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Resumo

Introdugdo: A enxertia medular apds o transplante de células-tronco hematopoiéticas
requer monitoramento preciso para otimizar o suporte transfusional. Este estudo
investigou o potencial de novos parametros hematoldgicos, como IPF%, A-IPF e IRF,
como biomarcadores da recuperacgao plaquetaria e da necessidade transfusional nesses
pacientes. Objetivo: Avaliar o uso de IPF%, A-IPF e IRF como biomarcadores de
enxertia medular pés-transplante de células-tronco hematopoiéticas e seu potencial para
reduzir transfusdes profilaticas de plaquetas durante o tratamento. Métodos: Foram
analisados 60 receptores de transplante de células-tronco hematopoiéticas (média de
idade de 50 anos), estabelecendo-se intervalos de referéncia especificos por sexo para
IPF, A-IPF e IRF. A capacidade preditiva para recuperagao plaquetaria e necessidade
transfusional foi avaliada por meio de analise ROC, regresséo logistica, modelo de riscos
competitivos de Fine e Gray, regressdo de Cox e modelagem binomial negativa.
Resultados: Apenas o A-IPF apresentou diferenga significativa entre os grupos. Um
ponto de corte de A-IPF >1.450 previu recuperacado plaquetaria em até 2 dias, com
sensibilidade de 82,1% e especificidade de 80%. A regressao logistica demonstrou
aumento de 2,3 vezes na chance de enxertia a cada incremento de 1.000 unidades no
A-IPF, e a andlise de Fine e Gray confirmou maior incidéncia cumulativa nos estratos
intermediario e alto de A-IPF (sHR 2,71 e 3,58; p<0,001). Todos os pacientes
necessitaram de transfusdes (149 eventos). A regresséo de Cox identificou o A-IPF como
fator de risco independente (HR 1,0001; p=0,027), enquanto a contagem plaquetaria
mostrou efeito protetor (HR 0,959; p<0,001). A modelagem binomial negativa
demonstrou que maiores médias semanais de A-IPF estdo associadas a menor numero
de transfusdes. Conclusao: O A-IPF constitui um biomarcador robusto para a
recuperacao plaquetaria precoce e um preditor da necessidade de transfusbes de

plaquetas em pacientes submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Descritores: Contagem de plaquetas; Contagem de reticuldcitos; Transplante de

células-tronco hematopoéticas; Contagem de células sanguineas
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1 INTRODUGAO

1.1 Hemograma e seus parametros

O hemograma é a analise multiparamétrica das células do sangue e
pode ser utilizado no diagndstico e prevengdo de doengas, como doengas
cardiovasculares,!) leucemias, mielodisplasias e doencas linfoproliferativas,® infecgdes
bacterianas,® anemias,® entre outras. As metodologias de contagem e analises de
células do sangue evoluiram muito desde o primeiro equipamento automatizado criado
por Coulter na década de 1950.%) Recentemente, novos parametros disponiveis nos
contadores de células automatizados vém sendo estudados para o uso clinico. Um
exemplo da utilizagdo de novos analitos para o hemograma € o uso do parametro
reticulocyte hemoglobin equivalent (Ret-HE) para o acompanhamento de pacientes com
anemia ferropriva.®) O paradmetro immature platelet fraction (IPF) tem mostrado
resultados promissores para o uso deste como uma ferramenta para auxiliar o corpo
clinico na avaliagdo de pacientes com doencas coronarianas, em pré-eclampsia e
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH).() A determinagio de enxertia
plaquetaria e neutrofilica pds-TCTH, atualmente, é realizada utilizando apenas as
contagens totais de plaquetas e leucdcitos do paciente, que podem sofrer interferéncia
devido transfusdes de concentrados de plaquetas e hemacias. A validacado destes novos
parametros como biomarcadores € uma alternativa simples, rapida e barata que pode
possibilitar o desenvolvimento de novos protocolos, que visam aumentar a qualidade e
confiabilidade da determinagcdo de enxertia plaquetaria e medular de pacientes
submetidos a TCTH.

A analise do hemograma é dividida em trés partes principais,
eritrograma, leucograma e contagem de plaquetas. Abaixo, segue um comparativo das
metodologias manuais e automatizadas de cada segmento do hemograma, abordando

suas vantagens e desvantagens.



1.1.1 Analise manual do hemograma

1.1.1.1 Eritrograma

Segundo o Manual of basic techniques for a health laboratory (2a
edigdo) da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)® o eritrograma se divide em trés
partes:

e Contagem de eritrocitos;

e Determinagao de concentracdo de hemoglobina;

e indices hematimétricos.

A metodologia de contagem de eritrocitos a partir de camaras de
microscopia (Neubauer), porém, possui baixa acuracia.

O hematécrito é feito a partir da centrifugagcdo do sangue total em
microtubos, a partir do sangue centrifugado realiza-se estimativa da porcentagem de

células no volume total do sangue em um cartdo com uma microescala (Figura 1).
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Fonte: World Health Organization (WHO). Manual of basic techniques
for a health laboratory. 2nd ed. Geneva: WHO; 2003
[cited 2025 Ago 31]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/9241545305. Fig. 9.35
Measuring the erythrocyte volume fraction using the micro scale; p.
283.®

Figura 1. Mensuracao do hematdcrito usando uma microescala


https://www.who.int/publications/i/item/9241545305

A determinacéo da concentragdo de hemoglobina é utilizada usando
um espectrofotdmetro, a concentragdo de hemoglobina é diretamente proporcional a
absorbancia de luz com filtro de 580 nanémetros, e os valores s&o obtidos segundo uma

curva de calibragdo (Figura 2).
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Fonte: World Health Organization (WHO). Manual of basic techniques
for a health laboratory. 2nd ed. Geneva: WHO; 2003
[cited 2025 Ago 31]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/9241545305. Fig. 9.26
Calibration carve for determining haemoglobin concentration; p. 278.(®)
Figura 2. Curva de calibragéo para determinagédo de concentragcéo de

hemoglobina

Os outros indices hematimétricos (VCH, HCM e CHCM) sao

calculados a partir dos valores obtidos nos testes supracitados.

1.1.1.2 Leucograma

1.1.1.2.1 Contagem global de leucécitos

Segundo o Manual of basic techniques for a health laboratory® o
procedimento para a realizagdo de uma contagem global de leucdcitos manual é feito da
seguinte forma: sangue € diluido em um fluido de diluigcdo (Turk) para leucécitos que
hemolisa os eritrécitos, mas mantém os leucdcitos intactos. Os leucocitos sdo entéo

contados em uma camara de contagem (Neubauer vide figuras 3 e 4).


https://www.who.int/publications/i/item/9241545305

Fonte: World Health Organization (WHO). Manual of basic
techniques for a health laboratory. 2nd ed. Geneva: WHO; 2003
[cited 2025 Ago 31]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/9241545305 Fig. 9.40
Neubauer counting chamber; p. 288.®)

Figura 3. Camara de Neubauer

Sob o microscopio o numero de células por litro de sangue é
calculado, seguindo a formula:

e Leucdcitos/L=Leucdcitos contadosx0,05x10°.

i I 1._ 'L. .I . .
LI_ A 1110 418 1488 1001 1110 I | 1

Fonte: World Health Organization (WHO). Manual of basic
techniques for a health laboratory. 2nd ed. Geneva: WHO;
2003 [cited 2025 Ago 31]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/

9241545305. Fig. 9.43 Using the improved Neubauer
ruled chamber; p. 290.6®)

Figura 4. Representacdo da cdmara de Neubauer ao
microscoépio
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1.1.1.2.2 Contagem diferencial de leucécitos

A contagem diferencial manual de leucécitos, considerada padrao-
ouro em casos de alteragdes morfoldgicas, inicia-se com a confecgdo de um esfregaco
sanguineo a partir de sangue ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), corado com
Leishman ou Giemsa. Sob microscopia de imersao (100x), contam-se sistematicamente
100 leucécitos em monocamada, classificando-os em neutrdfilos, linfécitos, mondcitos,
eosindfilos e basofilos. O resultado € expresso em percentagens e contagem absoluta
(células/L).®)

1.1.1.3 Contagem de plaquetas

Segundo estabelecido no Body fluid analysis for cellular composition:
approved guideline® utiliza-se sangue diluido em fluidos isoténicos especificos (como
Rees-Ecker ou Amies) na propor¢ao de 1:100 ou 1:200. A contagem é realizada em
camara de Neubauer, com microscépio em aumento de 40x (condensador abaixado para
contraste), avaliando 5 quadrados grandes (1 central + 4 cantos). O calculo aplica a
férmula:

e Plaquetas/uL=(plaquetas contadasxfator de diluigdox10)/N° de
quadrados.

Assegurando a contagem apenas de plaquetas integras, sem
fragmentos ou aglomerados. Devido a alta variabilidade nos valores obtidos, é
recomendado que contagens manuais de plaquetas se reservem apenas a confirmagodes
de resultados onde ndo se pode avaliar a contagem de plaquetas por metodologia

automatizada e sempre se realizar a contagem manual em duplicata.

1.1.2 Analise automatizada do hemograma

A andlise automatizada do hemograma é feita por duas metodologias,

a impedancia elétrica e citometria de fluxo.



1.1.2.1 Impedancia elétrica

Ag/AgCl = . H_:;E.alt bridge

"

ok,

i,
MaCl solution

Fonte: Chun H, Chung TD, Kim HC. Cytometry and
velocimetry on a microfluidic chip using polyelectrolytic salt
bridges. Anal Chem. 2005;77(8):2490-5. Figure 2. dc
impedance analysis of the microchannel with the PSBEs. dc
bias of 0.4 V was applied between two Ag/AgCl electrodes
that were electrochemically connected to two PSBEs through
an isotonic NaCl solution. The impedance was calculated
from the electric current that was measured under a fixed bias
voltage. The amplified impedance signals were acquired and
stored in a PC for further analysis.(1)

Figura 5. Representacdo da camara de citometria por
impedancia elétrica

A contagem de células por impedancia elétrica foi desenvolvida por
Coulter, com sua patente publicada em 1953.('"Y) Coulter descobriu que as células do
sangue sao maus condutores elétricos comparados a solugdo salina e quando estas
células passam suspensas em meio liquido (salina) por uma abertura ocorre diminuigéo
da corrente elétrica causada por uma impedancia elétrica induzida por particulas, como
representado na figura 5. Este fenbmeno foi batizado de efeito Coulter. A tecnologia
original passou por melhorias ao longo dos anos, mas conservou o principio de
detecgdo.('? A impedancia elétrica gerada é proporcional ao volume de cada célula, e
permite, além de contar, estimar o tamanho das células analisadas, permitindo a

mensuragao direta de volume corpuscular médio.('3)



1.1.2.2 Citometria de fluxo

Os citbmetros de fluxo tradicionais possuem trés sistemas: fluidos,
opticos e eletrénicos. A camara de fluxo e seus sistemas estdo representados na
figura 6, o sistema de fluidos € composto geralmente por uma solugéo salina tamponada,
que é pressurizada para transportar e focar as células no ponto de intercepcéo do laser,

onde a amostra é analisada.

