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Introducio

A quantificagcdo das células CD34+ em sangue periférico é utilizada para
determinar o melhor momento de iniciar a aférese, enquanto que na leucoaférese
e no sangue de corddo umbilical determinam a quantidade de células CD34+
para o transplante de células progenitoras. O objetivo deste trabalbo foi comparar
trés diferentes metodologias de quantificagdo de células CD34+. Foram utilizados
trés diferentes tipos de amostras: a) 32 amostras de sangue periférico, coletadas
de pacientes estimulados com G-CSF 50 ug/Kg/dose total, sem quimioterapia na
mobilizagcdo. b) 31 amostras de produto de aférese de pacientes estimulados
com o mesmo protocolo de G-CSF. ¢) 20 amostras de sangue de corddo coletadas
em CPDA-1, por puncdo de veia umbilical. As amostras permaneceram d
temperatura ambiente no mdximo até 24h da andlise. O citémetro de fluxo
utilizado foi o Epics XL-MCL (Coulter) com os protocolos de dupla plataforma:
ISHAGE e Mulhouse modificado para andlise de maior numero de eventos, e o
citbmetro Imagn 2000 (Biometric Imaging) de plataforma tinica, conforme
técnicas recomendadas. Os anticorpos monoclonais utilizados foram: CD45-
FITC, CD34-PE, e isotipo IgG1-PE da Immunotech. As andlises estatisticas foram:
ANOVA e correlagdo de teste t de Student. Os resultados ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas nos trés métodos.
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obtengao de células tronco periféricas vao desde a
coleta de medula 6ssea de doadores; coleta por

As células marcadas com anticorpo
monoclonal CD34 representam as células
hematopoéticas tronco (stem cell). Sua
concentra¢io no sangue periférico determinada por
Citémetro de Fluxo ou Citdmetro de volume fixo
oscila entre 0,01 a 0,05% (1); a concentracao na
medula 6ssea é de <1% das células mononucleares
normais (2) e no sangue de cordio umbilical varia
de 0,33 a 1,98% (3, 4, 5).

E reconhecido que estas células tronco
infundidas em um individuo apds a quimioterapia
e/ou radioterapia ablativas da medula 6ssea,
instalam-se na medula Gssea, sendo responsaveis
pela regeneracio hematopoética. Os métodos para
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leucoaférese do paciente ou doador apos
mobilizacao com estimulo com fator de crescimento
(G-CSF) associado ou niao a quimioterapia prévia
em casos de pacientes, até a utilizacio de sangue
de cordao umbilical. Experimentalmente métodos
de concentracio e de expansao in vitro vém sendo
desenvolvidos.

As concentracoes obtidas nas leucoaféreses
apresentam correlacio direta com a quantificacio
do CD 34 no sangue periférico (6, 7, 8, 9, 10), mas
os resultados finais obtidos do produto total das
leucoaféreses por paciente sio extremamente
variaveis, como demonstrado na publicacao do
Centro Médico da Universidade de Chicago (6).
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Nessa andlise de 514 produtos de aférese
preparados de 100 pacientes, a concentracao final
obtida varia de 0,04 a 58,08 células CD34+ x 10
por quilo de peso com uma média de 1,87.

A quantidade de células CD34 positivas
infundidas para fins de recuperacao da
hematopoese tem sido relacionada a viabilidade
do procedimento e a velocidade de recuperacio
hematopoética (11). A quantidade minima
recomendada por varios servicos € de 2 x 10
células/Kg de peso do receptor, porém existem
grandes diferencas na literatura que vao desde 1 a
2,5(12, 13, 14) e nao tem sido possivel demonstrar
estatisticamente a correlacio numérica entre o
nimero de células infundidas e o nimero de dias
para recuperacao de parimetros hematologicos
especificos. Este fato tem sido atribuido a
heterogeneidade dos métodos de quantificacio de
células CD34 positivas e a variabilidade da prépria
metodologia (15, 16).

O objetivo deste trabalho € comparar trés
diferentes metodologias de quantificacao de células
CD34+ em diferentes materiais bioldgicos,
analisando as diferencas entre os resultados obtidos
e sua aplicacio nos processos de recuperacio da
medula 6ssea por infusao de células progenitoras
hematopoéticas.

