do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) crénica, mas apresenta enxertia mais tardia e reconstituicdo imune mais lenta. As
células dendriticas (DCs) e as células NK tém papel central no desenvolvimento da DECH, no efeito
enxerto contra leucemia e no combate as infecgbes pods-transplante. Objetivos: Caracterizar a
distribuicdo dos linfécitos, células NK, DCs e mondcitos de SCUP, e compara-la com a de sangue
periférico (SP) de adultos normais (SPA). Materiais e métodos: Foram quantificados por citometria
de fluxo multiparamétrica em material fresco de 54 SCUP de recém-nascidos saudaveis a termo e 25
SP de adultos saudaveis as seguintes populagdes: linfécitos B (CD19+); linfécitos T (CD3+;
subpopulagbes: CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD4-CD8- e células CD3+/CD56+; células NK
(CD56+CD3-; subpopulagdes NK CD56++CD16- e NK CD56+CD16+) e DCs [linhagem negativa,
HLA-DR+; subpopulagdes: CD123+ CD11c- (DC plasmocitoide-pDC), CD123- CD11c+ (DC mieloide-
mDC)]. Também foram analisados os compartimentos de mondcitos (mondcitos classicos CD14+
CD16-; intermediarios CD14+ CD16+ e ndo classicos CD14-/fraco CD16++). Resultados: A
populacao de linfécitos T e subpopulagdes CD4 e CD8 apresentaram-se em quantidades similares no
SCUP e no SPA (mediana do SCUP vs. do SPA, em células/mm? CD4: 1106 vs. 937; CD8: 449 vs.
451), enquanto as subpopulagbes CD4+CD8+ e CD4-CD8- estdo diminuidas no SCUP (SCUP vs.
SPA; CD4+CD8+: 1,1 vs. 5,7, p=0,001; CD4-CD8-: 39 vs. 54, p=0,005). Sdo maiores no SCUP as
populacgdes de linfocitos B (SCUP vs. SPA: 434 vs. 228, p<0,001), de células NK CD56++CD16- (25
vs. 13, p<0,001) e NK CD56+CD16+ (446 vs. 259, p=0,001), e de pDC (SCUP vs. SPA: 8,3 vs. 6,2,
p=0,03). J& a subpopulacdo mDC esta em quantidades similares nos dois grupos (SCUP vs. SPA: 15
vs. 18). Enquanto os mondcitos classicos e intermediarios estdo em quantidades maiores no SCUP
(SCUP vs. SPA, mondécitos classicos: 897 vs. 318, p<0,001; mondcitos intermediarios: 74 vs. 41,
p<0,001), os mondcitos nao classicos estdo em quantidades menores (SCUP vs. SPA, 25 vs. 51,
p<0,001), mostrando a menor diferenciacdo da populagdo monocitica no SCUP. Conclusdes: Ha
diferengas significativas na quantidade de diversas populacdes celulares entre SCUP e SP adulto. A
menor quantidade de mondcitos néo classicos (células proé-inflamatérias) e a maior quantidade de
DCs plasmocitoides (células com fungédo tolerogénica) podem explicar, em parte, a menor
incidéncia/gravidade de DECH crénica nos transplantes de SCUP. Por outro lado, a maior quantidade

de células NK pode possivelmente contribuir para o efeito enxerto contra leucemia.
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Abstract

Background: Umbilical cord blood (UCB) is an alternative source of hematopoietic stem cells for
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in the absence of a compatible donor. UCB
transplantation has a lower incidence of chronic graft versus host disease (GVHD), but is associated
with slower engraftment and slower immune reconstitution. Dendritic cells (DCs) and NK cells play a
central role in the development of GVHD, the graft versus leukemia (GVL) effect, and in the control of
infectious complications. Aims: To characterize the immunophenotype and the distribution of
lymphocytes, NK cells, DCs and monocytes from UCB, and to compare them with normal adult
peripheral blood (APB). Materials and Methods: The following subsets were quantified by
multiparametric flow cytometry in samples from 54 UCBs and 25 APB: B-lymphocytes (CD19+), T
lymphocytes (CD3+, subsets: CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD4-CD8- and CD3+/CD56+ cells), NK cells
(CD56+ CD3-, subsets: NK CD56++CD16- and NK CD56+CD16+) and DCs [negative lineage, HLA-
DR+; subsets: CD123+ CD11c- (plasmacytoid DC - pDC), CD123- CD11c+ (myeloid DC - mDC)].
Monocyte compartments (classical monocytes CD14+ CD16-, intermediate CD14+ CD16+ and non-
classical CD14-/low CD16+) were also analyzed. Results: The T-cells population and the CD4 and
CD8 subsets were similar between UCB and APB (median UCB vs. APB, in cells/mm?®, CD4: 1106 vs.
937, CD8: 449 vs. 451), while the CD4+CD8+ and CD4-CD8- subsets are smaller in UCB (UCB vs.
APB; CD4+CD8+: 1.1 vs. 5.7, p=0.001; CD4-CD8-: 39 vs. 54, p=0.005). The UCB had higher counts
of B-cells (SCUP vs. SP: 434 vs. 228, p<0.001), NK CD56++CD16- (25 vs. 13, p<0.001), NK
CD56+CD16+ (446 vs. 259, p=0.001) and pDC (SCUP vs. SP: 8.3 vs. 6.2, p=0.03). The mDC
subpopulation was similar in both groups (UCB vs. APB: 15 vs. 18, p: non-significant). While UCB had
higher counts of classical and intermediate monocytes (UCB vs. APB, classical monocytes: 897 vs.
318, p<0.001, intermediate monocytes: 74 vs. 41, p<0.001), APB had higher counts of non-classical
monocytes (UCB vs. APB, 25 vs. 51, p<0.001), suggesting less differentiation of the monocytic
population in the UCB. Conclusions: There were significant differences in the number of different cell
populations between SCUP and APB. Lower counts of non-classical monocytes (pro-inflammatory
cells) and higher counts of plasmacytoid DCs (cells with tolerogenic function) may explain, in part, the
lower incidence / severity of chronic GVHD in UCB transplants. On the other hand, higher counts of

NK cells may possibly contribute to the GVL effect.
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Introdugdo 2

1 — INTRODUGAO

O transplante de células progenitoras hematopoéticas (TCPH) é uma
modalidade terapéutica ja bem estabelecida utilizada no tratamento de inumeras
doengas hematoldgicas, imunoldgicas e oncologicas. Consiste na substituicdo de
uma medula éssea doente, ou deficitaria, por células normais de medula éssea, com
0 objetivo de reconstituicdio de uma nova medula. Para diversas doencas,
representa a unica terapéutica curativa (Copelan, 2006).

Em 1956, nos Estados Unidos, o Dr. E. Donnall Thomas e seu grupo
comecgaram a realizar os primeiros TCPH alogénicos em pacientes com leucemia.
Apos altas doses de irradiagado corporal total, os pacientes recebiam células da
medula 6ssea de um irmdo. Em 1990, o Dr. Thomas recebeu o prémio Nobel de
Medicina pelo seu trabalho pioneiro (Appelbaum, 2007).

As células progenitoras hematopoéticas (CPH) utilizadas para transplante
podem ser obtidas diretamente da medula, através da puncéo das cristas iliacas; do
sangue periférico (SP), quando as CPH sdo mobilizadas da medula por meio de fator
de crescimento hematopoético e coletadas com maquina de aférese; ou, mais

recentemente, do sangue de cordao umbilical e placentario (SCUP) (Rocha, 2016).

1.1 Sangue de cordao umbilical e placentario

O SCUP é o sangue que permanece na placenta e na veia umbilical apos o
parto.

A hematopoese humana inicia-se no periodo embrionario e passa por trés
fases. Inicialmente, ocorre no saco vitelinico. Posteriormente, as CPH migram para o
figado e baco fetais, e finalmente para a medula 6ssea. No recém-nascido, parte das
CPH ainda ndo migraram para a medula 6ssea, podendo ser encontradas no sangue
circulante (Lorenzi, 2006).

A descoberta de que o SCUP contém CPH se deu no inicio dos anos 80.
Pesquisadores demonstraram em cultura celular o crescimento de colénias de
células de SCUP que se auto renovavam e se mostraram mais primitivas que as

CFU-GEMM (unidades formadoras de col6nias para granulécitos, eritrécitos,
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monaocitos e megacariécitos) (Nakahata e Ogawa, 1982). Outro estudo, de 1984,
mostrou que colbnias celulares multilinhagem poderiam se originar de uma unica
célula mais primitiva no SCUP (Leary et al., 1984).

A partir destas descobertas, pensou-se na possibilidade de utilizar o SCUP
como alternativa a medula 0ssea na realizacdo do TCPH. Broxmeyer et al., em
artigo publicado em 1989, demonstraram que o SCUP contém CPH em quantidades
comparaveis com a medula Ossea, suficientes para recuperar a fungao
hematopoética em pacientes submetidos a mieloablagéo (Broxmeyer et al., 1989).

Pouco tempo depois surgiu o primeiro relato de uso de células de SCUP
humano em transplante, em 1989, realizado pela doutora Eliane Gluckman, em Paris
(Gluckman et al.,1989). A partir dai o SCUP vem sendo amplamente utilizado,
principalmente nos transplantes alogénicos nao aparentados, deixando de ser
apenas um material para descarte apos o parto do bebé (Gluckman, 2009).