Laser I |
s &
i Ca
Electrode
(a) SFL

Fonte: Zhu J, Clauser S, Freynet N, Bardet V. Automated
detection of dysplasia: data mining from our hematology
analyzers. Diagnostics (Basel). 2022;12(7):1556. Figure 2.
lllustration of the Sysmex technology. (a) The Sysmex-XN
applies fluorescence-flow cytometry on cells to collect
information on internal complexity (side scatter, SSC), nucleic
acid content (fluorescence, SFL) and cell size (forward
scatter, FSC. Created with BioRender.com.('4

Figura 6. Representacio da cAmara de citometria de fluxo do

equipamento Sysmex XN

O sistema 6ptico é formado pelos lasers e pelas lentes Opticas de
coleta (tubos fotomultiplicadores e fotodiodos) que geram os sinais de luz visivel e
fluorescente usados para analisar a amostra. Uma série de filtros dicroicos direciona a



luz fluorescente para detectores especificos.(") Os resultados sdo apresentados em

graficos de dispersao, como por exemplo o da figura 7.

WDF

SFL

i i i i
S5
(o)

Fonte: Zhu J, Clauser S, Freynet N, Bardet V. Automated
detection of dysplasia: data mining from our hematology
analyzers. Diagnostics (Basel). 2022;12(7):1556. Figure 4.
lllustration of typical MDS cases on DxH 800 and Sysmex-XN.
(b) Leukocyte differential plot from Sysmex-XN showing an
increased Ne-WX (427) in this patient with normal neutrophil
count (3.1 x 109/L). This patient had normocytic anemia (Hb 9.7
g/dL, MCV 90 fL) and thrombocytopenia (platelet count: 107 x
109/L), the MDS-CBC score was highly suggestive of MDS
(0.755). This patient was diagnosed with MDS with multilineage
dysplasia; p. 9,10.014

SFL: side fluorescence light, SSC: side scatter. WDF: white cell
differential.

Figura 7. Representacéo de disperséo obtido por citometria de
fluxo

1.1.3 Comparativo de metodologias

Ambas as metodologias continuam sendo utilizadas na pratica clinica,
porém, cada uma com particularidades. Na tabela 1 esta um comparativo entre as

metodologias manuais e automatizada de analise do hemograma.



Tabela 1. Comparativo entre as metodologias automatizadas e manuais, comparando quando s&o
utilizadas e as vantagens e desvantagens de cada uma

Comparativo Técnica manual Técnica automatizada
Método Microscopia 6ptica Citometria de fluxo e/ou impedancia elétrica
Tempo de execugao 10-30 min por amostra Menos de 5 minutos por amostra
Precisao Sujeita a variabilidade interpessoal  Alta reprodutibilidade
Vantagens Avaliagdo morfoldgica detalhada Alta velocidade
principais Detecta células an6malas ou Processamento em larga escala
imaturas Menor custo por amostra
Limitagcbes Demanda tempo e experiéncia Limitagbes na identificacdo de células
Menor padronizagao atipicas
Propensa a erros humanos Pode exigir verificagdo manual

1.2 Parametros de imaturidade celular

1.2.1 Aquisigao de dados

Os contadores XN-1000™ (Sysmex, Japdo) realizam a contagem de
células por citometria de fluxo, identificando as células a partir da dispersao de luz de um
laser, incidido na célula dentro de uma camara de fluxo e utiliza um corante fluorescente,
com afinidade para acidos nucléicos (sulfato de fluoresceina), detectados pelo side
fluorescence light (SFL), sensor localizado na lateral da cdmera de fluxo. O equipamento
conta com mais dois sensores de dispersao de luz, localizados na lateral e de frente ao
feixe de laser, chamados de side scatter (SSC) e forward scatter (FSC), que determinam
o tamanho e o conteudo intracelular, respectivamente.('4)

Para a determinagdo dos parametros IPF e immature reticulocyte
fraction (IRF), as células coradas passam por um feixe de laser de diodo semicondutor
e a luz refratada para frente (volume celular) e a intensidade da fluorescéncia (conteudo
de RNA) sdo medidas, gerando graficos de disperséo optica (fluorescéncia) de plaquetas
com a luz espalhada para frente no eixo y e a fluorescéncia no eixo x,('), representado
nas figuras 8 e 9. Um algoritmo de computador discrimina as plaquetas maduras e as

IPF pela intensidade da luz espalhada para frente e da fluorescéncia.('®)
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Fonte: Sysmex. The optional fluorescence platelet count application ‘PLT-F’.
Germany: Sysmex Europe SE; 2025 [cited 2025 Feb 25]. PLT analysis with
fluorescence flow cytometry. Available from: https://x.gd/Wkev0. XR-Series uses
signals from the scatter of laser light at two angles (FSC and SSC) and
fluorescence signals (SFL). Each detected blood cell has its individual x-, y- and
z-coordinate values representing the FSC, SSC and SFL signal, respectively.
Using advanced algorithms, XR-Series is able to identify and cluster cell types,
especially abnormal cells, by their cell size, internal complexity and DNA/RNA
content. The result of this analysis is reflected in the 3D scattergrams, which can
be rotated in every direction to inspect the cell populations from different angles.('”
Figura 8. Canal PLT-F com distribuicdo normal

FSC

>
SFL

Fonte: Sysmex. The optional reticulocyte application ‘RET. Germany:
Sysmex Europe SE; 2025 [cited 2025 Feb 25]. Blood cell analysis including
reticulocytes with fluorescence flow cytometry. Available from:
https://x.gd/BcCGf. XR-Series uses signals from the scatter of laser light at
two angles (FSC and SSC) and fluorescence signals (SFL). Each detected
blood cell has its individual x-, y- and z-coordinate values representing the
FSC, SSC and SFL signal, respectively. Using advanced algorithms, XR-
Series is able to identify and cluster cell types, especially abnormal cells, by
their size, internal complexity and DNA/RNA content. The result of this
analysis is reflected in the 3D scattergrams, which can be rotated in every
direction to inspect the cell populations from different angles.('®

Figura 9. Canal RET com distribui¢do normal
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As células sao classificadas em populagdes, que sao definidas por um
algoritmo a partir da dispersédo dos pontos em graficos nos canais RET e contagem de
plaquetas fluorescente (PLT-F - platelet fluorescent counting), que utilizam SFL e FSC e
SSC para separar as populagdes de IPF e IRF de plaquetas e hemacias maduras.(?)

1.2.2 Novos parametros e suas aplicagoes

Existe uma gama de diferentes novos parametros disponiveis nos
equipamentos Sysmex XN, que podem contribuir para a validagdo de novos protocolos
de diagnosticos e acompanhamento de diversas condigdes clinicas, como o uso de
Hypo-He para avaliar os niveis de ferro no sangue de doadores,?® detecgdo de
fragmentos de hemacias com o parametro Fragmented Red Cells (FRC%),?") o uso de
Ret-HE para diagndstico de anemia ferropriva,®? optimizagdo do processo de
leucoaferese para transfusdo de CTH CD-34+,(23) dentre outras aplicagdes.

Os novos parametros nao sao exclusividade do fabricante Sysmex.
Outros fabricantes como Vyttra (China), Abbott (Chicago, EUA), Siemens (Alemanha),
Beckman Coulter (Califérnia, EUA) e Horiba Medical (Jap&o) possuem novos parametros
disponiveis para estudo e validagao, sendo que os parametros de imaturidade celular
nestes estudos referidos ndo sédo exclusividade de um unico fabricante, e contagens
feitas a partir da mesma metodologia podem ter nomes diferentes, quando realizadas
por equipamentos de fabricantes diferentes.(®) O desenvolvimento de novos pardmetros
mostra que a tecnologia evoluiu muito desde os primeiros contadores de células
automatizados da década de 1950, que realizavam medigdes por impedancia elétrica,
depois incorporando citometria de fluxo, e agora com advento de algoritmos

sofisticados.®)

1.3 Transplante de células-tronco hematopoiéticas

O TCTH é um procedimento complexo, que inclui desde a coleta de
células-tronco hematopoiéticas (CTH), o regime de condicionamento, a infusdo de CTH
e a subsequente geragdo de um novo sistema hematopoiético e imunoldgico.?4

Diferentes doencas podem ser tratadas por TCTH, sendo a maioria delas, neoplasias
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dos tecidos hematopoiéticos e linfoides. Outras doengas como tumores sodlidos,
sindrome mielodisplasica e anemias também podem ser indicagdes para este
tratamento.(®®

Os estudos em transplante de medula 6ssea (TMO) comegaram no
século XX, com experimentos em animais. Em 1957, foi conduzido o primeiro estudo em
humanos, quando Thomas et al. concluiram que a medula éssea poderia ser coletada
de cadaveres e infundida em receptores por via endovenosa com seguranga.?®) Dois
anos mais tarde, em 1959, o mesmo pesquisador conseguiu realizar o primeiro TMO
sem rejeicao reportado, na tentativa de tratar uma leucemia aguda, uma paciente foi
submetida a doses supra letais de radiacdo e recebeu a medula éssea doada de sua
irma gémea homozigética.?”)