Casuistica e Método

As amostras testadas foram obtidas no Banco
de Sangue do Hospital Albert Einstein de Sao
Paulo, de pacientes submetidos a quimioterapia e
ou radioterapia ablativas em procedimentos de
recuperacio hematopoética. Foram observadas 32
amostras de sangue periférico, colhidas em EDTA,
de pacientes estimulados com G-CSF na dose de
50 mcg/Kg, sem quimioterapia prévia; 31 amostras
de leucoaférese colhidas em ACD apés
processamento do volume médio de 10 litros de
sangue 2a velocidade de 40 a 80 ml/min na
Processadora CS 3000 (Baxter) e 20 amostras de
sangue de cordao umbilical colhidos em CPDA-1
e analisados antes de seu congelamento. Os
produtos de aférese, devido ao alto nimero de
leucocitos, foram diluidos para obter
aproximadamente 100 x 10° leucécitos/dl com
tampao de PBS com 1% de albumina bovina.
Todos os materiais foram mantidos a temperatura
ambiente e analisados para determinacio de
células CD34 positivas nas trés metodologias antes
de 24 horas de suas obtencoes.

Os métodos utilizados na contagem de células
CD34+ foram a citometria de fluxo em citdmetro
EPICS XL (Coulter) seguindo dois diferentes
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protocolos (ISHAGE e Mulhouse Mod. por
Salamanca) e o citdbmetro de volume fixo Imagn
2000 (Biometric Imaging). Para a citometria de fluxo
os materiais foram submetidos 2 hemdlise e fixacao
pela metodologia da Coulter Q-Prep, de acordo
com as recomendacoes do fabricante. A
concentracao absoluta de leucécitos de cada
material foi obtida em outra plataforma, Coulter T-
890. Os protocolos das estratégias de quantificacao
do percentual de células CD34 positivas no
citometro de fluxo adotados foram segundo as
descritas por Sutherland — ISHAGE (17) e o
protocolo de Mulhouse modificado pelo aumento
do ndmero de eventos analisados (18, 19).

As determinacdes no citdbmetro de volume fixo
Imagn 2000 foram realizadas em plataforma Unica,
obtendo-se diretamente o numero absoluto de
células CD34 positivas utilizando os reagentes e
método do fabricante (20).

Os anticorpos monoclonais utilizados foram
fornecidos pela Immunotech: CD45, clone J33-FITC;
CD34, clone 581-PE com controle isotipo IgG1-PE
de camundongo.

Os métodos de determinacio de CD34 em
citometria de fluxo por ambos os protocolos vém
sendo utilizados em nosso Laboratério ha mais de
quatro anos com coeficiente de variacao
determinado em duplicatas no sistema de controle
de qualidade interno inferior a 15% e nos dois
ultimos anos nossos resultados tém sido aferidos
pela participagao no sistema de controle de
qualidade externo (UK NEQAS - United Kingdom)
com resultados dentro dos limites aceitos, ou seja,
inferiores a 25% de variacido interlaboratorial (21).

Os resultados foram analisados através de
analise estatistica informatizada utilizando o teste T
de Student para os dados paramétricos, € o de Mann
Whitney para os nao paramétricos.

Resultados

Visando a avaliacao intrinseca das
metodologias foram realizadas 10 determinacoes
em uma amostra de sangue periférico para cada
um dos métodos e os resultados obtidos estao
descritos na Tabela 1.

Os resultados nas 32 amostras de Sangue
Periférico colhidos apds mobilizacao com G-CSF
estao descritos na Tabela 2.

Os resultados nas 31 amostras de Produto de
Aférese, colhidos apds mobilizacio com G-CSF
estdo descritos na Tabela 3.

Os resultados nas 20 amostras de Sangue de
Cordao Umbilical estiao descritos na Tabela 4.
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Tabela 1. Avaliacdo de precisdo das metodologias

Sangue Periférico Média CD34(+) Coeficiente de
células/mm Variacao

Amostra 1 35 11%

Método: Imagn

Amostra 2 26 11%

Método: Salamanca

Amostra 3 15 15%

Método: ISHAGE

Tabela 2. Concentragdo absoluta de células CD34+ em amostras de sangue periférico pelos trés