Estudos demonstraram a viabilidade das CPH de SCUP apéds quinze anos de
criopreservagao a temperatura de -180° C. Broxmeyer et al. (2003) avaliaram a
capacidade de recuperagao de células progenitoras hematopoéticas de SCUP
criopreservado, através da comparacdo do numero de células obtidas em cultura
celular antes do congelamento e apds o descongelamento, quinze anos depois. Os
pesquisadores testaram também a capacidade destas células de reconstituir a
hematopoese em ratos radicalmente imunossuprimidos. Os resultados encontrados
demonstraram que as células obtidas em cultura mantinham as capacidades
proliferativas, de auto-renovagdo e de expansao ex vivo e eram capazes de
promover enxertia em ratos imunossuprimidos, apdés quinze anos de
armazenamento. Estes dados sugerem que o SCUP pode ser armazenado por pelo
menos quinze anos, mantendo as capacidades proliferativas necessarias para um

transplante de CPH bem-sucedido em humanos.
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1.1.1 Vantagens do sangue de cordao umbilical e placentario sobre

outras fontes de CPH

A utilizagdo do SCUP para realizacédo de TCPH apresenta muitas vantagens
em relagdo a medula 6ssea ou ao SP.

A ocorréncia de DECH (doenga do enxerto contra o hospedeiro, do inglés
GVHD - graft-versus-host-disease) em pacientes submetidos ao TCPH com sangue
de cordao, em especial na sua forma crénica, € menor do que naqueles pacientes
que recebem medula 6ssea ou SP mobilizado. E quando ocorre, a gravidade tem
sido menor. Tal fato é atribuido a imaturidade das CPH e dos linfécitos do SCUP
(Narimatsu et al., 2008; Gluckman e Rocha, 2009).

Uma vez que as células progenitoras de corddao umbilical desencadeiam
menos DECH, ha uma maior flexibilidade quanto a compatibilidade HLA (human
leukocyte antigen - antigeno leucocitario humano) (Barker et al., 2010), o que amplia
as chances de se encontrar doador compativel. Além disso, a incidéncia de
citomegalovirus e outras infecgcdes transmissiveis pelo sangue € menor (Rocha e
Locatelli, 2008). Em relacdo ao doador, a obtencdo dessas células & um
procedimento simples que néo oferece riscos a mae ou ao bebé (Gluckman e
Rocha, 2009).

A fonte de obtencdo do SCUP é abundante e virtualmente ilimitada. A
disponibilidade das células para transplante é imediata, uma vez que as bolsas de
SCUP encontram-se prontas para o uso, armazenadas nos bancos de sangue de
corddo umbilical e placentario (BSCUP). Nao existe o risco de um doador
identificado n&o estar disponivel, como pode ocorrer com doadores de medula
Ossea. Estas caracteristicas associadas a possibilidade de realizacdo de transplante
com menor compatibilidade HLA torna a procura por doador compativel mais rapida
quando comparada a doadores de medula 6ssea. O tempo necessario para a
localizacdo de uma unidade de SCUP para um transplante ndo-aparentado é cerca
de trinta dias menor do que o tempo necessario para localizar um doador de medula

ossea (Rocha e Locatelli, 2008).
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1.1.2 Desvantagens do Sangue de Cordao Umbilical e Placentario

Embora o SCUP seja rico em CPH, estas sao obtidas em pequenos volumes,
0 que constitui a maior limitacdo para o uso do SCUP em transplantes. Por este
motivo, o SCUP tem sido utilizado com maior frequéncia em criancas ou adultos
pequenos. Mesmo em criangas, existe um aumento da mortalidade relacionada ao
transplante quando se utiliza enxertos com baixa contagem celular (Eapen et al.,
2007; Barker et al., 2010). A estratégia que tem sido utilizada em adultos é a
utilizagdo de duas unidades de SCUP — transplante duplo (Brunstein et al., 2010).

Outra limitagdo importante € a maior demora para enxertia do transplante
realizado com SCUP, principalmente a recuperagdo da contagem de neutréfilos e
plaquetas (Eapen et al., 2007; Yoo et al., 2007). Enquanto a enxertia neutrofilica
ocorre por volta de 10 a 14 dias apos o transplante de medula éssea ou SP
mobilizado, essa enxertia geralmente demora mais de 20 dias no transplante de
SCUP. Assim, os pacientes permanecem mais tempo em aplasia medular e,
portanto, mais suscetiveis a infecgdes e sangramentos logo apds o transplante. A
demora para enxeria tem sido relacionada a menor contagem de células CD34+
infundidas e a imaturidade das células progenitoras do SCUP, além do grau de
incompatibilidade HLA (Lemarie et al., 2007; Gluckman e Rocha, 2009).

Outras desvantagens quanto a utilizagdo do SCUP sao os altos custos para o
armazenamento e a impossibilidade de reconvocacado do doador para infusdo de

linfécitos ou coleta para um segundo transplante (Rocha e Locatelli, 2008).

1.2 Bancos de sangue de cordao umbilical e placentario

O sucesso do uso das células do SCUP em transplantes levou a necessidade
de armazenamento destas células. Assim, Rubinstein et al., em 1993, estabeleceram
o primeiro BSCUP, nos Estados Unidos (Rubinstein et al., 1993).

O BSCUP ¢é uma organizacdao que se destina a coletar, processar e
armazenar células progenitoras hematopoéticas provenientes do SCUP. Nos
BSCUP publicos o sangue criopreservado fica disponivel para transplante alogénico
ou pesquisa (ANVISA, 2010).
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Hoje existem mais de 130 BSCUPs no mundo, que juntos, possuem um
estoque aproximado de 630 mil unidades de SCUP; mais de 30 mil unidades ja
foram utilizadas para transplante (Rocha, 2016).

No Brasil, existem treze BSCUP publicos localizados em todas as regides do
pais, somando juntos mais de 20 mil bolsas de SCUP armazenadas. A meta é que
hajam 17 BSCUP no Brasil, com capacidade para armazenar 75 mil bolsas, numero
que, somado aos doadores voluntarios de medula 6ssea, € considerado ideal para
atender a demanda por transplantes no Brasil. Mais de 160 unidades de SCUP de
bancos brasileiros ja foram utilizadas para transplante (INCA, 2017).

Atualmente, é possivel encontrar um doador de células progenitoras
hematopoéticas nao aparentado para virtualmente todos os pacientes em
necessidade de transplante que ndo tém um doador aparentado (Rocha, 2016). No
Brasil, a maior limitacdo para a realizacdo dos transplantes nao aparentados passou
a ser a disponibilidade de leitos especializados e recursos adequados, e nao a

identificacdo de um doador (Seber, 2009).

1.3 Células dendriticas

Células dendriticas (DCs) sao componentes do sistema imune inato,
originadas na medula é6ssea e distribuidas por praticamente todos os o6rgaos
linfoides e nao linfoides. Possuem a funcdo de capturar, processar e apresentar
antigenos aos linfocitos T e B, iniciando assim a resposta imune adaptativa. Séo as
células apresentadoras de antigenos (APC) mais potentes. Por serem as unicas
células capazes de ativar linfocitos T naive, ou seja, que nunca tiveram contato com
antigeno, sdo conhecidas como APC “profissionais” (Abbas et al., 2015).

Outra funcéo importante conhecida das DCs é a indugao de tolerancia imune.
As DCs desempenham tal funcao através da eliminacao de linfécitos T autorreativos
no timo e ativando linfécitos T regulatérios (Treg) por mecanismos envolvendo
atividade de perforina, sinais iniciados por citocinas como interleucina-10 (IL-10) e
IL-27 e mecanismos mediados por vitamina A (Steinbrink et al., 1997; Bonasio et al.,
2006; Sun et al., 2007; Mascanfroni et al., 2013; Zlotnikov-Klionsky et al., 2015).
Estudos em ratos demonstraram que subpopulacdes de DCs sao capazes de limitar
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o desenvolvimento de autoimunidade experimental e desordens metabdlicas
(Zlotnikov-Klionsky et al., 2015).

As DCs correspondem a aproximadamente 1% dos leucécitos encontrados no
sangue de um adulto saudavel. Fenotipicamente, sdo reconhecidas por serem
negativas para os marcadores de linhagem B (CD19), T (CD3) e monocitica (CD14),
com expressdo de HLA-DR forte. Em humanos, s&o encontrados dois principais
tipos de DCs circulando no sangue: DCs mieloides (mDC), também chamadas de
convencionais, e DCs plasmocitoides (pDC) (Collin et al., 2013). Inicialmente foi
proposto que mDCs polarizariam a diferenciagcado das células T helper (Th) em Th1,
enquanto as pDCs polarizariam para Th2 (Rissoan et al., 1999). Entretanto, hoje se
sabe que as propriedades de cada subtipo de DC séao flexiveis in vivo e variam de
acordo com fatores como seu estado de ativagao, a natureza do estimulo recebido e
o microambiente inflamatorio (Shortman e Liu, 2002; Iwasaki e Medzhitov, 2015).

As mDCs sao caracterizadas pela expressdo de CD11c, uma subunidade de
integrina associada a funcdo de fagocitose e adesdo ao endotélio (Abbas et al.,
2015). Seu fendtipo caracteristico € CD123-/CD11c+ e podem ser ainda divididas de
acordo com a expressdo de BDCA-1 (CD1c) e BDCA-3 (CD141) (Dzionek et al.,
2000; MacDonald et al., 2002; Ueno et al., 2011). Possuem uma forma peculiar, com
inumeras projegdes citoplasmaticas chamadas de dendritos (Steinman, 2012). Sao
as mais eficientes células apresentadoras de antigeno do sistema imune. Enquanto
sentinelas localizadas nos principais sitios de entrada de agentes infecciosos, as
mDCs ainda sdo células imaturas, estado caracterizado por alta capacidade de
fagocitose e processamento de antigeno, baixa expressédo de moléculas de MHC
(complexo maior de histocompatibilidade) classe Il e de moléculas coestimulatorias.
Durante a infecgao ou inflamacgao, sdo ativadas por sinalizagado de seus receptores
de reconhecimento padrdo (PRR), principalmente os do tipo Toll-like (TLR), que
reconhecem moléculas produzidas por microrganismos e moléculas proprias
liberadas de tecidos lesados (Takeuchi e Akira, 2010). As mDCs ativadas capturam
e processam antigenos e entdo migram para os orgaos linfoides aonde véao
apresentar antigenos as células T CD4 via moléculas de MHC classe Il. Durante a
migragéo, as DCs sofrem o processo de maturagcdo, aumentando a expressao das
moléculas coestimulatérias CD40, CD86 e CD80, que sao cruciais para a ativacao
de células T, e de moléculas de MHC classe Il, tornando-se assim potentes células
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apresentadoras de antigenos (Steinbrink et al., 2009). As células T CD4 ativadas
originam respostas T efetoras (Th1, Th2 ou Th17) ou T regulatérias, de acordo com
as citocinas e quimiocinas liberadas pelas DCs. (lwasaki e Medzhitov, 2015).