Existem dois tipos de fontes doadoras de CTH para TMO: autélogo e
alogénico. No TMO autélogo, as CTH sao obtidas do proprio paciente; ja no alogénico
se recebe a medula 6ssea de um doador sadio compativel.(?®) Esta compatibilidade se
da pela correspondéncia do antigeno leucocitario humano (HLA - human leukocyte
antigen). O HLA pode ser classificado em classe | (A, B e C), ou classe Il (DRB1, DQB1
e DPB1) e a correspondéncia entre o doador e o receptor pode se dar em baixa, média
e alta resolugdo. O TMO alogénico também é subdividido, segundo o tipo de doador,
podendo este ser: aparentado, ndo-aparentado ou haploidéntico.?%30) As CTH podem
ser obtidas do doador por pungao direta da medula éssea, por sangue periférico (apos
mobilizagdo de CTH), ou a partir de sangue de corddo umbilical.®) O periodo de
condicionamento do TMO é uma parte do processo, que se induz a aplasia medular do
paciente pelo uso de altas doses de radiacdo e quimioterapia no paciente e a
agressividade do periodo de condicionamento € definida pelas comorbidades, idade e
diagndstico do paciente.(®?)

As complicacdes mais comuns relacionadas ao TMO sao a doenca do
enxerto contra o hospedeiro e infecgbes durante o periodo de imunodepress&o.3 As
taxas de mortalidade para pacientes submetidos a TMO alogénico podem chegar a 30%
apos um ano®¥ e diversas comorbidades relacionadas a disfungdes organicas sdo mais
prevalentes em pacientes pos-TMO,®% contudo, a longo prazo, se observa maiores
beneficios que riscos para o TMO em pacientes com neoplasias do tecido
hematopoiético,*®) e ja existem protocolos de tratamentos estabelecidos para as
principais complicagdes decorrentes do tratamento.(37)



13

O procedimento de TCTH é rotineiro em centros de oncohematologia.
Em 2019 alcancou-se a marca de 1.500.000 TCTH realizados em paises da OMS, %) e,
no Brasil, foram realizados mais de 30.000 TCTH entre 2013 e 2023, mostrando-se uma
importante linha de tratamento para o manejo de certas doengas hematoldgicas.®?)

1.4 O hemograma e transplante de células-tronco hematopoiéticas

O diagndstico de leucemias, sejam elas crdnicas ou agudas, € feito
por uma série de exames laboratoriais, que incluem técnicas especializadas em biologia
molecular, citometria de fluxo e citogenética, contudo, o teste padrado de triagem é o
hemograma. Achados como anemia, plaguetopenia, leucocitose e presencga de células
imaturas ou blasto sdo os principais achados que indicam leucemia.“?’ O hemograma
também é utilizado para definir a enxertia da medula 6ssea transplantada. E considerada
enxertia neutrofilica, quando as contagens de neutrofilos em sangue periférico se
mantém >500 x 106/L por mais de trés dias consecutivos') e quando ha contagens de
plaquetas que se mantém >20 x 109/L por sete dias consecutivos, sem a transfusao de
plaquetas, consideramos que houve a enxertia plaquetaria.“?

A técnica utilizada para a contagem de células evoluiu de contagens
manuais ao microscopio, utilizando camaras de contagem, a equipamentos modernos
que utilizam citometria de fluxo, com marcadores fluorescentes para fazer a
diferenciacdo das populagdes celulares.?® Qs contadores automatizados mais
modernos possuem novos parametros, que disponibilizam contagens de populagbes
celulares antes impossiveis de se fazer a microscopia.3) O IPF e IRF s&o contagens de
plaquetas e reticuldcitos com alta concentragao de acido nucléicos em seu citoplasma,
realizadas pelo contador série XN (Sysmex, Japao). ldentificadas com um marcador
fluorescente para acidos nucleicos por citometria de fluxo, essas populagcbes séo
consideradas imaturas e o aumento em suas contagens em sangue periférico pode estar
relacionado a enxertia da medula déssea pdés-TCTH.“* Diversos estudos buscam
diferentes utilidades para estes parametros, como predizer a enxertia plaquetaria antes
das contagens celulares em sangue54®) ou predizer o tempo de internagdo do

paciente.“”)


https://www.sysmex.com/pt-br/lab-solutions/hematology/xn-series

14

1.5 Hipoteses

Dado cenario apresentado, foi postulado que uma vez que o TCTH
passa por um periodo de aplasia medular, a presenca de células imaturas na corrente
sanguinea pode estar relacionada a produgao celular ja realizada pela medula 6ssea
implantada, sendo assim, avaliar biomarcadores que fagam a deteccao destas células
de maneira precoce poderia trazer informagao importantes a respeito do prognéstico do
paciente submetido a TCTH. Uma vez que IPF e IRF sdo metodologias de detecgéo de
células imaturas no sangue periférico, poderiam estes biomarcadores predizer a enxertia

medular de maneira mais eficaz que a contagem global de plaquetas e neutréfilos?

1.6 Objetivos

1. Avaliar o uso dos parametros de imaturidade celular como
biomarcadores de diagndstico e progndstico em pacientes submetidos a transplante de
células-tronco hematopoiéticas;

2. Correlacionar os parametros de imaturidade: fracdo imatura das
plaquetas (immature platelet fraction) e fragdo imatura dos reticulocitos (immature
reticulocyte fraction), com a enxertia medular apos transplante de medula ossea;

3. Estabelecer um valor de corte para os parametros de imaturidade,
que possa predizer a enxertia plaquetaria em 2 ou 5 dias antes da metodologia
atualmente utilizada;

4. Avaliar o uso do immature platelet fraction, para reduzir o numero
de transfusoes plaquetarias profilaticas apds transplante de medula dssea;

5. Avaliar o uso do immature platelet fraction, como preditor do

numero de transfusdes plaquetarias profilaticas apds transplante de medula éssea.
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2 METODOS

2.1 Tipo de estudo

Este € um estudo prospectivo observacional em centro unico.

2.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE), com
o recrutamento de pacientes e coletas de amostras realizadas no setor de
oncohematologia e a analise dos hemogramas e contagem de IPF e IRF realizadas no

laboratdrio clinico do HIAE.

2.3 Populagcao e amostra

No periodo entre 2018 e 2022, 60 pacientes submetidos a TCTH
alogénico foram recrutados para o experimento e mais 70 amostras de doadores
saudaveis para estabelecer-se o intervalo de referéncia da populacao sadia. A selecao
de pacientes para o experimento foi sequencial e todos os participantes assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os pacientes foram separados em
dois grupos n&o pareados, sendo: Grupo 1 os pacientes que atingiram a enxertia
plaquetaria e o Grupo 2 aqueles nao tiveram enxertia medular apés o TCTH.

2.3.1 Divisao da amostra em grupos

A amostra foi dividida em diferentes grupos para que fossem
realizadas as devidas analises, para isso, houve dois tipos diferentes de divisdes de
grupos, sendo a primeira focada na analise do uso de parametros de imaturidade como
biomarcadores de enxertia de medula 6ssea ap6s TCTH e a segunda voltada para o uso
dos parametros de imaturidade como gatilho transfusional de concentrados de plaquetas
em pacientes submetidos a TCTH.
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2.3.1.1 Divisao de grupos para a analise do uso dos parametros de imaturidades

como biomarcadores da enxertia plaquetaria apés TCTH

Para esta analise a amostra foi dividida em dois grupos principais:

e Grupo 1: pacientes submetidos a TCTH que tiveram como desfecho
a enxertia plaquetaria;

e Grupo 2: paciente submetidos a TCTH que tiveram como desfecho

a nao enxertia (morte, ou necessidade de submissdo a um segundo TCTH).

2.3.1.2 Divisao de grupos para a analise do uso dos parametros de imaturidades
como gatilho transfusional para enxertia plaquetaria

A divisdo para esta analise foi diferente, sendo necessaria a
distribuicdo em trés grupos diferentes:

e Grupo Controle: pacientes com contagem de plaquetas >20.000
plaquetas/mL, sem recomendacgao para transfusdes plaquetarias profilaticas.

e Grupo 10-19 A: pacientes com contagens de plaquetas entre
10.000 - 19.999 plaquetas/mL sem indicagao de transfusédo plaquetaria, seguindo as
indicagbes da Association for the Advancement of Blood & Biotherapies (AABB),“8)
excluindo o critério de contagem de plaquetas.

e Grupo 10-19 B: pacientes com contagens de plaquetas entre
10.000 - 19.999 plaquetas/mL com indicagao de transfusédo plaquetaria, seguindo as
indicagbes da AABB®“3),

A comparacgao foi feita com o Grupo Controle e entre os Grupos
AeB.

Para a segunda analise feita no ambito de usar os parametros de
imaturidade celular como biomarcadores de enxertia plaquetaria, uma segunda divisao
de grupos foi estabelecida. Para a proposta do uso da enxertia plaquetaria até uma dia-
alvo (Dx) a divisao da amostra foi feita da seguinte maneira:

e Grupo-AD+x: pacientes que enxertaram até o dia-alvo;

e Grupo-BD+x: pacientes que nao tiveram enxertia ou que enxertaram

apods o dia-alvo estabelecido.
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2.4 Aspectos éticos

Todos os pacientes assinaram o TCLE na presenga de um
profissional do HIAE apto para sanar todas as duvidas que a ele pudessem apresentar,
referentes a participagdo como voluntario no estudo.

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios da Declaracao
de Helsinque, seguindo as Boas Praticas de Laboratério Clinico e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HIAE, CAAE n.° 80893417.7.0000.0071, SGPP
n.° 3107.

2.5 Coleta de dados

Para cada paciente do experimento, foram coletados hemogramas em
todo o periodo de condicionamento e apds o TCTH, até a alta hospitalar. Para os exames
de hemograma foram coletadas amostras de sangue venoso em tubos S-Monovette®
EDTA K3 (Sarstedt, Alemanha). As amostras foram analisadas pelo contador

automatizado Sysmex® XN-1000 em até 2 horas apods a coleta.

2.6 Tipos de dados e analise estatistica

De cada hemograma foram computados os analitos: PLT-F, relative
immature platelet fraction (IPF%), absolute immature platelet fraction (A-IPF) e IRF.
Todos esses analitos apresentam-se como variaveis quantitativas restritas. Os dados
foram armazenados de forma anonimizada no Microsoft Excel e a analise estatistica foi
realizada no IBM SPSS Statistics e no software R (versdo 4.5.1, R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria).