metodos de andlise

Identificacio P. Mulhouse mod. Prot. ISHAGE Imagn 2000
Pac./n° Afererese células/mm’ células/mm’ células/mm’
ARCM.1 15 5 9
ARCM.2 16 16 13
MLB 14 11 15
FIT 34 21 23
SDCM 13 5 13
MGC.1 2 0 7
MGC.2 7 0 6
MGC.3 4 2 6
MGC.4 36 20 30
MGC.5 21 21 13
AGF.1 4 5 7
AGF.2 17 2 16
AGF.3 3 0 8
EB.1 5 0 9
EB.2 4 0 5
EB.3 5 0 5
LS.1 3 3 3
LS.2 18 3 20
LS.3 26 16 17
SSP 65 63 59
CS 172 262 116
ND.1 21 12 18
ND.2 19 16 22
ND.3 30 26 31
IBS 48 30 45
LCR 14 9 18
RM.1 2 3 7
RM.2 163 168 128
RM.3 157 156 139
AJB.1 1 3 9
AJB.2 1 7 17
AJB.3 4 0 12
Média 29,5 27,6 26,4
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Tabela 3. Concentragdo absoluta de células CD34+ em amostras de produto de aférese pelos trés
métodos de andlise

Identificacio P. Molhouse mod. Prot. ISHAGE Imagn 2000
Pac. / n°® Aférese células/mm’ células/mm’ células/mm’
AK 13276 10962 14360
MSGC.1 980 588 1344
AGF.1 612 119 485
MSGC.2 169 176 120
AGF.2 70 70 97
AGF.3 13 11 28
EB.1 26 1 30
EB.2 59 81 33
LBS.1 903 780 876
LBS.2 655 917 792
LBS.3 1658 608 1356
SSP.1 2566 2068 1792
SSP.2 2700 5556 5256
LBS.4 584 716 584
LBS.5 875 554 722
SSP.3 4503 3591 5170
JIJ 1862 1280 1862
Iw.1 1827 1512 1796
IW.2 1942 1145 1539
JRPJ 1006 1243 1398
MNGA.1 771 038 830
MNGA.2 878 745 1000
MNGA.3 1040 885 1010
MLCSC 66 52 62
AVP.1 72 72 64
AVP.2 148 36 74
IBS.1 4640 4355 4760
IBS.2 1940 1777 1558
GG.1 4019 4111 4104
GG.2 4973 5023 5268
AK 13276 10962 14360
Média 2197,1 1955,9 2346,1
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Tabela 4. Concentracdo absoluta de células CD34+ em amostras de sangue de corddo umbilical
pelos trés métodos de andlise

Identificaciio P. Mulhouse mod. Prot. ISHAGE Imagn 2000
Pac. / n°® Aférese células/mm’ células/mm’ células/mm’
SCU 11 45 81 72
PC 3 16 24 25
R.T. 93 92 84
PC 5 27 31 60
PC6 14 17 21
PC 7 43 49 53
PC 8 19 18 27
PC9 48 53 50
PC 10 40 45 47
PC 11 62 66 57
PC 12 50 43 45
PC 13 16 20 27
PC 14 58 54 52
PC 15 16 25 23
PC 16 44 26 40
PC 17 44 40 45
PC 18 28 31 57
GUCR 28 23 26
PC 24 35 24 49
PC 25 26 14 26
Média 37,6 38.8 443

Analise dos Resultados

A aplicacdo do teste T de Student e de
Mann Withney para analisar as diferencas entre

evidenciaram diferencas significativas (p<0,05).
A correlagio entre os métodos esta representada

os trés métodos nos trés tipos de materiais nao na Tabela 5.
Tabela 5. Diferencas entre os métodos realizados
Coeficiente de Correlacao Sangue Produto Cordao
Periférico de Aférese Umbilical
n = 32 n =31 n =20
P. Mulhouse mod. x Prot. ISHAGE R’: 0,93 0,95 0,86
Prot. ISHAGE x Imagn 2000 R’: 0,96 0,98 0,80
P. Mulhouse mod. x Imagn 2000 R 0,91 0,98 0,86
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Discussao
Precisdo das Metodologias

A precisio da metodologia em uso no
Laboratério do HIAE tem oscilado entre 10 a 15%,
de maneira similar 2 literatura quando analisada
a variabilidade intralaboratorial (6, 16). Essa
precisio foi similar na avaliacio realizada para
este trabalho nas trés metodologias adotadas. A
grande variabilidade interlaboratorial decorrente
da auséncia de padronizacao metodologica para
a determinacio de CD34; da variabilidade de
classes de anticorpos monoclonais disponiveis
(25, 26) e por inimeros outros fatores
interferentes tem sido muito ampla. Nos primeiros
levantamentos do UK NEQAS — United Kingdom,
a variacao ultrapassa 100% e com a evoluc¢ao na
padronizacdo técnica, hoje ja € inferior a 25%
para os participantes deste sistema (21).
Certamente a ado¢cio de maiores padronizacoes
metodologicas como as propostas do ISHAGE e
outras (17, 27), a disponibilidade de programas
de proficiéncia interlaboratorial (UK NEQAS e
outros) possibilitam uma reduc¢io ainda maior
dessa variabilidade, mas que dificilmente sera
inferior aos 10% obteniveis atualmente em
laboratérios Ginicos. Essa limitacao é inerente a
metodologia de quantificar eventos raros, como
discutido na bibliografia (19, 28) e dificilmente
serd superada, como ainda niao o foi para a
propria quantificacio de leucocitos totais, mesmo
nos contadores automatizados mais modernos.