As pDCs sao células pequenas com forma esférica, lembrando um
plasmdcito. Estdo presentes principalmente no sangue e tecidos linfoides (Takenaka
e Quintana, 2016). Se originam na medula 6ssea a partir de progenitores comuns de
células dendriticas, embora uma parte possa ser originada de progenitores comuns
linfoides (Reizis et al., 2012). Sao identificadas pela forte expressdao de CD123
(cadeia a do receptor de IL-3) com CD11c negativo. S&o positivas também para os
anticorpos BDCA-2 (CD303) e BDCA-4 (CD304) (Dzionek et al., 2000). Uma
subpopulacdo de pDC expressa a molécula de adesdo CD2. Esta subpopulacéo
demonstrou ter caracteristicas diferentes das CD2 negativas, como expressao de
lisozima e maior expressao da molécula coestimulatoria CD80 (Matsui et al., 2009).

A principal caracteristica das pDCs € a producédo de grandes quantidades de
interferon (IFN) do tipo | (IFN a e ) em resposta a virus. Receptores Toll-like TLR7 e
TLR9 reconhecem acido nucleico viral e apds ativados disparam a producao de IFN
do tipo | e outras citocinas e quimiocinas pro6 inflamatérias (Gilliet et al., 2008). IFN
do tipo | possuem efeitos multiplos, como ativacédo das células NK (natural killer) e
aumento da sua atividade citotoxica e producao de IFN y; aumenta a fungao das
proprias DCs, além de células T e B, resultando em remoc¢éo dos virus e gerando
resposta de memoaria (Auletta et al., 2015).

Embora nao de forma tao eficiente quanto as DCs mieloides, as pDCs podem
apresentar antigenos as células T CD4+, pois possuem moléculas de MHC classe I
e moléculas coestimulatdrias (Villadangos et al., 2007). pDCs também sao eficientes
em apresentar antigenos a linfécitos T CD8+ através de moléculas de MHC classe |,
contribuindo para a resposta adaptativa durante infec¢des virais (Di Pucchio et al.,
2008).



Introdugdo 9

1.3.1 Células dendriticas no TCPH

No TCPH, como as mais potentes APC’s, as DCs desempenham papel
fundamental no desenvolvimento de DECH crénica e aguda, no efeito enxerto-
contra-leucemia (GVL, do inglés graft-versus-leukemia) e no combate as infec¢des
pos-transplante (Plantinga et al., 2014). Uma baixa contagem de DCs no periodo de
enxertia foi associada a maior risco de mortalidade, recaida da doenca e de
desenvolvimento de DECH aguda (Reddy et al., 2004; Gongalves et al., 2015).

Em transplantes alogénicos, as DCs de origem do receptor demonstraram ter
papel mais importante na iniciagdo da DECH aguda do que as DCs do doador
(Duffner et al., 2004). Quanto a DECH cronica, tanto DCs do doador como do
receptor tém sido relacionadas a esta complicagdo, entretanto, existe uma relacéo
orgao-alvo especifica. DECH crénica cutanea esta associada a atividade de DCs do
doador e do receptor, enquanto a DECH crbénica intestinal € iniciada
predominantemente por DCs do doador (Anderson et al., 2005).

Por outro lado, ao induzir a diferenciagao Treg, DCs podem prevenir e atenuar
a ocorréncia de DECH (Sela et al., 2011). Diversos estudos demonstram o efeito
protetor das pDCs de origem do doador. Transplantes realizados com medula 6ssea
com maiores contagens de pDC foram associados a menor mortalidade por DECH
(Waller et al., 2014). Os autores ndo encontraram a mesma correlacdo quando
analisaram resultados de transplante realizado com SP mobilizado.

As DCs possuem um papel fundamental também no efeito GVL. Foi
demonstrado neste caso haver predominancia de atividade de DCs do receptor,
embora DCs do enxerto também possam contribuir para o efeito GVL quando a

carga tumoral é baixa (Reddy et al., 2005).

1.4 Células natural killer

As células natural killer (NK) sdao componentes do sistema imune inato.
Possuem acao de toxicidade direta, destruindo células infectadas e tumorais, além

de ativarem macréfagos (Abbas et al., 2015).
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Promovem lise de alvos celulares na auséncia de expressao de moléculas
proprias de HLA de classe |. Quando diante de um alvo celular préprio, os receptores
inibitérios presentes na superficie de células NK ligam-se as moléculas proprias de
HLA classe | do alvo, gerando um sinal de inibigdo a célula NK. Quando o alvo é
uma célula ndo propria, que, portanto, ndo expressa moléculas proprias de HLA
classe I, ou quando o alvo é uma célula infectada ou tumoral cuja expressdo de HLA
esteja alterada, os receptores inibitérios nédo terao ligantes e nao havera sinal
inibitério. Com predominancia dos sinais de ativacao, as células NK iniciam a agao
de toxicidade celular. Existem dois tipos de receptores inibitérios conhecidos. Os do
tipo KIR (killer immunoglobulin-like receptor family), identificados como CD158a,
CD158b e CD158¢; e 0 NKG2A (lectin-like receptor), que forma um complexo com
CD94 (CD94:NKG2A) (Abbas et al., 2015).

As células NK sao caracterizadas como linhagem negativa (ndo-B, n&o-T) e
podem ser classificadas em duas subpopulagcdes de acordo com a expressao de
CD56, uma isoforma da molécula de adesao neural (N-CAM), e de CD16, ou FcyRaIII,
que € um receptor para a regiao Fc de IgG (imunoglobulina y). As células CD56
fraco CD16 positivo constituem mais de 90% das células NK do SP e tém
predominio de efeito citotdxico. Destroem alvos celulares através da liberagao de
granulos de granzima B e perforina, através da ativagao de vias de morte celular ou
através de citotoxicidade dependente de anticorpo. A populagdo CD56 forte CD16
negativo € encontrada em maiores quantidades nos linfonodos e sua atividade é
voltada principalmente para a producéo de citocinas, como IFN-y e fator de necrose
tumoral a (TNF-a) (Sarvaria et al., 2017). Evidéncias recentes sugerem que as duas
subpopulagdes seriam diferentes fases da maturagao das células NK, sendo a CD56

forte CD16 negativo a mais imatura (Yu et al., 2010).

1.4.1 Células natural killer no TCPH

Resultados pdés TCPH sofrem influéncia importante da atividade das células
NK, que sdo os primeiros linfécitos a se recuperarem apds o transplante,
precedendo em meses a recuperagao dos linfécitos T e B (Nguyen et al., 2005).
Células NK do receptor resistentes ao condicionamento podem contribuir para a
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rejeicdo do enxerto (Murphy et al., 1987), enquanto células NK do doador, ao
contrario, contribuiriam para a enxertia (Murphy et al., 1992).

Foi demonstrado que as células NK, através de sua atividade citotoxica contra
células tumorais, participam do efeito GVL, destruindo células leucémicas e
interferindo assim no risco de recaida da doenga (Ruggeri et al., 1999).

A alorreatividade das células NK do enxerto, decorrente de incompatibilidade
KIR/ligante, onde as células NK do enxerto ndo reconhecem ligante KIR no receptor,
esta relacionada a atividade GVL clinicamente significante, levando a melhores
resultados em transplantes de SCUP (Willemze et al., 2009), haploidénticos (Ruggeri
et al., 2007) e alogénicos aparentados (Hsu et al., 2005) e ndo aparentados (Giebel
et al., 2003).

O papel das células NK no DECH ainda nao estd bem estabelecido.
Diferentes estudos encontraram resultados contraditorios, em que células NK
poderiam ter efeitos regulatorios ou indutores de DECH, como revisado por
Simonetta et al. (2017).

Em trabalho anterior do nosso grupo, foi observado que baixas contagens de
células NK CD56++CD16- nas primeiras semanas apos o transplante alogénico
estdo associadas a maior risco de mortalidade, mas nao tém impacto no risco de

desenvolvimento de DECH (Gongalves et al., 2013).

1.5 Monocitos

Mondcitos sédo células do sistema imune inato originadas na medula Ossea.
Suas principais fungdes sao fagocitose, producdo de citocinas e apresentagao de
antigenos. Quando sob estimulo inflamatdrio, os monécitos migram para os tecidos
aonde esta ocorrendo o processo inflamatorio para desempenhar suas funcgoes.
Quando nos tecidos, sdo denominados macréfagos (Abbas et al., 2015).

O anticorpo mais utilizado para identificar os monécitos em humanos € o
CD14. Baseados na expressao de CD14 (receptor de LPS - lipopolissacarideo
presente na membrana de bactérias gram-negativas) e CD16, podemos ainda
separar os monocitos em trés subpopulagcdes: mondcitos classicos CD14+CD16-;
intermediarios CD14+CD16+; e nao classicos CD14fraco/negativo CD16+ (Ziegler-
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Heitbrock et al., 2010). Acredita-se que os mondcitos classicos se diferenciam em
intermediarios e posteriormente em nao classicos, em uma via de maturagdo
dependente de fator estimulador de colénia de macréfago (M-CSF) (Saleh et al.,
1995; Korkosz et al., 2012).