Foi realizado uma validagao dos valores de referéncia estabelecidos
por Ko et al.,9 para isso foi coletada uma amostra de 70 doadores sadios, cada amostra
foi passada em duplicata em dois equipamentos XN-1000, cada doador concedeu
permissao para acesso ao seu prontuario eletrénico para que pudesse ser averiguada a

presenga de alguma informacéo clinica que caracterizasse doenga crbnica ou latente
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(Marcadores inflamatérios: proteina C reativa, VHS, alteracbes em exames de
bioquimica, informacgdes clinicas disponiveis em anotagoes).

Juntamente a validagdo de valores de referéncia, foram realizados
testes de correlacdo de Pearson dos resultados de PLT-F, A-IPF, IPF% e IRF para a
harmonizacao entre os dois equipamentos disponiveis no laboratério. A harmonizacao
entre os equipamentos foi estabelecida com o valor de 0,9 para correlagao de Pearson.

Foi realizada analise descritiva antes de qualquer teste estatistico
para poder se escolher o melhor método de analise para os dados obtidos no estudo. Os
dados de preparados para a analise de cada teste foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk para a deteccdo de normalidade de distribuicdo da amostra e presenca de outliers
(p<0,05).

2.6.1 Analise de interferentes

Para avaliar o impacto dos principais interferentes, transfusdo de
hemocomponentes e inflamacgéo sobre IPF%, A-IPF e IRF considerando a dependéncia
entre medidas repetidas ao longo do tempo em um mesmo paciente, foram ajustados
modelos lineares mistos tendo como desfechos continuos separadamente cada
parametro de imaturidade.

Foram utilizados os dados longitudinais diarios, durante todo o
periodo observado de cada paciente.

Em um primeiro modelo, a variavel de interesse principal foi a
exposicao a transfusao plaquetaria (categorizada como ocorréncia ou nao em cada dia
de seguimento). Além do efeito imediato, foram também avaliados efeitos retardados,
incluindo variaveis defasadas (lag de 1, 2 e 3 dias) para representar a influéncia da
transfusdo ocorrida no dia anterior. A mesma analise foi feita para inflamagdo em um
segundo modelo, mudando apenas a variavel de interesse.

Para acomodar a estrutura de medidas repetidas de A-IPF, IPF% e
IRF, em cada modelo, foram incluidos como covariaveis:

e Transfuséo plaquetaria/ inflamacgao (efeito imediato e, em analises
adicionais, efeito retardado de 1 dia);

e Contagem de plaquetas;

¢ Dia de seguimento (variavel continua representando tempo).
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Os modelos foram ajustados por maxima verossimilhanga restrita
(REML) utilizando a fungao Imer do pacote Ime4 no R (versédo 4.5.1).

Para avaliar o efeito das transfusdes/inflamacgao nos valores obtidos
pelos parametros de imaturidade celular, o nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05) e os resultados foram relatados separadamente para cada biomarcador (IPF %,
A-IPF, IRF), comparando o impacto da transfusdo imediata e retardada.

A avaliagdo da inflamagéao, feita somente nos parametros que nao
sofreram interferéncia significativa de transfusées, foi realizada por meio de um modelo
misto linear que considerava temperatura >38°C e os valores de proteina C reativa
(PCR). Devido PCR ser uma variavel numérica, foi estabelecido um ponto de quebra por
regressao linear segmentada, para analisar quais valores de PCR poderiam vir a
influenciar as contagens de A-IPF.

2.6.2 Analise de predigao de enxertia plaquetaria

2.6.2.1 Predicdo para enxertia independente do dia apdés transplante de

células-tronco hematopoiéticas

Seguindo a subdivisdo de grupos descrita na segédo 2.3.1. Para a
andlise discriminatoria entre os grupos, foi comparado os valores do intervalo
interquartilico de IPF%, A-IPF e IRF do Grupo 1 no dia da enxertia plaquetaria, e 2 € 5
dias antes da enxertia plaquetaria com o intervalo interquartilico dos maiores valores de
cada analito no Grupo 2. O teste de intervalo interquartilico foi escolhido devido a
distribuicdo ndo-gaussiana da amostra, averiguada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
analitos, que apresentarem diferenca entre os intervalos estabelecidos, foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney para o teste de hipétese, sendo utilizado o nivel
de significancia de 5% para a rejeicdo de hipotese nula. Para cada analito que possuir
correlagdo com a enxertia plaquetaria, foi estabelecido um ponto de corte para separar
os pacientes do Grupo 1, dos pacientes do Grupo 2. Para isso utilizou-se o ponto de
melhor performance entre sensibilidade versus especificidade (Youden), a partir de uma

curva receiver operating characteristic curve (ROC).
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A performance do ponto de corte estabelecido foi avaliada por uma
regressao logistica para a avaliagdo da predicdo do teste e a influéncia da enxertia
plaquetaria nos parametros de imaturidade celular.

A probabilidade de ocorréncia da enxertia plaquetaria ao longo do
tempo foi estimada utilizando a funcdo de incidéncia acumulada (CIF). O efeito das
variaveis preditoras sobre a probabilidade cumulativa de enxertia plaquetaria foi avaliado
por meio de modelos de regressao de subdistribuicdo de riscos (modelos de Fine e
Gray), expressando os resultados como subdistribution hazard ratios (SHR) e respectivos
intervalos de confianca de 95% (1C95%).

A discriminacdo do modelo foi avaliada pelo indice de concordancia
adaptado a riscos concorrentes, enquanto a calibragao foi examinada por graficos de
calibracdo e calculo do Brier score para dados com censura.

2.6.2.2 Predicao para enxertia antes da média da amostra

Foi analisada a possibilidade do uso dos marcadores de imaturidade
celular para estabelecer uma predicdo de enxertia medular antes da média na amostra
estudada. Para isso a média do dia da enxertia foi calculada, considerando que as
metodologias utilizadas hoje para considerar-se enxertia medular do paciente levam no
minimo 7 dias de acompanhamento, o primeiro dia a ser analisado foi o D+7. Foram
estabelecidos dias-alvo para a predi¢cao da enxertia a partir do dia médio de enxertia da
amostra, sendo assim, a amostra foi separada por dia estudado em:

Para cada dia analisado, os Grupos A e B foram analisados segundo
o teste de Mann-Whitney para analisar se ha evidéncia de separagao significante da
amostra, as analises que retornaram diferengas significativas foram submetidas a curva
ROC para estabelecer um ponto de corte utilizando o método de Youden. Em seguida,
realizou-se uma regressao logistica binaria para estabelecer se ha associagéo do valor
de IPF com o desfecho e as probabilidades de ocorréncia da enxertia até o dia
estabelecido. Por fim, os riscos e incertezas associados a cada valor determinado foram
analisados por meio da curva de CIF. Assim como na analise anterior, o efeito das
variaveis preditoras sobre a probabilidade cumulativa de enxertia plaquetaria foi avaliado
por meio de modelos de regressdo sHR, modelos de Fine e Gray, expressando os

resultados como sHR e respectivos intervalos de confianca de 95% (IC95%).
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A discriminacdo do modelo foi avaliada pelo indice de concordancia
adaptado a riscos concorrentes, enquanto a calibragao foi examinada por graficos de
calibracdo e calculo do Brier score para dados com censura.

Também foi avaliada a performance de um ponto de corte aplicado a
um intervalo de tempo durante a recuperag¢ao medular do paciente, para isso foi realizado
uma analise comparativa entre os pontos de corte estabelecidos pela comparacao de
curvas ROC pelo método Delong. Os dias escolhidos foram aqueles que obtiveram
melhor performance para predi¢do da enxertia até o dia-alvo. Estabelecida a correlagao
entre o ponto de corte para um intervalo de tempo, foram realizados modelos de sHR,

com resultados expressos em sHR e IC95%.

2.6.3 Avaliacao da reducao de transfusoes plaquetarias profilaticas

Para avaliar a capacidade do A-IPF e IPF% em reduzir transfusdes
plaquetarias profilaticas, os valores hematimétricos foram correlacionados com
marcadores inflamatoérios (febre, proteina C reativa >7mg/L, sangramentos ativos e
plaguetopenia <20.000/pL). A analise seguiu a subdivisdo de grupos descrita na seg¢ao
2.3.1.

Os dados das amostras foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk
para analisar a distribuicdo da amostra e presenca de outliers, depois os grupos foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis entre os trés grupos analisados para a verificagéo
da diferenciag&o de valores estatisticamente significativa entre os Grupos A, B e Grupo
Controle. Os Grupos A e B depois foram submetidos ao teste de Mann-Whitney.

Utilizou-se modelos de regressdao de Cox com covariaveis
dependentes do tempo para avaliar a associagao entre o A-IPF e o risco de transfusao
plaquetaria. Para o modelo de Cox os dados longitudinais foram incorporadas
covariaveis dependentes do tempo. Para cada paciente, criou-se multiplas entradas
representando intervalos de tempo entre medicdes sequenciais, onde as covariaveis
permaneciam constantes. A analise de sensibilidade para determinar pontos de corte
otimos do A-IPF foi realizada utilizando o método de maxima verossimilhanca e a
capacidade discriminatéria do modelo foi avaliada utilizando o indice de concordancia

(estatistica C), testes de razdo de verossimilhanga (Wald e escore).
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Todas as analises foram realizadas utilizando o ambiente R versao
4.3.1, com os pacotes survival, survminer, tidyverse e boot. O nivel de significancia foi

estabelecido em a = 0,05.

2.6.4 Estimativa de quantidade de transfusdes plaquetarias profilaticas até a

enxertia plaquetaria

Também foi avaliada a relagao entre o IPF médio semanal e o numero
de transfusdes plaquetarias necessarias na semana seguinte. Para isso, ajustou-se um
modelo de regressao de contagem do tipo binomial negativa, incluindo efeito aleatério
de paciente para considerar a variabilidade individual. O desfecho do modelo foi o
numero de transfusdes por semana e o preditor foi o IPF médio da semana anterior. As
variaveis continuas foram padronizadas (média e desvio padrdo) para facilitar a
interpretacédo dos coeficientes, e a fungao de ligagéo logaritmica permitiu interpretar os
efeitos como multiplicativos sobre o numero esperado de transfusdes.