Comparagdo das Metodologias

Nossos dados demonstram niao existir
diferengas estatisticamente significantes entre os
trés métodos analiticos estudados para a
quantificacao de células CD34+ em amostras de
sangue periférico; concentrados de leucoaféreses
e sangue de cordao umbilical. A correlacio entre
os trés métodos esta dentro dos limites aceitaveis,
validando as trés metodologias para essa
quantificacio nesses diferentes tipos de amostra.

No entanto, a observacao dos resultados,
amostra a amostra, revela diferencas maiores
de 100% entre as metodologias de forma
aleatdria entre elas a cada amostra divergente,

afastando um erro sistematico (de método,
equipamento ou calibracio). Essas diferencas
isoladas podem ser explicadas pela
heterogeneidade do material, interferéncias
proprias de uma amostra em um método e
limitagdes da propria metodologia representada
pelo seu coeficiente de variacio.

As diversas recomendacodes tém sido
investigadas e publicadas como: isolamento de
leucocitos pela lise de eritrocitos (22),
discriminaciao de células viaveis (23); o uso de
anticorpo monoclonal CD34 classe III com
afinidade a todas as variantes glicosiladas da
molécula, assim como o uso do fluorocromo
ficoeritrina (PE) com possibilidade de
discriminacao maior da autofluorescéncia na
amostra, seu maior tamanho de molécula com
menor afinidade inespecifica aos receptores Fc
e as células mortas (15, 25, 26, 29, 30); a
utilizacio de CD45 como forma de excluir
residuos eritrocitarios, plaquetas e seus
agregados (17), mas com limitacdes ao excluir
algumas células CD34+, mas CD45-, possiveis
ap6s processo de quimioterapia anterior,
dependendo de algumas variantes glicosiladas
do CD45. Tem também sido citado na literatura
que nos casos de quantificacao de CD34+ em
sangue de cordio umbilical e outros materiais
ricos em células CD34+ € conveniente a captacio
(gate) sequencial (15) e o uso de controle isotipo
(11, 18) do mesmo fabricante para manter a
relacio fluorocromo/proteina (16).

Os novos métodos que tém sido
desenvolvidos procuram numa mesma analise
obter a quantificacao absoluta de células CD34,
evitando o uso de duas determinacdes (relativa
e absoluta) envolvendo dois equipamentos
(plataforma dupla) que aumentam teoricamente
a variabilidade final do método. Entre esses
métodos destacam-se o Imagn 2000 e os
desenvolvidos para a citometria de fluxo,
Procount (Becton Dickinson) e Stem Kit
(Coulter-Immunotech) que pela adi¢io de beads
fluorescentes permitem a quantificacio em
concentra¢cdo absoluta das células CD34
positivas. Pelo menos um deles, que testamos
nesse trabalho, apesar da simplicidade
operacional, nio demonstrou vantagens
significantes na precisio metodologica.
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Efeito da Precisdo Metodologica na aplicacdo
clinica da quantificacdo de células CD34+

O coeficiente de variacio minimo de 10
a 15% das metodologias de quantificacio de
células CD34+ e as variacOes aleatdrias intra
e interlaboratoriais de até 100% refletem-se
na utilizacao dessa metodologia para a
avaliacao de viabilidade de um material
coletado por aférese ou de sangue de cordao
para a realizacio do procedimento de
recuperacao da hematopoese apo6s ablacio
terapéutica da medula 6ssea (34). Também
influencia significativamente as andlises de
tempo de recuperacio e incidéncia de GVHD
selecionados ao numero e tipos de células
CD34+ infundidas.

Tomando-se como exemplos as diferencas
obtidas nos casos SSP.2 e LBS.3 para as trés
metodologias, estabeleceu-se como volume final
padrio do produto da aférese 60 ml e o peso
do paciente receptor de 70 kg, teremos os
seguintes resultados expressos em células por
quilo de peso do receptor (tabela 6).