Mondécitos ndo classicos sao células com caracteristicas pro inflamatorias e
maior capacidade de apresentagcdo de antigenos, enquanto os monaocitos classicos
estdo mais associados a atividade de fagocitose. Os mondcitos intermediarios
seriam células de transigdo, com um perfil intermediario entre mondcitos classicos e
nao classicos (Mukherjee et al., 2015).

O aumento de mondcitos intermediarios e ndo classicos esta associado a
condi¢gbes inflamatdrias diversas, como sepse (Fingerle et al., 1993), doencgas
cardiovasculares (Rogacev et al., 2012), tumores solidos (Saleh et al., 1995), artrite

reumatoide (Hepburn et al., 2004) e lupus (Mukherjee et al., 2015).

1.6 Distribuicao de subpopulac¢oées de leucécitos no SCUP

Existem poucos dados sobre a distribuicdo das subpopulagdes de linfécitos e
demais células do sistema imune inato em SCUP, quando comparado a sangue de
adulto.

Estudos realizados na década de 1990 (Beck e Lam-Po-Tang, 1994; D’Arena
et al., 1998) avaliaram a distribuicdo de linfécitos no SCUP e compararam com SP
de adulto utilizando citometria de fluxo de duas ou trés cores. Nestes trabalhos nao
foram avaliadas todas as subpopulagdes de linfécitos T, tampouco as
subpopulagdes de células NK.

Em trabalhos posteriores de Theilgaard-Mdnch et al. (2001) e Lopez et al.
(2009), também foram estudadas as distribuicdes de linfocitos, mas as
subpopulacdes de células NK as subpopulacdes de linfécitos T duplo-positivos e
duplo-negativos, respectivamente, ndo foram analisadas. Em outro estudo, Cairo et
al. (2005) analisaram a distribuic&o de linfocitos em oito mil unidades de SCUP, mas,
novamente, ndo estudaram as subpopulacdes de células NK. Os autores nao
compararam SCUP com SP de adulto.
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Diversos grupos estudaram a distribuicdo das DCs no SCUP comparando
(Szabolcs et al., 2003; Ueda et al., 2003; Crespo et al., 2004; Aldebert et al., 2007)
ou nao (Borras et al., 2001; Hagendorens et al., 2003) com SP de adulto, através de
técnica mais antiga de citometria de quatro cores.

Em trabalho anterior de nosso grupo foram estudadas as subpopulagdes de
linfocitos e DCs no SCUP, porém foram analisadas amostras pds processamento e
descongelamento (Gongalves et al., 2015), diferentemente do trabalho atual em que
foram estudadas amostras frescas.

Um estudo recente e amplo de Prabhu et al. (2016) analisou subpopulacdes
de linfécitos, mondécitos e DCs, além de outros subtipos leucdcitos, em SCUP fresco
e SP de adulto utilizando citometria de oito cores. Contudo, as subpopulagdes de
linfocitos T duplo-positivos e duplo-negativos, assim como as subpopulagdes de
células NK, n&o foram estudadas.

No atual estudo, utilizando citometria de oito cores e amplo painel de
anticorpos  monoclonais, pudemos analisar concomitantemente diversas
subpopulagdes de leucocitos no SCUP fresco e no SP de adulto e comparar os
resultados dos dois tipos de amostra. Foram analisados os linfocitos T e
subpopulagdes, incluindo duplo positiva e duplo negativa; linfécitos B; células NK e
subpopulagdes; células dendriticas e subpopulagdes; mondcitos e subpopulacoes,

além de neutréfilos e eosindfilos.
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2 - OBJETIVOS

1. Caracterizar a distribuicdo dos linfécitos, células NK, células dendriticas e

monocitos em unidades de sangue de cordao umbilical e placentario;

2. Comparar a distribuicéo dos linfécitos, células NK, células dendriticas e mondcitos

de sangue de corddo umbilical e placentario com a de SP de adultos saudaveis.



3. MATERIAIS E METODOS
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Entre setembro de 2015 e julho de 2016 foram coletadas amostras de SCUP

fresco e de SP de adultos saudaveis.

Sangue de cordao umbilical e placentario (SCUP) — Foram incluidas
amostras de 54 (cinquenta e quatro) unidades de SCUP coletadas pela equipe do
Banco de Sangue de Corddo Umbilical do Hospital Sirio Libanés na maternidade
Amparo Maternal.

As gestantes que concordaram em doar o SCUP de seu recém-nascido
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e, de acordo com a RDC 56
de 16/12/2010, tinham idade minima de 18 anos; se submeteram a pelo menos duas
consultas de pré-natal documentadas; ndo tinham risco aumentado para doencas
transmissiveis pelo sangue; no momento do parto a idade gestacional era igual ou
superior a 35 semanas; bolsa rota ha menos de 18 horas; trabalho de parto ocorreu
sem anormalidade e durante a gestagcado n&o houve processo infeccioso ou doenga
que pudessem interferir na vitalidade placentaria.

Os bebés cujas unidades de SCUP foram analisadas nasceram com mediana
de 40 semanas de gestacao (variacdo de 36 a 43 semanas) e 29 eram do sexo
masculino. A mediana de peso ao nascer foi 3,263 quilos (variacéo de 2,530 a 4,005
quilos). Em 40 casos o tipo de parto foi vaginal.

Aliquotas de 3mL foram coletadas em tubos com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) daquelas unidades que nao foram encaminhadas para
congelamento por baixo volume (<50mL).

Sangue periférico de adulto (SPA) — Foram coletadas 25 amostras de 3mL
em EDTA de individuos adultos saudaveis, doadores de sangue do Hemocentro do
Hospital Sao Paulo/UNIFESP, todos maiores de 18 anos, com mediana de idade de

33 anos (variagao 18 a 66 anos), sendo 15 do sexo masculino.
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3.2 Contagem de leucécitos

A contagem de células nucleadas totais nas amostras de SCUP foi realizada
no contador automatico de células Coulter AcT Diff 2® (Beckman Coulter, Brea,
EUA) e a corregdo da leucometria realizada por contagem diferencial dos
eritroblastos em lamina. As células das amostras de SP de adulto foram contadas
utilizando o aparelho Cell Dyn Ruby® (Abbott, lllinois, EUA).

A quantificagcdo absoluta das subpopulagbdes de leucdcitos foi realizada por
plataforma dupla, ou seja, utilizando o valor de porcentagem obtido por citometria e
o valor total de leucometria da amostra analisada, obtido no contador automatico de

células — hemograma.

3.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica

As amostras foram processadas para imunofenotipagem em até 24 horas da
coleta no Laboratorio de Biologia Celular e Citometria de Fluxo da Disciplina de
Hematologia e Hemoterapia, Departamento de Oncologia Clinica e Experimental da
UNIFESP.

Foram utilizados anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados com o0s
fluorocromos FITC (isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), PerCPCy5.5
(peridina clorofila cianina 5.5), PC7 (R-ficoeritrina cianina 7), APC (aloficocianina),
APC-H7 (aloficocianina H7), PB (pacific blue) e OC-515 (orange Cytognos 515). As
especificacdes dos AcMo utilizados encontram-se no quadro 1.

Utilizando-se técnica de marcacdo direta (Stain-lyse-wash) descrita
anteriormente (Landay e Muirhead, 1989), amostras de sangue total contendo de 0,5
a 1x10° células em um volume de até 100uL foram colocadas em tubos de
poliestireno de 5 mL (Falcon®) e acrescidas dos AcMo em quantidade previamente
titulada, de acordo com o painel de AcMo em 8 cores que se encontra apresentado
no quadro 1. Para cada teste foi utilizado também um tubo ndo marcado, ou seja,
contendo somente amostra, para analise de possivel autofluorescéncia.

As células foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente sob

protecdo da luz. Decorrido esse tempo foi adicionado 1 mL de solucdo de lise
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comercial (FACSLysing solution®, BDB), na diluicdo 1:10, com objetivo de lisar as

hemacias; ap6s 15 minutos de incubacgéo os tubos foram centrifugados e as células

lavadas duas vezes com 3 mL de solugdo tampao (PBS — Phosphate buffered

saline). As células foram entdo ressuspendidas em 400ul de solugdo tampao para

aquisigao.

Foram adquiridos 500 mil eventos utilizando o citbmetro de fluxo FACS Canto

Il (Becton Dickinson, San Jose, EUA). A analise dos dados foi realizada através do

programa Infinicyt® (Cytognos, Salamanca, Espanha).

Quadro 1. Painel de anticorpos para determinag¢ao das subpopulagoes leucocitarias

Anticorpo

Cidade/pais de

monoclonal Fabricante Clone origem
FITC
CD16 Cytognos 3G8 Salamanca, Espanha
PE
CD56 Cytognos C5.9 Salamanca, Espanha
CD4 Cytognos Edu-2 Salamanca, Espanha
PerCP Cy5.5
CD11c BD Biosciences B-ly6 San Jose, EUA
PC7
CD8 Immunotech SFCI21Thy2D3 Brea, USA
CD19 Immunotech J3-119 Marseille, Franca
APC
CD123 Biolegend 6H6 San Diego, EUA
APC-H7
CD3 BD Biosciences SK7 San Jose. EUA
CD14 BD Biosciences M$P9 San Jose, EUA
PB
HLA-DR Biolegend L243 San Diego, EUA
0OC-515
CD45 Cytognos GA90 Salamanca, Espanha

FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PerCPCy5.5: peridina clorofila cianina 5.5; PC7:
R-ficoeritrina cianina 7; APC: aloficocianina; APC-H7: aloficocianina H7; PB: pacific blue e OC-515:

orange Cytognos 515.
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3.4 Identificagdo das populagdes celulares

Os leucdcitos totais da amostra foram analisados por citometria e
identificados pela expressdao de CD45+. Possiveis eritroblastos (CD45-) foram
excluidos da analise.