Com base nesse modelo, foram calculadas as predi¢gdes do numero
esperado de transfusdes para diferentes valores de IPF médio. Para cada valor previsto,
também foram estimados os intervalos de confianga de 95%, permitindo avaliar a
incerteza das predicdes. Além disso, foi calculado o percentual de redu¢do do numero
esperado de transfusdes em relacdo ao menor valor de IPF avaliado, proporcionando

uma medida quantitativa da relagcéo entre o IPF e a necessidade de transfusao.
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3 RESULTADOS

3.1 Valores de referéncia

A validagao dos valores de referéncia contou com 70 pacientes, sendo

35 do sexo masculino e 35 do sexo feminino.
Estabeleceu-se o IC95% para os trés parametros de imaturidade e

separados por género. Sendo possivel validar os valores de referéncia ja estabelecidos

anteriormente (Tabela 2).49)

Tabela 2. Intervalos de referéncia para os pardmetros de imaturidade celular

Intervalo de referéncia Masculino Feminino
IPF% 1,6 -11,0 1,1-11,0
A-IPF 3.800 — 22.500 2.900 -24.100
IRF 2,4—-14.3 2,0-10,0

IPF%: relative immature platelet fraction, A-IPF: absolute immature platelet fraction;
IRF: relative immature reticulocyte fraction.

3.2 Harmonizagao de equipamentos

Foi estabelecida a correlacao fortissima entre os dois equipamentos

em todos os analitos analisados (Tabela 3 e Figuras 10 a 13).

Tabela 3. Correlacgado entre valores obtidos nos dois equipamentos XN

Parametro Correlagéo R?

PLT F 0,9950 0,9996
IPF % 0,9894 0,9949
IPF # 0,9749 0,9912
IRF % 0,9043 0,9701

PLT F: contagem de plaquetas fluorescente; IPF%: relative immature platelet fraction;
A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: relative immature reticulocyte fraction.
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PLT F: contagem de plaquetas fluorescente.
Figura 10. Grafico de dispersédo entre valores de PLT-F entre os dois
equipamentos XN utilizados no estudo
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IPF%: relative immature platelet fraction.
Figura 11. Grafico de disperséo entre valores de IPF% entre os dois
equipamentos XN utilizados no estudo
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IRF: relative immature reticulocyte fraction.
Figura 12. Grafico de dispersdo entre valores de IRF entre os dois
equipamentos XN utilizados no estudo
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A-IPF: absolute platelet fraction.
Figura 13. Gréfico de dispersao entre valores de A-IPF entre os dois
equipamentos XN utilizados no estudo

3.3 Amostra

Um total de 65 pacientes foram convidados para participar do estudo,
destes, 5 se recusaram a participar do estudo e nao foram relacionados, 60 pacientes
foram recrutados sendo 27 do sexo feminino e 33 do sexo masculino; com idade média

de 49,96 anos (entre 19 e 71 anos), 16 participantes nao tiveram coletas completas de
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hemograma dois dias antes do enxerto de plaquetas. Dos 44 pacientes restantes, 3 nao
tinham dados sobre o IRF dois e cinco dias antes da enxertia de plaquetaria. Foi
observada morte precoce em 1 paciente ao longo do estudo devido a choque
hemorragico, este foi categorizado no Grupo 2 devido a n&o enxertia do paciente.

Para as indicacées de TCTH, foram:

¢ 21 leucemia mieloide aguda;

e 7 sindrome mielodisplasica;

e 5 leucemia mieloide crénica;

¢ 4 mielofibrose;

¢ 4 leucemia linfoblastica aguda — B;

¢ 4 leucemia linfoblastica aguda — T,

e 4 linfoma de células do manto;

¢ 1 neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas;

¢ 1 leucemia linfoide n&o especificada;

¢ 1 leucemia promielocitica aguda;

¢ 1 linfoma de Burkitt;

¢ 1 linfoma de Hodgkin;

¢ 1 linfoma n&o-Hodgkin - células B;

¢ 1 linfoma n&o-Hodgkin células T/NK;

¢ 1 leucemia mielomonocitica cronica;

¢ 1 micose fungoide;

¢ 1 mieloma multiplo;

¢ 1 sarcoma mieloide aleucémico.

3.4 Interferéncia de transfusdes de hemocomponentes nos parametros de

imaturidade

Conforme descrito nas tabelas 4 a 7, os modelos mistos longitudinais
mostraram que ocorre interferéncia de transfusdes plaquetarias nos valores de IPF%,
tendo sua influéncia por até trés dias. Os indices de A-IPF e IRF n&o sofrem alteracdes

significativas apos transfusdes plaquetarias.
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Tabela 4. Resultado de modelo misto para a interferéncia de transfusdes de hemocomponentes nos
parametros A-IPF, IPF% e IRF

Efeito imediato

Variavel Transfusao (coef.) (Erro padrao) Valor-p
IPF% -0,84 (0,36) 0,022
A-IPF -454.,8 (324,8) 0,162
IRF -0,48 (0,80) 0,545

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: immature
reticulocyte fraction.

Tabela 5. Resultado de modelo misto para a interferéncia de transfusdes de hemocomponentes nos
parametros A-IPF, IPF% e IRF no dia seguinte a administracao

Efeito tardio (+1dia)

Variavel Transfusao (coef.) (Erro padrao) Valor-p
IPF% -1,28 (0,36) <0,001
A-IPF -346,4 (303,2) 0,253
IRF -0,50 (0,83) 0,6546

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: immature
reticulocyte fraction.

Tabela 6. Resultado de modelo misto para a interferéncia de transfusdes de hemocomponentes nos
parametros A-IPF, IPF% e IRF dois dias apds a administracdo

Efeito tardio (+2dias)

Variavel Transfusao (coef.) (Erro padrao) Valor-p
IPF% -0,56 (0,34) 0,099
A-IPF -267,7 (252,8) 0,290
IRF 0,13 (1,15) 0,908

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: immature
reticulocyte fraction.

Tabela 7. Resultado de modelo misto para a interferéncia de transfusbes de hemocomponentes nos
parametros A-IPF, IPF% e IRF trés dias apds a administracdo

Efeito tardio (+3dias)

Variavel Transfusao (coef.) (Erro padrao) Valor-p
IPF% -0,401 (0,322) 0,2133
A-IPF -0,40 (0,32) 0,213
IRF 1,6 (1,19 0,181

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: immature
reticulocyte fraction.

Os resultados indicam que ha interferéncia de transfusdes
plaquetarias no parametro IPF% estatisticamente relevante (p<0,05) e que esta
interferéncia pode afetar seus valores por até dois dias, sendo estabilizado a partir do
terceiro dia apds a administragao dos hemocomponentes.

O parametro A-IPF ndo sofreu interferéncia significativa nem

imediatamente e nem nos trés dias consecutivos apods transfusao de plaquetas, e o IRF
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nao sofreu interferéncia estatisticamente relevante apds transfusdo de concentrados de
hemacias.

Devido a prévia interferéncia de transfusées de hemocomponentes
nas contagens de IPF% e IRF, o unico parametro submetido a analise de interferéncia
por inflamagao foi A-IPF, analisado se ha correlagédo entre o valor de PCR (como
marcador inflamatério isolado) e os valores dos parametros estudados. Para isso, foi

feita a analise via modelo misto linear (Tabela 8) e correlagdo de Pearson (r?:-0,2).

Tabela 8. Modelo de efeitos mistos para preditores da contagem absoluta de IPF

Variavel Coeficiente (B) Erro padrao GL Valor-t Valor-p
Intercepto -28,42 239,80 160,2 -0,119 0,906
PCR -0,687 1,084 1063,0 -0,634 0,527

PCR: proteina C reativa; GL: graus de liberdade.

O modelo de regressdao segmentada obteve o ponto de quebra de
PCR>124,3mg/dL.

3.5 Comparacgao entre os grupos

3.5.1 Predicao para enxertia independente do dia apéds transplante de

células-tronco

Para estabelecer os valores de referéncia de cada grupo, foi realizado
o teste de Shapiro-Wilk para a deteccao de outliers. Foi observado a presencga de outliers

para os trés parametros, como representado na tabela 9.

Tabela 9. Analise de distribuicdo da amostra utilizada para a validagdo dos valores de referéncia

Shapiro-Wilk
Parametro Valor-p
IPF% <0,0001
A-IPF 0,0002
IRF 0,0005

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction; IRF: relative immature
reticulocyte fraction.

Para se excluir a interferéncia de outliers (1 paciente com

plaquetopenia ja antes do TCTH e que manteve valores mais baixos de contagens de
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plaquetas e 2 pacientes que tiveram reacgdes inflamatdrias exacerbadas, com valores de
PCR>124,3mg/dL que obtiveram valores muito mais altos de contagem de A-IPF), o teste
estatistico utilizados para estabelecer os valores dos parametros de imaturidade de cada
grupo foi ndo-parametrico, sendo assim, o valor de referéncia de cada analito por grupo
foi estabelecido pelo intervalo interquartilico.

O unico parametro que apresentou diferenga entre os grupos foi o
A-IPF, sendo este submetido ao teste de Mann-Whitney (p=0,011), e foi estabelecido um
cutoff de maior eficiéncia em curva ROC de A-IPF>1450, com sensibilidade de 85,5% e
especificidade de 80% (Figura 13). A andlise grafica mostra significante diferenca entre
o grupo 1 e 2 no dia da enxertia e em dois dias antes da enxertia. Contudo, ndo € possivel
observar a mesma diferenga entre grupos 5 dias antes da enxertia (Figura 14). Ja para
os parametros IPF% e IRF nao foi possivel observar os mesmos resultados (Figura 15).

Curva ROC A-IPF
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Curva ROC para estabelecimento do valor de cutoff de A-IPF
para enxertia plaquetaria. ROC: receiver operating characteristic
curve;

A-IPF: absolute immature platelet fraction. AUC: area under the
curve.

Figura 14. Estabelecimento do valor de cutoff para enxertia
plaquetaria




30

O cutoffde A-IPF>1450 pode predizer a enxertia plaquetaria em 2 dias
com 82,1% de sensibilidade e 80% de especificidade, obtendo uma acuracia de 82,82%
(p=0,02), inicialmente apresentou um 6timo valor preditivo positivo de 97%, porém, um
valor preditivo negativo de 36,4%. Nenhum parametro pode predizer a enxertia

plaquetaria em mais de 2 dias (Tabela 10).