Tabela 6. Diferencas entre dois casos segundo
as metodologias

CASO | ISHAGE Mulhouse mod. | Imagn 2000
células células células
cD34x10° | CD34x10’ CD34x10’

SSP.2 47 23 45

LBS.2 05 14 11

Essa variabilidade esta representada nas
indicacdes dos diversos servicos e na
literatura (10, 31, 32, 33), que colocam os
valores minimos desde 0,2 até 2,0 células
CD34+ x 10° por quilo e admitem como
valor ideal 1,0 ate 2,0. Esses fatos dificultam
a decisdo caso a caso, quando se deve ou
ndo realizar o procedimento diante do
nimero de cé¢lulas disponiveis, quantas
plasmaféreses realizar a mais para obter um
numero “ideal” com significante aumento
de custo e todas as avaliacdoes de
relacionamento matemadtico entre nimero de
células com o tempo para recuperacio de
indicadores hematolégicos, que tem reflexo

direto na incidéncia de complica¢cdes, tempo
e consequentemente com o custo da
hospitalizacao desse tipo de paciente.

Conclusio

Foram quantificadas células CD34+ em
sangue periférico apos estimulo com G-CSF,
concentrados de aféreses e sangue de
cordio umbilical pelos métodos de
citometria de fluxo, usando o protocolo
ISHAGE, protocolo Mulhouse modificado e
pelo citdmetro de volume fixo e plataforma
unica Imagn 2000.

Os resultados nido apresentaram
diferencas analiticas estatisticamente
significantes e os coeficientes de correlacao
foram para sangue periférico, produto de
aférese e cordao umbilical respectivamente
nos protocolos ISHAGE x Mulhouse
modificado de 0,93, 0,95 e 0.86; no
protocolo ISHAGE x Imagn, respectivamente
de 0,96, 0,98 e 0,86 e finalmente no
protocolo Mulhouse modificado x Imagn
respectivamente de 0,91, 0,98 e 0,86. A
precisao encontrada, dos métodos utilizados
variou de 11% a 15% e os programas de
proficiéncia tém demonstrado a reducio
progressiva da variacao interlaboratorial de
mais de 100% para 25%. As variacdes do
método, as interlaboratoriais e as aleatérias,
trazem reflexo na utilizacao clinica da
quantificacao de células CD34 seja na
adocao de um valor minimo para a
realizacao dos procedimentos de
recuperacao da hematopoese apods
terapéutica ablativa da medula 6ssea, como
também na monitorizacao dos resultados
desse procedimento.

As metodologias analisadas siao similares
entre si para a quantificacao de células tronco
em sangue periférico apos estimulacio com
G-CSF; concentrados obtidos por aféreses e
sangue de cordio umbilical.

A variacao analitica tem coeficiente de
variacao superior a 10% e variacoes
aleatoérias intra e interlaboratoriais de até
100% que se refletem no uso clinico dessa
metodologia.
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Abstract

CD34+ cell quantification in peripheral blood
is useful to determinate the best moment to
begin apheresis while, when applied in
leukapberesis products and umbilical cord
blood it is important to establish the total
number of CD34+ in stem cell transplantation.
We aimed at comparing three different
methodologies of CD34+ cell quantification.
Three different blood products were analyzed:
a) peripheral blood samples from 32 patients
collected using EDTA, mobilized without
previous chemotherapy and with G-CSF 50
mcg/Kg/total. b) 31 leukapheresis samples
obtained using a CS 3000 (Baxter) cell
separator. ¢) 20 cord blood samples collected
using umbilical venipuncture. All samples
were maintained at room temperature and
analyzed until 24h after collection by three
different methods: double platform protocols
ISHAGE, a Mulhouse modified (for analysis of
a higher number of events) applied in a Epics
XL flow cytometer (Coulter) and a single
platform for a fixed volume cytometer IMAGN
2000 (Biometric Imaging) according to
manufacturer instructions. Monoclonal
antibodies used were: CD 45-FITC, CD 34-PE
and IgG1-PE isotype control (Immunotech,
Marseille, FR). Statistical analysis was made
using ANOVA and T Student test. Results
showed no statistical differences (p< 0.05)
among the three methods used to quantify
CD34+ cells from any sample source.
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Key words: Flow cytometry, volume fixed
cytometry, CD34+ quantification, double
platform, single platform
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