Os neutréfilos foram identificados pelo seu tamanho e complexidade,
expresséo de CD45 e de CD16. Os neutrofilos maduros foram considerados aqueles
com CD16+, e os imaturos, CD16-.

Os eosinodfilos foram identificados pelo seu tamanho e complexidade,
auséncia de expressao de CD16 e por sua caracteristica autofluorescéncia.

Para identificar e classificar os mondcitos, além do tamanho, complexidade e
expressao positiva de CD45, CD11c e HLA-DR, foram analisadas as expressoes de
CD14 e CD16, sendo entdo divididos em trés populagbdes: mondcitos classicos -
CD14+ CD16-; mondcitos intermediarios - CD14+ CD16+ e mondcitos ndo classicos
CD14fraco/- CD16++.

Os linfocitos e as células NK foram identificados pelo seu pequeno tamanho e
complexidade e expressao forte de CD45 e, de acordo com expressdes de
antigenos caracteristicas, foram classificados em linfocitos T, B e células NK. Os
linfocitos T foram identificados pela expressdo de CD3+ e as subpopulagdes de
acordo com a expressao de CD4 e CD8, formando 4 grupos: CD4+/CD8-, CD4-
/CD8+, CD4+/CD8+, CD4-/CD8-, além das células CD3+ com CD56 e/ou CD16
positivos.

Os linfocitos B foram identificados pela expressao de CD19+ e auséncia de
marcadores de linhagens T e monocitica. As células NK foram identificadas pelo seu
fendtipo CD56+ na auséncia de marcadores de linhagens B, T e monocitica, sendo
divididas nas subpopulacées CD56++/CD16- e CD56+/CD16+.

As DCs foram caracterizadas pela expressdo de HLA-DR em forte
intensidade, auséncia de marcadores de linhagens T (CD3) e B (CD19) e monocitica
(CD14), além de CD16-. Dois subtipos de DCs foram identificados:
CD123++/CD11c- (pDC) e CD123-/CD11c++ (mDC).

As estratégias de isolamento e identificacdo das DCs, células NK e mondcitos

estdo mostradas nas figuras 1 a 3.
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Quadro 2. Caracterizagdo imunofenotipica das células NK, células dendriticas e monécitos de
acordo com a expressdo dos principais antigenos de superficie.

Fenétipo associado

Células NK
CD56++ CD16-
CD56+ CD16+
Células dendriticas
pDC DR++ CD123++ CD11c-
mDC DR++ CD123- CD11c++
Monécitos
Cléassicos CD14+ CD16-
Intermediarios CD14+ CD16+
Nao classicos CD14fracol/- CD16++

++ (fortemente positivo), + (positivo), - (negativo).
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Figura 1. Representacgao grafica, em dot plots, da analise de citometria de fluxo de um dos
casos estudados, mostrando a estratégia de selecao e identificagao das células dendriticas.

As DCs foram identificadas por seu tamanho e complexidade, expressédo de CD45, forte expressao de
HLA-DR, auséncia de expressdo dos marcadores de linhagem CD3, CD14, CD8, CD19 e CD16 (A a
F). Apos a identificagéo inicial, a classificagdo dos subtipos de DCs foi realizada analisando-se a
expressédo de CD123 e CD11c. As pDC sao CD11¢-/CD123++ e as mDC, CD11¢c++/CD123- (G a l).
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Figura 2. Representacgao grafica, em dot plots, da analise de citometria de fluxo de um dos
casos estudados, mostrando a estratégia de sele¢ao e identificagao dos monécitos.

De A a E, estratégia de selecdo dos mondcitos. Em F, curva de maturacdo dos mondcitos. Sob
estimulo inflamatério, mondcitos classicos CD14+CD16- se diferenciam em mondcitos intermediarios
CD14+CD16+. Na préxima etapa de diferenciacdo, os mondécitos perdem CD14, originando os
mondcitos ndo classicos CD14fraco/- CD16++.
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Figura 3. Representagao grafica, em dot plots, da andlise de citometria de fluxo de um dos
casos estudados, mostrando a estratégia de selegao e identificagao das células natural killer.

As células NK foram identificadas por seu baixo tamanho e complexidade, CD45+, CD3- e CD56+,
sendo entao divididas nas subpopulagdes NK CD56++ CD16- e NK CD56+ CD16+.

3.5 Analise dos Resultados — Estatistica

Mediana e variagdo foram usadas para analise descritiva de variaveis
continuas. As diferencas entre SCUP e SP de adultos foram analisadas quanto a
significancia pelo teste de Mann-Whitney utilizando o programa SPSS (IBM,

Chicago, EUA). Foi  considerado  significativo  valor de  p<0,05.
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4 - RESULTADOS

Os valores absolutos e a distribuicdo de cada populagao estudada encontram-

se nas tabelas 1 a 3 e nas figuras 4 a 12.

4.1 Valores absolutos das subpopulagoes

4.1.1 Leucécitos totais e granulécitos

O SCUP apresentou maior quantidade de leucécitos totais em relagao ao SPA
(SCUP vs. SPA: 10.782 vs. 6.980/mm?>, p<0,001). No SCUP também foram maiores
as contagens de eosindfilos (SCUP vs. SPA: 338 vs. 153/mm?, p<0,001), neutrdfilos
totais (SCUP vs. SPA: 6.457 vs. 4.380/mm?®, p<0,001) e neutréfilos imaturos (SCUP
vs. SPA: 291 vs. 7,5/mm?, p<0,001).

4.1.2 Mondcitos

Os mondcitos totais e as subpopulagbes classico e intermediario foram
encontrados em maiores quantidades no SCUP que no SPA: mondcitos totais,
SCUP vs. SPA: 1033 vs. 436/mm?, p<0,001; mondcitos classicos: 897 vs. 318/mm?,
p<0,001; e mondcitos intermediarios: 74 vs. 41/mm?3, p<0,001. Por outro lado,
mondcitos ndo classicos foram encontrados em quantidades mais baixas no SCUP
(SCUP vs. SPA: 24,8 vs. 51,4/mm?®, p<0,001).

4.1.3 Linfécitos

Os linfocitos totais se apresentaram em valores absolutos maiores no SCUP
que no SPA (SCUP vs. SPA: 2.753 vs. 1.906/mm?®, p<0,001).
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4.1.4 Linfécitos T

A contagem absoluta de linfécitos T totais e das subpopulagées CD4+ e CD8+
nao apresentou diferenca significativa entre o SCUP e o SPA. Entretanto, as
subpopulagdes CD4+CD8+ (duplo positiva) e CD4-CD8- (duplo negativa) estéo
presentes em menores quantidades no SCUP (SCUP vs. SPA: 1,1 vs. 5,7/mm?®

p=0,001 — duplo-positivos e 39 vs. 54/mm?>, p=0,005 — duplo-negativos).
4.1.5 Células CD3+/CD56+

Células CD3+/CD56+ foram encontradas em valores menores no SCUP que
no SPA, ainda que a diferenga nao tenha sido significante (SCUP vs. SPA: 27,6 vs.
32,4 Imm?®, p=0,07).
4.1.6 Linfécitos B

Linfécitos B apareceram em maiores valores no SCUP quando comparado ao
SPA (SCUP vs. SPA: 434 vs. 228/mm?®, p<0,001).

4.1.7 Células NK

A populagéo total de células NK é maior no SCUP que no SPA em valores
absolutos (SCUP vs. SPA: 477 vs. 274/mm® p<0,001), assim como suas
subpopulagdes NK CD56+CD16+ (SCUP vs. SPA: 446 vs. 259/mm?3, p=0,001) e NK
CD56++CD16- (SCUP vs. SPA: 24,5 vs. 12,5/mm?, p<0,001).
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4.1.8 Células dendriticas

O sangue cordao e o SPA apresentaram quantidades similares de DCs totais
(SCUP vs. SPA: 24 vs. 24/mm?®, p= n3o significante - NS) e quantidades similares do
subtipo mDC (SCUP vs. SPA: 15 vs. 18/mm?®, p=NS), em valores absolutos. Por
outro lado, as pDC foram encontradas em maior quantidade no SCUP que no SPA
em valores absolutos (SCUP vs. SPA: 8,3 vs. 6,2/mm?>, p=0,03).
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Tabela 1. Mediana e variagao dos valores absolutos de leucécitos e subpopulagées

encontrados no SPA e SCUP

POPULAGAO CELULAR (células/mm®) SPA, mediana SCUP, mediana p
(variagao) (variagao)
Leucdcitos totais 6.980 10.782 <0,001
(4.440 a 13.900) (3.740 a 17.380)
Neutréfilos 4.380 6.457 <0,001
(1.637 2 9.535) (1.511 a 12.060)
Neutrdfilos imaturos (CD16-) 7,5 291 <0,001
(0 a43) (0 a1.522)
Eosindfilos 153 338 <0,001
(14 a 428) (85 a 726)
Mondcitos totais 436 1033 <0,001
(232 2 671) (186 a 2.583)
Classicos (CD14++ CD16-) 318 897 <0,001
(168 a 566) (139 2 2.381)
Intermediarios (CD14++ CD16+) 41 74 <0,001
(17 a 135) (222 219)
Néo classicos (CD14fraco/- CD16+) 51 24,8 <0,001
(24 a107) (7 a 145)
Linfocitos totais 1.906 2.753 <0,001
(1.497 a 3.884) (890 a 4.977)
Linfécitos T totais 1.573 1.639 0,52
(829 s 3.097) (553 a 3.164)
CD4+ 937 1.106 0,10
(498 a 1.881) (323 2 2.462)
CD8+ 451 449 0,61
(223 2 1.043) (139 a 786)
CD4+ CD8+ 5,7 1,1 0,001
(0a14) (0a29)
CD4- CD8- 54 39 0,005
(20 a 137) (13 a102)
Células CD3+/CD56+ 32 27,6 0,07
(10,1 a 234,1) (5,8 a 66,4)
Linfécitos B 228 434 <0,001
(105 a 505) (65 a 1.528)
Células NK totais 274 477 <0,001
(61 a709) (135 a 1.382)
CD56+ CD16+ 259 446 0,001
(46 a 692) (97 a 1.347)
CD56++ CD16- 12,5 24,5 <0,001
(6 a28) (12 2 198)
Células dendriticas totais 24 24 1
(14 a 64) (6a81)
pDC 6,2 8,3 0,03
(3a19) (1a34)
mDC 18 15 0,18
(10 a 45) (3a55)