Grupo 1 - Dia da enxertia +—0—“—-H—0..+ ] IP . *—& # ®
Grupo 1- 2 dias para a enxertia |——0——0* | I—-—-——-—-—-—-—+
Grupo 1 -5 dias para a enxertia *—00{:'—————* &
Grupo 2 - Maior valor I:[I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
A-IPF

Cinco e dois dias antes e no dia de enxertia plaquetaria do Grupo 1 contra o maior valor dos parametros
de imaturidade do Grupo 2. A-IPF: absolute immature platelet fraction.
Figura 15. Comparacéo entre grupos
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Valor de IPF% e IRF do Grupo 1, versus o maior valor de IPF% e IRF do Grupo 2. IPF%: relative immature

platelet fraction; IRF: immature reticulocyte fraction.

Figura 16. Comparacéo entre os grupos no dia enxertia plaquetaria



Tabela 10. Comparacgao entre os grupos 5 e 2 dias antes e no dia da enxertia plaquetaria

#dias Intervalo de referéncia Grupo 1 Grupo 2 Valor-p
5 IPF% 2,2-4,65 28-55 0,4630
A-IPF 600 — 2.075 700 —1.700 0,8642

IRF 1,6 — 23,35 0,85 -19,25 0,7816

2 IPF% 2,8 -6,375 28-55 0,9656
A-IPF 1.700 — 4.225 700 -1.700 0,0218

IRF 14,22 — 28,95 0,85 -19,25 0,3328

0 IPF% 29-7,48 28-55 0,8583
A-IPF 1.990 - 4.100 700 - 1.700 0,0110

IRF 11,15-27 0,85 -19,25 0,5098

IPF%: relative immature platelet fraction; A-IPF: absolute immature platelet fraction;

IRF: immature. reticulocyte fraction.

A regressao logistica binaria mostrou associagdo marginalmente

significativa entre A-IPF e a predi¢cao de enxertia plaquetaria em até dois dias (p=0,0576),

a analise das razdes de chance (OR) = 2,32 (IC95% 1,35 — 18,1) mostrou que ha

aumento de 232% de chances de enxertia em até dois dias a cada 1.000 unidades de
A-IPF (Tabela 11).

Tabela 11. Regresséo logistica de A-IPF com o desfecho enxertia em até 2 dias

Variavel B (Estimativa) Erro padrido Valor-z  Valor-p OR (IC95%)
Intercepto -0.2659 10.173 -0,261 0,7938 0,77 (0,09-5,43)
A-IPF 0.0012 0.0007 1.898 0.0576 1,001 (1.000-1.003)

A-IPF: absolute immature platelet fraction.

Utilizando a regressao logistica, foram estabelecidos valores para

risco predito da enxertia plaquetaria em dois dias (Tabela 12):

Tabela 12. Valores de risco predito de enxertia plaquetaria em até 2 dias para

A-IPF

A-IPF Risco predito (%) Erro padrao IC95%
1.000 72,8 0,1117 50,9-94,7
1.500 83,3 0,0741 68,8-97,8
2.000 90,3 0,06 78,6—100

A-IPF: absolute immature platelet fraction.



3.5.2 Predigao para enxertia antes da média da amostra

Foi analisada a possibilidade do uso dos marcadores de imaturidade

celular para estabelecer uma predicdo antes da média da amostra. O dia médio de

enxertia plaquetaria da amostra estudado foi no D+22, e a mediana no D+19.

Durante os dias analisados, houve distingao para os dois parametros

de IPF entre os grupos, sendo assim, todos foram submetidos a curva ROC para se

estabelecer pontos de corte (Tabelas 13 e 14).

Tabela 13. Comparativo longitudinal entre os grupos ao longo dos dias para predi¢ao

de enxertia até o dia +17 A-IPF

Predicdo de enxertia até D+17 A-IPF

Dia Mann-Whitney Cutoff estabelecido AUC VPP VPN
7 p 0,002 250 0,739 69 86,7
8 p 0,1512 550 0,691 60 76,9
9 p<0,001 350 0,846 76,9 93,3
10 p<0,001 1550 0,78 100 56,1
11 p<0,001 1000 0,851 87 85,7
12 p<0,001 750 0,932 93,1 92

A-IPF: absolute immature platelet fraction; IPF%: relative immature platelet fraction;

AUC: area under curve; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

Tabela 14. Comparativo longitudinal entre os grupos ao longo dos dias para predigao

de enxertia até o dia +17 IPF%

Predigédo de enxertia até D+17 IPF%

Dia Mann-Whitney Cutoff estabelecido AUC VPP VPN
7 p 0,002 3,25 0,748 88,9 61,5
8 p 0,01455 3,4 0,693 92,9 54,8
9 p<0,001 2,05 0,809 78,8 76,2
10 p 0,0011 3,25 0,759 93,8 55

11 p<0,001 2,25 0,819 74,1 84,2
12 p<0,001 2,75 0,932 82,8 80

IPF%: relative immature platelet fraction; AUC: area under curve; VPP: valor preditivo

positivo; VPN: valor preditivo negativo.

As analises de AUC pelo método Delong retornaram os resultados

(Tabela 15):
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Tabela 15. Comparagéo entre AUC pelo método Delong
Comparativo de AUC

Comparacgao Valor-p
D+9/D+10 0,581
D+9/D+11 0,433
D+9/D+12 0,223
D+10/D+11 0,187
D+10/D+12 0,085
D+11/D+12 0,626

AUC: area under curve.

As comparagbes mostram que n&o existem diferengas
estatisticamente significativas entre os dias, sendo assim, ndo pode afirmar que um
modelo € melhor que o outro. Considerando os valores preditivos de cada ponto de corte
estabelecido, foi definido o ponto de corte do D+12 (A-IPF>750 VPP: 93,1%; VPN:92%)
para a avaliagao do uso deste ponto de corte no intervalo de dias entre D+9 e D+12.

A validagao foi feita por modelos de incidéncia acumulada e teste de
Fine e Gray para a estratificagdo de risco de enxertia até o D+17 e a analise pelo método
De Long mostrou que o cutoff A-IPF>750 pode ser usado entre D+9 e D+12 com a

mesma performance que apenas no D+12 (Tabela 16).

Tabela 16. Para estratificacdo de riscos por incidéncia acumulada e modelo de Fine e Gray

Estrato A-IPF n Inmdenmaoacumulada HR Fine e 1C95% Valor-p
pacientes (%) Gray

Baixo (<750) 15 41 1,6 1,03-2,48 0,035

Intermediario (750-1000) 4 62 2,71 1,97 - 3,74  <0,001

Alto (>1000) 41 76 3,58 2,82-4,54 <0,001

A-IPF: absolute immature platelet fraction.

Interpretando o HR, observa-se que o grupo de baixo risco apresenta
um risco de enxertia 1,6 vezes maior em comparagao ao grupo de referéncia (nenhuma
incidéncia de A-IPF>750 entre os D+9 e D+12), enquanto o grupo intermediario tem um
risco 2,7 vezes maior, e o grupo alto, 3,6 vezes maior, sendo todos esses estratos
estatisticamente significativos; portanto, conclui-se que existe um efeito forte e crescente
do A-IPF sobre a probabilidade de enxertia, de modo que os estratos de risco definidos
pelo modelo sao preditores independentes e robustos de enxertia plaquetaria até o D+17
(Figura 17).
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Figura 17. Grafico de incidéncia acumulada estratificando os pacientes por grupo
de riscos segundo o valor de A-IPF entre o D+ e D+12

3.6 Transfusoes plaquetarias

3.6.1 Reducao de transfusdes plaquetarias profilaticas durante transplante de

células-tronco hematopoiéticas

Todos os pacientes submetidos ao TCTH na amostra deste estudo
necessitaram de transfusdes plaquetarias durante o tratamento, sendo assim, néo foi
possivel realizar a comparagdao com pacientes que se submetem ao TCTH e néao
necessitam de transfusdes plaquetarias.

Nao foi possivel estabelecer nenhum parametro para definir se é
possivel utilizar os parametros de imaturidade para estimar a quantidade de transfusdes
plaquetarias profilaticas que o paciente vai receber até a enxertia medular.

O teste de Kruskal-Wallis apresentou uma diferenga significativa entre

os Grupos Controle e os Grupos 10-192 e 10-19B (p<0,0001) conforme figura 18.
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A-IPF: absolute immature platelet fraction.
Figura 18. Comparacéo entre os grupos para redugéo de enxertia plaquetaria

Ao realizar a analise pelo teste de Mean-Whitney entre os grupos
10-192 e 10-19B n&o houve diferenga estatistica relevante (Tabela 17). O parédmetro de
IPF% nao demonstrou nenhuma diferenciagdo entre o grupo controle ou entre os dois
subgrupos (Tabela18) e o IRF apresentou diferenciagdo entre os grupos 10-192 e
10-19B e o grupo controle, mas também n&o houve diferenca entre os dois subgrupos
(Tabela 19).

Tabela 17. Comparagdo de A-IPF para a reducdo de transfusdes
plaguetarias profilaticas

Comparagao Comparacao
Grupos A-IPF Controle 10-19A x 10-19B
Controle >20 2.400 - 5.300
10-19 A 200 - 875 p<0,001 _
10-19 B 200 - 900 p<0,001 p=0,741

A-IPF: absolute immature platelet fraction.

Tabela 18. Comparagcéo de IPF% para a redugédo de transfusdes
plaguetarias profilaticas

Comparacao Comparagao

()

Grupos IPF% Controle  10-19A x 10-19B
Controle >20 22-54

10-19 A 1,7 -5,425 p=0,79 _

10-19 B 2,05-545 p=0,533 p=0.878

IPF%: relative immature platelet fraction.
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Tabela 19. Comparagdo de IRF para a redugdo de transfusdes
plaquetarias profilaticas

Comparacao Comparacao
Grupos IRF Controle 10-19A x 10-19B
Controle >20 6,4 - 24,35
10-19 A 0,825 - 12,275 p<0,001 _
10-19 B 0,8-13,15 p<0,001 p=0,6606

IRF: immature reticulocyte fraction.