SPA: sangue periférico de adultos saudaveis; SCUP: sangue de corddo umbilical e placentario.
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Figura 4. Representac¢ao grafica dos valores absolutos de subpopula¢ées de leucécitos totais,

granulécitos e monécitos encontrados no SPA e no SCUP.
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4.2 Distribuicao das subpopulagées

4.2.1 Subpopulagoes de linfocitos/células NK

A distribuicao dos linfécitos T, B e células NK foi diferente entre SCUP e SPA,
como ilustrado na figura 7 a seguir. O SCUP tem proporcionalmente menos linfocitos
T entre seus linfocitos totais, e consequentemente mais linfécitos B e células NK,

comparado ao SPA.

SPA SCUP

11%

16%

L,

ET HE ENK HT HE ®NK

Figura 7. Representacgao grafica da distribui¢gao dos linfécitos T, B e células NK no SPA e no
SCUP

4.2.2 Subpopulagoes de linfocitos T

Entre os linfocitos T também houve diferengca na distribuicdo de suas
subpopulagdes entre as amostras estudadas. O SCUP tem proporcionalmente mais
linfocitos T CD4+ e menor propor¢cao das outras subpopulacbées — CD8+, duplo
positiva e duplo negativa, o que leva a uma razdo CD4/CD8 maior no SCUP (SCUP
vs. SPA: 2,3 vs. 1,8 p=0,01).
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Figura 8. Representacao grafica da distribuicdo das subpopulagdes de linfocitos T no SPA e
no SCUP

DP: duplo positivo; DN: duplo negativo

4.2.3 Subpopulacdes de células NK

Comparado ao SPA, o SCUP tem maior frequéncia de células NK
CD56++CD16- e menor frequéncia das células CD56+CD16+, como demonstrado
na figura abaixo. Portanto, a razdo NK CD56+CD16+/CD56++CD16- € menor no
SCUP (SCUP vs. SPA: 13,7 vs. 24, p=0,03).

SPA SCUP

A% T%

B NK CD56+16+96 @NKCD56++16-4 WNKCD56+16+ WNKCD56++16-

Figura 9. Representacgao grafica da distribuicao das subpopulacdes de células NK no SPA e no
SCUP
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4.2.4 Subpopulagoes de mondcitos

Analisando a distribuicdo de mondcitos, verifica-se que o SCUP tem maior
propor¢cao de mondcitos classicos (SCUP vs. SPA, em %: 88,6 vs. 77 p<0,001) e
menor propor¢cdo de mondcitos intermediarios (SCUP vs. SPA: 7,9 vs. 9,4 p=0,017)
e nao classicos (SCUP vs. SPA: 2,8 vs. 10,7 p<0,001), comparado ao SPA.

SPA SCUP

B% 3%

@ Classicos | Inter mediarios @ N30 cissicos @ Classicos | Intermediarios @ Nao clissicos

Figura 10. Representagao grafica da distribuicdo das subpopulacées de monécitos no SPA e
no SCUP
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4.2.5 Subpopulagoes de células dendriticas

Comparado ao SPA, o SCUP tem dentre as DCs proporgédo menor de mDC e
maior de pDC. Assim, a razdo mDC/pDC foi menor no SCUP (SCUP vs. SPA: 1,8 vs.
3, p<0,0001).

SPA SCUP

HpDC @mDC EpDC @mDC

Figura 11. Representagao grafica da distribui¢ao das subpopulagoes de células dendriticas no
SPA e no SCUP
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Tabela 2. Distribui¢ao de leucécitos e subpopulagdées no SCUP e SPA
POPULAGAO CELULAR (%) SPA, mediana (variagao) SCUP, mediana (variagao) p
Neutrofilos 60% (35 a 70) 60% (25 a 78) 1
Neutrofilos imaturos (% dos neutrofilos) 0,2% (0 a 0,9) 5% (0 a 20) <0,001
Eosinéfilos 2% (0,2 a 5,6) 3% (0,7 a9) 0,08
Monacitos totais 5,5% (3 a 8,4) 9% (2,6 a 23) <0,001
Subpopulagées de monécitos
(% dos mondcitos)
Classicos 77% (61 a 86) 89% (75 a 97) <0,001
Intermediarios 9% (6 a 24) 8% (2 a 22) 0,017
Nao classicos 11% (6 a 22) 3% (1a13) <0,001
Linfocitos totais 30% (21 a 55) 26% (12 a 57) 0,052
Subpopulacoes de linfécitos
(% dos linfocitos)
Linfécitos T 75% (55 a 85) 61% (37 a 82) 0,0001
Linfécitos B 11% (7 a 21) 16% (4 a 31) <0,0001
Células NK 11% (2 a 37) 20% (5 a 46) <0,006
Subpopulagoes de linfécitos T
(% dos linfocitos T)
CD4+ 60% (33 a 85) 68% (47 a 84) 0,001
CD8+ 31% (12 a 60) 27% (13 a 47) 0,03
CD4+/CD8+ 0,3% (0 a 0,9) 0,1% (0 a 1,4) <0,0001
CD4-/CD8- 4% (1,4 a 10) 2,5% (1ab) <0,0001
Subpopulagoes de células NK
(% das células NK)
CD56+/CD16+ 96% (76 a 99) 93% (72 a 99) 0,03
CD56++/CD16- 4% (1,5 a 24) 7% (1 a 29) 0,03
Células dendriticas totais 0,33 (0,20 a 0,79) 0,22 (0,07 a 0,76) <0,001
Subpopulagdes de células dendriticas
(% das células dendriticas)
pDC 25% (14 a 41) 36% (14 a 62) <0,001
mDC 75% (59 a 87) 64% (38 a 89) <0,001

Neutrofilos, eosindfilos, mondcitos totais, linfocitos totais e células dendriticas totais estdo expressos em porcentagem dos

leucocitos.

SPA: sangue periférico de adultos saudaveis; SCUP: sangue de corddo umbilical e placentario.
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Tabela 3. Razées entre subpopulagdes de leucécitos encontradas no SCUP e SPA

RAZAO SPA, r_ne(!iana SCUP, _me~diana p
(variagao) (variagao)
Linfocitos T 1,8 2,3 0,01
CD4:CD8 (0,5a6,4) (1a6)
Células NK 24 13,7 0,03
CD56+CD16+:CD56++CD16- (3a66) (2,5a75)
Monécitos 7 28,3 <0,0001
Intermediarios :n&o classicos (3a14) (5,8 a 96)
Células dendriticas 3 1,8 <0,0001
mDC:pDC (1,4a5,9) (0,6a7)

SPA: sangue periférico de adultos saudaveis; SCUP: sangue de corddo umbilical e placentario.
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Figura 12. Representagao grafica das razdes entre subpopulagoes de leucocitos encontradas
no SPA e SCUP

A: razao entre linfécitos T CD4 e CD8; B: razao entre células CD56+CD16+ e 56++16-; C: razdo entre

mondcitos intermediarios e nao classicos; e D: razao entre as células dendriticas mDC e pDC.
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5 — DISCUSSAO

Neste estudo quantitativo analitico comparamos os valores absolutos e a
distribuicdo de subpopulacdes de leucdcitos no SP de adulto (SPA) e no SCUP.

A contagem de leucdcitos no SCUP é maior que no SPA, como ja observado
por outros autores (D’Arena et al., 1998; Hagendorens et al., 2003; Szabolcs et al.,
2003; Prabhu et al., 2016). Dessa forma, as subpopula¢des de leucécitos em sua
maioria também aparecem em quantidades superiores no SCUP, com excecdes
apenas na contagem de linfécitos T (quantidades similares de linfécitos T totais,
linfocitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ e quantidades menores de linfécitos T duplo-
positivos e duplo-negativos); células CD3+/CD56+ (quantidade menor) e DCs
(quantidades similares de DCs totais e subpopulagcdo mDC).

Esses resultados diferem um pouco de outros autores que encontraram no
SCUP valores absolutos maiores das populagdes de linfocitos T totais e
subpopula¢cdes CD4+, CD8+ (D’Arena et al., 1998; Prabhu et al., 2016) e duplo
positiva (Prabhu et al., 2016). A populagdo duplo-negativa nao foi estudada por
esses dois grupos. Além disso, outros autores observaram quantidades maiores de
DCs totais no SCUP (Aldebert et al., 2006; Prabhu et al., 2016). Essas diferencas
podem ser atribuidas a pequenas diferengas no desenho do gate ao realizar a
analise dos dados de citometria.

Analisamos entdo a distribuicdo das subpopulagdes de leucécitos dentro de
cada linhagem.

O receptor CD16 (FcyRIll) aparece na linhagem neutrofilica a partir do estagio
de metamieldcitos, atingindo sua expressdo mais alta nos bastonetes e
segmentados (Jacob et al., 2016). O SCUP apresentou porcentagens de neutrofilos
CD16- muito superiores ao SPA, concordando com os resultados de Prabhu et al.
(2016). Esse achado mostra que a maturacao mieloide ainda ndo esta concluida ao
nascimento. Outra explicagdo seria que essas células imaturas estariam migrando
do figado e bago para a medula éssea, visto que a hematopoese na medula 6ssea é
precedida pela hematopoese no figado e bago fetais (Golub e Cumano, 2013).

Os monécitos de SP podem ser divididos de acordo com a expressao de
CD14 e CD16. Os mondcitos classicos sdao CD14+CD16- e correspondem a

aproximadamente 90% dos mondcitos circulantes. Podem ganhar CD16 enquanto
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perdem CD14, originando inicialmente os mondécitos intermediarios CD14+CD16+ e,
finalmente, os mondcitos ndo classicos CD14fraco/- CD16+ (Ziegler-Heitbrock et al.,
2010). Observamos que no SCUP essa diferenciagdo monocitica esta diminuida em
relacdo ao SPA, pois sdo menores no SCUP as quantidades de mondcitos nao
classicos. Esses dados diferem de outras publicacbes em que os autores
encontraram quantidades maiores (Prabhu et al., 2016) ou similares (Almeida et al.,
2001; Crespo et al., 2004) de mondcitos nao classicos no SCUP comparado ao SP
de adulto.

Mondcitos intermediarios e nao classicos estao relacionados a processos
inflamatorios e, portanto, aumentados nessas condigbes (Ziegler-Heitbrock et al.,
2010). O recém-nascido saudavel nao tem células inflamatérias nas proporgdes de
um adulto, provavelmente por ainda nao ter sido exposto a condicbes que
desencadeiam reagdes inflamatorias importantes.

A quantidade de DCs totais encontradas no SCUP foi similar a encontrada no
SPA, dado semelhante a alguns estudos anteriores (Almeida et al., 2001; Crespo et
al., 2004) mas divergentes de alguns outros (Aldebert et al., 2007; Prabhu et al.,
2016) .

A subpopulagdo mDC foi encontrada em quantidades similares no SCUP e no
SPA. Prabhu et al. (2016) e Crespo et al. (2004) também chegaram a esse
resultado, entretanto, outros autores encontraram quantidades maiores de mDC
(Szabolcs et al., 2003). A discordancia de resultados pode talvez ser atribuida a
diferenga na técnica empregada, pois Szabolcs e colegas realizaram a contagem
absoluta das subpopulagdes através do uso de beads.

O subtipo pDC, populagdo com conhecida funcao tolerogénica, esta em maior
quantidade no SCUP que no SPA, confirmando resultados de outros autores
(Szabolcs et al., 2003; Prabhu et al., 2016). Além disso, a analise da distribuicdo de
DCs nos mostra que o SCUP, em relagao ao SPA, tem maior proporcéo de pDC e
menor de mDC, resultando em uma razdo mDC:pDC menor no SCUP. Resultados
semelhantes foram obtidos por Crespo et al. (2004) e Prabhu et al. (2016). Portanto,
o SCUP tem maior quantidade e frequéncia de DC com fungéo tolerogénica (pDC) e
quantidade similar e menor frequéncia de DC com alta capacidade de ativar
linfécitos T (mDC), o que pode ser uma vantagem quando se utiliza o SCUP no
TCPH.
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A maior quantidade absoluta e relativa de pDC no SCUP é um achado
interessante. Gongalves et al. (2015) mostraram que pacientes que receberam
transplante alogénico e apresentaram altas contagens de células dendriticas,
principalmente pDC, em trés semanas apos a enxertia, tiveram menor mortalidade
nao relacionada a recaida da doenga, menor incidéncia de DECH aguda e melhor
sobrevida global. Pacientes submetidos ao TCPH com células de SCUP poderiam,
entdo, se beneficiar da maior quantidade e propor¢cédo de pDC encontradas nesta
fonte de CPH. Tais beneficios podem ser decorrentes das fungdes tolerogénicas que
apresentam as pDCs (Matta et al., 2010).

As DCs de cordao tém sido associadas a um fendtipo mais imaturo, com
expressdes diminuidas de CD80, CD86 e HLA-DR (Encabo et tal., 2007). Além
disso, ha estudos que apontam para uma redugao de capacidades funcionais, como
sintese de citocinas e deficiéncia na ativacéo e/ou expresséo de genes relacionados
a sintese de citocinas. Estas caracteristicas em conjunto refletem a imaturidade das
DCs ao nascimento e também podem contribuir, em parte, para a menor ocorréncia
e gravidade de DECH observada nos transplantes com células de SCUP (Lin et al.,
2012).

A distribuicdo dos linfocitos foi diferente no SCUP e no SPA. Enquanto o
primeiro apresentou menos linfécitos T e mais linfécitos B e células NK, o segundo,
ao contrario, tem mais linfécitos T e menos linfocitos B e células NK. A distribuicdo
de linfécitos no SCUP encontrada neste estudo é semelhante ao que observaram
Cairo et al. (2005), que analisaram subpopulagdes de linfécitos em 8 mil unidades de
SCUP.

E interessante a observacdo de que embora o SCUP tenha maior nimero
absoluto de linfécitos em relacdo ao SPA, os linfécitos T e suas subpopulagdes CD4
e CD8 foram encontrados em valores similares. Além disso, a porcentagem de
linfécitos T do total de leucdcitos da amostra, assim como dentre os linfocitos, foi
menor no SCUP que no SPA.

Em nosso estudo, observamos entre os linfocitos T do SCUP maior
porcentagem de linfécitos CD4+ e menor porcentagem da populagdo CD8+. A razao
CD4:CD8 no SCUP ¢, portanto, maior que no SPA, concordando (Prabhu et al.,
2016) ou discordando (D’Arena et al., 1998) de outros grupos. Entretanto, temos que

observar que D’Arena e colegas tiveram uma limitagdo técnica ao utilizar painel de
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anticorpos com duas cores apenas, o que diminui a acuracia da analise das
populagdes celulares.

A porcentagem de linfocitos T duplo-positivos e duplo-negativos foi menor no
SCUP que no SPA. A pequena quantidade de linfécitos T duplo-negativos
encontrada no SCUP vai de acordo com as observacdes de trabalho anterior do
nosso grupo (Gongalves et al., 2012), em que pacientes transplantados com células
de SCUP precisaram de um tempo muito maior para recuperar linfécitos T duplo-
negativos do que pacientes que receberam células progenitoras de outras fontes.

Além de aparecem em frequéncias menores, os linfécitos T do SCUP sé&o
menos alorreativos. Sabe-se que no SCUP os linfécitos T expressam em sua maioria
CD45RA, isoforma do antigeno CD45 que aparece em células naive, com uma
pequena parte expressando CD45R0O, que é a isoforma expressa pelos linfocitos de
memoria. Esse fendtipo é totalmente diferente do que é encontrado nos linfocitos de
SP adulto, em que ha prevaléncia de linfécitos CD45RO. Linfocitos T de SCUP
produzem menos citocinas, tém expressao baixa de CD40L e citotoxicidade mediada
por Fas diminuida (D’Arena et al., 1998; Lépez et al., 2014).

A alorreatividade dos linfécitos T, que em graus menores tem um efeito
benéfico importante — o efeito GVL —, em graus maiores pode levar a DECH, grave
complicagdo pos transplante (Yeh et al., 2012). Portanto, as caracteristicas de
imaturidade dos linfécitos T associadas a menor frequéncia destas células no SCUP
podem explicar em parte a menor incidéncia e gravidade de DECH observada em
transplantes realizados com esta fonte de CPH (Rocha, 2016).

A porcentagem de linfécitos B encontrados no SCUP foi maior que no SPA.
Com o painel de AcMo utilizados neste estudo nao foi possivel caracterizar
subpopulagdes de linfécitos B, mas autores que analisaram mais detalhadamente
estas células em SCUP mostram que neste tipo de amostra ha maior proporcao de
linfocitos B naive, ou seja, com expressao de CD45RA e auséncia de expressao de
CD27, quando comparado ao SP de adulto (Paloczi et al., 1998; Ha et al., 2008),
além de aumento na proporgao de linfécitos B naive imaturos CD10+ (Prabhu et al.,
2016).

No SCUP ha uma grande porcentagem de linfocitos B CD5+. Esses linfécitos

sao predominantemente linfocitos B transicionais imaturos, recém-saidos da medula
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Ossea. Esta populagao diminui com a idade e aparece em pequenas quantidades no
sangue de adulto (Lundell et al., 2014).

Os linfécitos B de SCUP possuem capacidade diminuida de produgao de
imunoglobulinas comparados aos de sangue de adulto (Luchini et al., 2015) e uma
grande parte produz IgM (imunoglobulina p) polirreativa e ndo € capaz de produzir
IgG (Paloczi et al.,, 1998). A ativagdo celular via CD40 é ineficiente. Essas
caracteristicas em conjunto provavelmente contribuem para a maior demora na
recuperacao das funcgdes dos linfécitos B apés TCPH com células de SCUP (Ha et
al., 2008).

As células NK sdo as primeiras a se recuperar apdés o TCPH, atingindo
valores normais em até trés meses. Durante essa fase de recuperacdo ha
predominio da populagdo CD56++CD16- (Lucchini et al., 2015).