O parametro A-IPF ndo possui interferéncia estatisticamente
relevante de transfusdes, este foi o Unico parametro a ser submetido ao modelo de Cox
para correlacao e predicdo do risco de necessidade de transfusio plaquetaria durante a
recuperacao do paciente apds TCTH. A analise do modelo Cox para correlacionar o valor

de A-IPF retornou os resultados apresentados na tabela 20:

Tabela 20. Modelo de Cox comparando o uso de A-IPF versus contagem de
plaguetas para gatilho transfusional

Variavel A-IPF Plaquetas
Coeficiente 0,00008901 -0,04143
Hazard ratio 1,0001 0,9594
Valor-p 0,027319 0,0004
1C95% 1,0000 — 1,0002 0,9378 — 0,9816

A-IPF: absolute immature platelet fraction.

O modelo possui indice de concordancia (C-Index): 0,752 e os testes
de significancia do modelo foram todos altamente significativos (p<0,001).

O IPF mostra uma associagao positiva e estatisticamente significativa
(p=0,027) com o risco de transfusdo. Para cada unidade de aumento no IPF, ha um
aumento de 0,01% no risco de transfusdo (HR=1,0001), embora estatisticamente
significativo, o efeito & clinicamente muito pequeno em termos absolutos. O ponto de
corte 6timo identificado foi de A-IPF>600.

A contagem de plaquetas mostra uma associagdo negativa e
altamente significativa (p=0,0004) com o risco de transfus&o, sendo que para cada
unidade de aumento na contagem de plaquetas, ha uma reducdo de 4,06% no risco de

transfusao.
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3.6.2 Correlagao entre A-IPF e quantidade de transfusées plaquetarias profilaticas

até a enxertia plaquetaria

Tabela 21. Modelo de regressao de contagem com distribuicdo binomial negativa
com A-IPF médio semanal com a predicdo do numero de transfusdes plaquetarias
nos proximos 7 dias

N° transfusdes Reducéo de

A-IPF médio . 1IC95% transfusoes
preditas por semana o
por semana (%)

155 2,53 1,62 -3,44 0

1173 1,08 0,77-1,4 57,30
2192 0,46 0,25 - 0,67 81,8
3210 0,2 0,06 - 0,33 92,2
4228 0,08 0-0,17 96,7

A-IPF: absolute immature platelet fraction.

O numero esperado de transfusbes na semana seguinte apresentou
uma relagéo inversa com o IPF médio semanal (Tabela 21). De acordo com o modelo,
pacientes com IPF médio baixo (155) apresentaram um numero esperado de transfusdes
de 2,53 (IC95% 1,62-3,44). A medida que o IPF médio aumentou para 1.173, 2.192 e
4.228, o numero esperado de transfusdes diminuiu progressivamente para 1,08 (1IC95%
0,77-1,40), 0,46 (IC95% 0,25-0,67) e 0,08 (IC95% 0,00-0,17), correspondendo a
reducdes de 57,3, 81,8, 92,2 e 96,7% em relagao ao valor de referéncia (Figura 19).
Esses resultados indicam que niveis mais elevados de IPF estao fortemente associados
a menor necessidade de transfusdo, com efeito crescente em pacientes com valores

mais altos de IPF.
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A curva azul indica o numero esperado de transfusdes em fungéo do IPF médio, a
banda sombreada em azul claro representa o intervalo de confianga de 95%. IPF:
immature platelet fraction.

Figura 19. Correlacdo com o A-IPF média por semana e a expectativa do numero
de transfusoes plaquetarias

A analise grafica reforgou essa tendéncia, mostrando que a curva de
predicao diminui de forma quase exponencial com o aumento do IPF médio, enquanto a
banda sombreada indica o intervalo de confianga de 95%, evidenciando a robustez das
predigdes. Pontos estratégicos ao longo da curva foram anotados com os percentuais
de redugdo, fornecendo uma representagdo visual clara da magnitude do efeito e
permitindo interpretacao tanto intuitiva quanto quantitativa. Esta abordagem integrada,
combinando predigao numérica e visualizagao grafica, facilita a compreensao do impacto

do IPF sobre a necessidade de transfusdes na pratica clinica.
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4 DISCUSSAO

Ainda n&o ha consenso a respeito do uso de IPF e IRF para predizer
a enxertia plaquetaria apos o TCTH. Alguns estudos, como o de Park et al.,%% concluiram
que nao se pode predizer enxertia plaquetaria apdés TCTH utilizando IPF devido a alta
variabilidade dos valores e falta de estabilidade durante a evolugcédo do quadro clinico do
paciente. Outro efeito observado em outro estudo é a de diluigdo da populacédo imatura
das plaquetas apos transfusdo sanguinea.®") Outra abordagem falha foi a de estabelecer
um cutoff para predicdo da enxertia plaquetaria ainda na primeira quinzena apos o
TCTH, 5253 porém, alguns estudos apresentaram resultados divergentes dos resultados
obtidos neste estudo.

Diversos autores utilizaram diferentes metodologias para estabelecer
um valor de cutoff para A-IPF, IPF% e IRF predizerem a enxertia plaquetaria. Morkis et
al.*® compararam seus resultados com o de mais cinco estudos anteriores e
estabeleceram o valor de cutoff de IPF% >10 e IRF >12% para predizerem a enxertia
medular em pacientes submetidos a TCTH. Contudo, estes valores ndo podem ser
aplicados a nossa amostra, pois apenas 3 dos 60 pacientes estudados obtiveram valores
de IPF%> 10 dois dias antes da enxertia plaquetaria. Este mesmo cutoff também foi
estabelecido por outros estudos,®%5") apresentando uma especificidade de 100%, porém
a sensibilidade seria de 5%, resultando em uma acuracia de 12,3%. Ja o cutoff de
IRF >12% em 32 dos 37 pacientes que tiveram resultado de IRF dois dias antes da
enxertia plaquetaria (p<0,01) acuracia de 83,33%, sensibilidade: 86,49% e
especificidade: 60%, devido a alta taxa de falso-positivos (40%), o que faz com que o
teste apresente baixa especificidade, porém, é necessario ressaltar a assimetria do
tamanho dos grupos, sendo o Grupo 2 composto apenas por 5 individuos. Valores mais
baixos de IPF% foram propostos por outros autores, Sakuragi et al.4) estabeleceram um
cutoff de 5,8% para predizerem a enxertia plaquetaria em até 8 dias antes da
metodologia padréo, porém, este valor de cutoff ndo demonstrou boa performance nem
com dois dias antes da enxertia, apresentando uma acuracia de 45,45%, sensibilidade
de 41% e especificidade de 80%. Outro valor de cutoff de IPF% foi estabelecido por van
der Linden et al.®®?) propuseram um cutoff de IPF% >5,3; contudo, para nossa populagao,
este cutoff apresentaria uma acuracia de 50%, sensibilidade: 46,15% e especificidade:
80%. A principal diferenga entre o presente estudo e os demais estudos que chegaram
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a conclusdes similares é que nos outros casos nao ha padronizagao utilizando A-IPF e
sim o IPF%.

Neste estudo ficou clara a interferéncia de transfusdes plaquetarias
no valor de IPF% por até dois dias apés a infusao, esta influéncia ndo foi observada no
A-IPF. A imediata alteracédo no valor de IPF% por transfusdes plaquetarias ja era
esperada uma vez que este parametro representa uma contagem relativa a contagem
de plaquetas do paciente, qualquer mudanga por fator exdgeno na contagem de
plaquetas ira alterar a proporgdo de plaquetas imaturas na populacdo global de
plaquetas. O A-IPF possui uma conta absoluta, sendo assim, esta menos suscetivel as
variagdes abruptas nas contagens de plaquetas globais do paciente, outra contagem que
€ relativa é a de IRF, entretanto, o efeito de diluicdo ndo € observado como no IPF%,
mesmo assim os testes ndo demonstraram correlagdo do valor de IRF com enxertia
plaquetaria, sendo assim, o teste de A-IPF se mostrou o mais robusto para ser utilizado
como biomarcador para a predicdo de enxertia plaquetaria.

A interferéncia dos valores de PCR como um marcador quantitativo
para inflamacdo no A-IPF é pequena e irrelevante estatisticamente, o breakpoint
estabelecido de 124,3mg/dL de PCR mostra que apenas valores muito altos de PCR
estabelecem algum tipo de influéncia na populacado de plaquetas imaturas (-85,4 nos
valores de A-IPF), mas irrelevante estatisticamente, sendo seguro afirmar que o A-IPF é
um marcador que pode ser usado mesmo em pacientes com processos inflamatérios
intensos, sem sofrer altera¢des significativas em suas contagens.

As analises mostraram que mesmo com maior robustez, devido a
disposigao dos grupos da amostra, o valor preditivo negativo de 36,4% demonstrou que
este marcador sozinho nao pode ser usado como um preditor especifico de enxertia apos
TCTH independente do dia apés o TCTH e que seu uso deve ser feito considerando todo
o contexto do paciente. Utilizar uma estratificagcao dos valores de A-IPF para avaliar a
probabilidade predita de enxertia pode ser uma abordagem mais util ao parametro, uma
vez que este tipo de interpretagdo considera o contexto completo do paciente. O
comparativo entre os cutoffs estabelecidos na literatura com os valores de IPF% da

amostra deste estudo estédo presentes na tabela 22.
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Tabela 22. Comparativo entre valores de IPF% estabelecidos por outros
estudos disponiveis na literatura com os dados obtidos na amostra

estudada
Estudo Cutoff IPF% Sensibilidade Especificidade
(%) (%)
van der Linden et al.(%2 53 46,15 80
Sakuragi et al.#4) 5,8 41 80
Briggs et al.(1® 7.4 46,15 100
Grabek et al.4?) 7,4 46,15 100
Yamaoka et al.(® 10 5 100
Hennel et al.5") 10 5 100
Morkis et al.%) 10 5 100
Gongalo et al.53) 10 5 100

IPF%: relative immature platelet fraction.