Observamos que o SCUP apresenta maior frequéncia de células NK
comparado ao SPA, assim como foi observado por outros autores (Beck e Lam-Po-
Tang, 1994; D’Arena et al., 1998; Dalle et al., 2005). Sabendo que as células NK sao
de grande importancia para a ocorréncia do efeito GVL, pode ser uma vantagem no
contexto do TCPH que o SCUP tenha essas células em maiores quantidades. Em
relagao a distribuicdo dos subtipos de células NK, semelhante ao que foi encontrado
por Lopez et al. (2009), o SCUP apresentou menor frequéncia do subtipo
CD56+CD16+ e maior frequéncia de CD56++CD16-, o que leva a uma diferenca
significativa na razdao CD56+CD16+:CD56++CD16-, menor no SCUP, sugerindo
maior imaturidade deste compartimento.

Embora as células NK de SCUP e de adulto tenham expresséo de perforina,
granzima e de receptores ativadores equivalentes, as primeiras tém atividade
citotoxica reduzida (Lin et al., 2012). Uma caracteristica que pode contribuir para
essa condicao é a capacidade reduzida que tém as células NK de SCUP de formar a
sinapse imunoldgica actina F com células alvo, evento que ocorre logo apds o
contato da célula NK com a célula tumoral (Xing et al., 2010). Outra peculiaridade
das células NK de cordao € a menor habilidade de secretar IFNy (Luevano et al.,
2012; Lopez et al.,, 2014). Mesmo com essas diferengas, células NK de cordao
parecem ter importante atividade GVL. Willemze et al. (2009) mostraram que
pacientes com leucemia aguda que receberam transplante de SCUP com
incompatibilidade KIR/ligante na dire¢cdo enxerto contra hospedeiro (células NK do
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doador ndo reconhecem ligante KIR no receptor) tiveram menor taxa de recaida e
melhor sobrevida global e livre de doenca.

Células CD3+/CD56+ sao um subtipo de linfécito T maduro que compartilham
caracteristicas de células NK, como o marcador NK1.1, além de expressarem o
receptor de células T (TCR). Caracteristicamente, a cadeia alfa da molécula TCR é
invariante (Godfrey et al., 2004). Reconhecidas por seu fendtipo CD3+CD56+, foram
encontradas em propor¢gdes menores no SCUP que no SPA. Outros autores
obtiveram os mesmos resultados (Beck e Lam-Po-Tang, 1994; D’Arena et al., 1998;
Theilgaard-Monch et al., 2001; Dalle et al., 2012).

Podemos dizer entdo que embora o SCUP tenha maiores quantidades de
quase todas as subpopulagdes de leucdcitos quando comparado ao SPA, células de
grande importancia no contexto de ativacdo de resposta imune e reagao
inflamatoria, como mDC e mondcitos nao classicos, sdo encontrados no SCUP em
quantidades similares ou menores que no SPA. Por outro lado, células com efeito
benéfico no TCPH, como as pDC e as células NK, estdo em maiores quantidades no
SCUP que no SPA.

Tomados em conjunto, estes dados sugerem que o SCUP possua maiores
quantidades de populagdes ainda em maturacdo e menos inflamatérias, como
maiores quantidades de pDC, maiores quantidades de NK CD56++CD16-, menor
propor¢cao de linfocitos T CD8 — células citotoxicas - e menor diferenciagcao
monocitica. Este perfil explicaria em parte a menor incidéncia e gravidade de DECH

pos transplante de SCUP quando comparado ao de SP mobilizado.
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6 — CONCLUSOES

Caracterizamos a distribuicdo das subpopulagdes de linfocitos, células NK,

células dendriticas e mondcitos em 54 unidades de SCUP.

Quando comparamos os 54 SCUPs ao SP de 25 adultos saudaveis,

observamos:

- Maior numero absoluto de neutréfilos, mondcitos classicos e

intermediarios, linfocitos B, células NK e pDCs no SCUP.

- Contagens similares de linfécitos T nos dois grupos, mas com maior
relacdo CD4:CD8 e menores quantidades de duplo-positivos e duplo-

negativos no SCUP.

- Maior quantidade de células NK e menor relagdo
CD56+16+:CD56++16- no SCUP.

- Menor contagem de mondcitos nao classicos no SCUP.

- Maior contagem de pDC no SCUP e quantidades similares de mDC

nos dois grupos, gerando menor relagdo mDC:pDC.

Estes dados sugerem que o SCUP possua maiores quantidades de
populagdes ainda em maturagdo e menos inflamatérias, além de menor

diferenciagao monocitica do que o SPA.
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Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Participante: doador de sangue
Origem: Hemocentro do Hospital Sao Paulo

Titulo do Projeto: “ESTUDO DAS SUBPOPULACOES DE CELULAS DENDRITICAS E
LINFOCITOS NATURAL KILLER EM SANGUE DE CORDAO UMBILICAL E
PLACENTARIO”

O transplante de células progenitoras hematopoéticas, conhecido também como transplante
de medula 6ssea, € um procedimento para o tratamento de doengas hematoldgicas. O
sangue de corddo umbilical e placentario vem sendo utilizado com sucesso como substituto
da medula 6ssea neste tipo de transplante.

No sangue existem varios tipos de gldbulos brancos, que sdo as células responsaveis pela
defesa do organismo. Entre eles, estdo as células dendriticas e os linfocitos natural killer. O
sangue de corddo umbilical e placentario também apresenta estas mesmas células,
entretanto, elas sao mais imaturas. Tais células sdo importantes para o resultado do
transplante, pois desempenham papel fundamental na doenca do enxerto contra o
hospedeiro, que € uma complicagdo que pode ocorrer apos o transplante. Também séo
importantes no combate as infeccbes que podem acometer pacientes que receberam
transplante.

Estas informacbdes estdo sendo fornecidas para a sua participagdo voluntaria nesta
pesquisa, que tem como objetivo estudar as células dendriticas e os linfécitos natural killer
do sangue de corddo e compara-los com as células do sangue de adulto e crianga
saudaveis.

Neste estudo, o seu sangue sera colhido junto com a coleta que ja estava programada para
ser feita no momento da doagéo voluntaria de sangue para o banco de sangue, nao sendo
necessario vocé vir ao hospital ou ser submetido a punc¢des além do que ja estava previsto.
A medida das células dendriticas e dos linfocitos natural killer sera feita através de um
método sofisticado de analise celular (imunofenotipagem por citometria de fluxo).

Em qualquer etapa do estudo, vocé podera receber toda informagao necessaria quanto ao
andamento do estudo ou qualquer duvida que possa aparecer com a biomédica Miriam
Cristina Rodrigues Barbosa na Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Universidade
Federal de Sao Paulo - UNIFESP, localizada a Rua Dr. Diogo de Faria, 824, 3° andar - Sao
Paulo-SP. Fone: (11)5576-4240. Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu,
572 — 1° andar — c¢j 14, 5571-1062, Telefone 5571-1062 — E-mail: cepunifesp@epm.br

As informagbes obtidas serdo analisadas sem a divulgagao da identificagao dos doadores.

Né&o ha despesas pessoais para participagcdo em qualquer fase do estudo. Também néo ha
compensacgao financeira relacionada a sua participacao.


mailto:cepunifesp@epm.br

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste
estudo, desde que comprovado, vocé tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem
como as indenizacbes legalmente estabelecidas.

Os resultados obtidos serao utilizados apenas nesta pesquisa. O sangue colhido podera ser
guardado para analises posteriores, desde que essa analise seja permitida pelo Conselho
de Etica em Pesquisa (CEP).

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes contidas na carta
informativa que li ou que leram para mim, referentes ao trabalho “Estudo das subpopulag¢des
de células dendriticas e linfocitos natural killer em sangue de corddo umbilical e placentario”.
Ficaram claros para mim os propdsitos do trabalho, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, e a garantia de acesso ao tratamento necessario nesta
instituicdo. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, podendo retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

RG Data:

/ /
Assinatura do Participante

RG Data:

/ /
Assinatura da Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagdo nesse estudo.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Sao Paulo, SP Data: / /




Solicitagao de dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido do
Hospital Sirio Libanés

HOSPITAL SIRIO-LIBANES

Sé&o Paulo, 05 de novembro de 2014.

llmo Sr. Coordenador
Dr. Alvaro Sadek Sarkis
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sirio Libanés

Protocolo: MCRB329
Pesquisador: Celso Arrais Rodrigues da Silva
Assunto: Solicitacdo de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Eu, Celso Arrais Rodrigues da Silva, Pesquisador responsavel pelo Projeto de Pesquisa:
“ESTUDO DAS SUBPOPULAGOES DE CELULAS DENDRITICAS E LINFOCITOS NATURAL
KILLER EM SANGUE DE CORDAO UMBILICAL E PLACENTARIO” a ser conduzido no Hospital
Sirio Libanés, por este termo, solicito ao Comité de Etica desta instituicdo a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, pois ao doarem o sangue de corddo do recém-nascido para o
Banco de Sangue de Cordo Umbilical e Placentério as maes assinam um termo de consentimento
livre e esclarecido que inclui autorizagéo para utilizagdo do sangue doado em projetos de pesquisa
aprovados pelo comité de ética do hospital ou maternidade vinculado ao Banco de Sangue de
Corao Umbilical e Placentério.

Comprometo-me a preservar a privacidade dos sujeitos de pesquisa, garantindo que os
dados coletados serao utilizados Unica e exclusivamente para a execugdo do projeto em questdo, e
que as informagdes divulgadas, de maneira nenhuma identifiquem o sujeito de pesquisa.

Esperamos ter atendido satisfatoriamente as exigéncias desse Comité, aguardamos retorno.

Atenciosamente,

Celso Arrais Rodrigues da Silva

=

7 e £
L "’//;'“\_

Pesquisador Principal

Rua Dona Adma Jafet, 91 Bela Vista - CEP 01308-000 S&do Paulo/SP
www.hospitalsiriolibanes.org.br
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