A outra abordagem do uso dos parédmetros de imaturidade celular
analisada foi estabelecer valores de cutoff em dias especificos do tratamento, para
predizer se o paciente podera evoluir para um quadro de enxertia. Ghias et al.®4 utilizou
desta abordagem e ndo conseguiu estabelecer um cutoff de IPF ou IRF no d+14 para
predizer a enxertia medular em criangas pés TCTH até o D+30. Ja Grabek et al.,*”)
estabeleceram que é possivel estabelecer correlacdo moderada entre o IPF>2% entre
D+11-D+15 com a enxertia plaquetaria até D+30, porém, para IPF>2% entre D+11 e
D+15 todos os pacientes do Grupo 2 apresentaram resultado falso-positivo, sendo assim,
impossivel de calcular a acuracia, especificidade e sensibilidade do teste, e para
IPF>7,4% entre D+16-D+20 com a enxertia até o D+30, assim como no estudo citado,
foi apresentado 100% de especificidade, contudo com sensibilidade de 46,15%, assim a
acuracia do teste é de 52,27%. Contudo, a quantidade de pacientes no Grupo 2 é
pequena, o que pode ser limitador no momento de identificagdo de falsos-positivos e
verdadeiros-negativos. No presente estudo, o uso do A-IPF mostrou-se uma ferramenta
util para esta finalidade, uma vez que nao sofre alteragdes significantes a cada
transfusao plaquetaria, este parametro se manteve mais estavel, apresentando assim a
possibilidade de se usar o cutoff de A-IPF>750 do D+12 para predizer a enxertia até o
D+17, mostrando étima correlagdo e valores preditivos positivos e negativos, uma vez
que a separagao do grupos foi feita entre pacientes que enxertaram até o D+17 (n=25)
e pacientes enxertaram ap6s o D+17 mais os pacientes que nao enxertaram (n=35), o
poder de predigdo negativa aumentou em relagdo as analises que se utilizavam apenas

0 comparativo entre pacientes que enxertaram (n=55) e pacientes que ndo enxertaram
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(n=5), o corte de A-IPF>750 também se mostrou aplicavel em um intervalo de tempo
entre o D+9 e D+12, a estratificacdo baseada no valor maximo de IPF entre D+9 e D+12
mostrou associagao significativa com a probabilidade de enxertia plaquetaria até D+17.
Pacientes com IPF > 1000 apresentaram taxas de enxertia de até 95%, enquanto
aqueles com IPF < 750 tiveram apenas 60% de enxertia. A analise com o A-IPF isolado
no dia D+12 demonstrou resultados consistentes, sugerindo que este parametro pode
ser utilizado como marcador precoce e independente para predigao da enxertia.

Outra aplicabilidade dos parametros abordada na literatura € para a
reducao de transfusdes plaquetarias profilaticas, sendo que alguns estudos recomendam
o uso de IPF% para este fim“555) ou ndo0.%" Contudo, na amostra estudada, n&o foi
encontrada nenhuma evidéncia que poderia corroborar com esta hipdtese. A
comparagao entre os grupos revelou que nao ha diferenga relevante de valores de
A-IPF, IPF% e IRF entre o Grupo Controle e o Subgrupo 10-19A e os resultados também
nos mostram, que ndo ha nenhuma diferenciagcado entre os valores de IPF obtidos em
qualquer contagem abaixo de 20.000 plaquetas/mm?3. Portanto, ndo & possivel utilizar
IPF como um biomarcador para abaixar o valor de contagens de plaquetas sugerido pela
AABB, para que se realize a transfusao plaquetaria.

Foi descartada a possibilidade de se utilizar o parametro IPF% para
se estabelecer um gatilho transfusional, uma vez que parametros com contagens
relativas sofrem interferéncia significante apds transfusdo de hemocomponentes. A
grandeza dos valores de A-IPF é na casa das centenas, entretanto, mesmo levando em
consideragao este fator, a influéncia de 100 unidades de A-IPF continua apresentando
HR=1,01 (para cada 100 unidades de A-IPF se aumenta as chances de necessidade de
transfusdo plaquetaria em 1%), sendo assim, mesmo que apresentando um valor
estatisticamente significativo para a predicdo da necessidade de enxertia plaquetaria a
aplicagao pratica do parametro ndo se demonstra mais efetiva do que a contagem de
plaquetas que apresentou HR=0,9596 (considerando as contagens de plaquetas sempre
€ reportada na ordem dos milhares, a cada 1.000 unidades de plaquetas a chance de
necessidade de transfusdo plaquetaria se altera em 4,06%), método utilizado
atualmente. Devido a baixa influéncia que o parametro exerceu durante o periodo de
recuperacao dos pacientes.

Contudo, foi possivel utilizar o valor médio de A-IPF para predizer a
futura necessidade de transfusdes plaquetarias de um paciente durante a recuperacao

apos TCTH. A analise dos modelos indicou que a cada 1000 unidades de A-IPF a
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reducdo de aproximadamente 1 unidade de concentrado de plaquetas nos proximos
7 dias de acompanhamento do tratamento. Fornecer esta informacido é util para o
planejamento de demanda de bancos de hemocomponentes, bem como auxilia no
progndstico de recuperagao do paciente.

A amostra utilizada no presente estudo nao foi randomizada,
tampouco houve pareamento entre os Grupos 1 e 2. Outro fator limitante foi a auséncia
de controles de qualidade especificos para os parametros IPF%, A-IPF e IRF nos
equipamentos analisadores hematologicos da série Sysmex XN utilizados. A calibragéo
dos equipamentos atualmente ¢é realizada apenas com base em paradmetros
hematimétricos tradicionais (como plaquetas, leucécitos e eritrocitos), ndo contemplando
as variaveis de imaturidade celular, o0 que compromete a confiabilidade dos dados
obtidos com IPF, A-IPF e IRF.

No caso especifico do IPF e do IRF, a inexisténcia de controles
internos e externos padronizados evidencia uma lacuna metodoldgica importante. Nao
ha calibragcéo sistematizada nem testes de proficiéncia interlaboratoriais que permitam
aferir a acuracia e reprodutibilidade desses parametros em diferentes contextos
analiticos. Esta auséncia de padronizacéao limita tanto a reprodutibilidade dos resultados
quanto sua aplicabilidade em cenarios clinicos diversos, reduzindo a robustez das
conclusdes e inviabilizando sua adogdao como biomarcadores clinicos confiaveis em
larga escala. Com isso, erros sistematicos e aleatdrios, que possivelmente podem
ocorrer, nao seriam notados por qualquer tipo de analise.

A introducao de parametros avangados como |IPF e IRF, apesar de
representar um avango no escopo diagnéstico do hemograma, carece de uniformidade
metodoldgica e validagdo externa. Sem uma padronizagédo internacional minima, a
comparacgao entre estudos realizados em diferentes centros torna-se inviavel, impedindo
a consolidacao de diretrizes clinicas baseadas em evidéncia robusta. Além disso, a
auséncia de protocolos harmonizados compromete diretamente o desenvolvimento de
estudos multicéntricos e metanalises com validade externa.()

A andlise da performance dos equipamentos também fica
prejudicada, uma vez que nao se pode realizar um historico do registro da qualidade dos
resultados obtidos pelo equipamento e, com isso, a analise em relagao a valores obtidos
em outros centros de pesquisa, também estara prejudicada. Possivelmente, um dos
motivos para grande variabilidade nos valores de cutfoff e intervalos de referéncia

apresentados entre os diferentes estudos, poderia ser a falta de harmonizacido e
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padronizacao entre os equipamentos utilizados em diferentes centros, onde os estudos
foram conduzidos. Neste cenario, € fundamental a implementacdao de sistemas
especificos de controle de qualidade para os parametros avangados do hemograma.®7”)
A existéncia de protocolos padronizados e validados permitiria a integragcado segura dos
dados em multiplos laboratérios, promovendo confiabilidade diagnéstica, seguranca
clinica e a viabilidade de analises comparativas com poder estatistico adequado. A falta
de tais medidas aumenta o risco de erros sistematicos ou aleatorios permanecerem nao
identificados, impactando diretamente a acuracia dos resultados e a seguranga do
paciente. Assim, torna-se imperativa a priorizacdo de iniciativas que promovam
padronizacao e validagao técnica no uso clinico dos novos parametros hematoldgicos.
Mais estudos serdao necessarios para estabelecer protocolos validos
utilizando marcadores de imaturidade celular para predicdo de enxertia plaquetaria ou
neutrofilica apés TCTH ou para o uso destes parametros como gatilhos transfusionais
para hemocomponentes. Por ser um estudo observacional, ndo houve controle na
frequéncia de dados coletados, um estudo controlado ofereceria evidéncias mais
robustas em relagcdo a verdadeira utilidade dos parametros de imaturidade celular e o
poder de predicdo a enxertia plaquetaria apés TCTH. Comparado a trabalhos similares,
este foi o primeiro a focar os valores de ponto de corte no teste A-IPF, também foi o
primeiro em classificar o risco de enxertia plaquetaria em diferentes cenarios utilizando
A-IPF e o primeiro a utilizar o A-IPF como um biomarcador para predizer a quantidade

de transfusodes plaquetarias durante a recuperacéo do paciente apos TCTH.
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5 CONCLUSOES

1. O parémetro A-IPF pode ser utilizado como biomarcador para
enxertia plaquetaria apos transplante de células-tronco hematopoiéticas, utilizando uma
estratificacdo de probabilidade predita para enxertia em até dois dias independente do
dia apoés o transplante de células-tronco hematopoiéticas, sendo esta: A-IPF>1000 de
72,8%; A-IPF>1500 de 83,3% e A-IPF>2000 de 90,3%;

2. O parametro de A-IPF pode ser utilizado como preditor de enxertia
plaquetaria até o D+17 no com valores >750 entre D+9 e D+12;

3. Os testes IPF% e IRF ndo podem ser utilizados como
biomarcadores para indicar a enxertia apds transplante de células-tronco
hematopoiéticas;

4. O valor médio de A-IPF dos ultimos sete dias esta correlacionado
com a quantidade de concentrados de plaquetas que serao recebidos pelo paciente
durante os proximos sete dias de acompanhamento apds transplante de células-tronco
hematopoiéticas;

5. Os parametros de imaturidade celular ndo podem auxiliar na

reducao de transfusodes profilaticas de concentrados de plaquetas.
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Abstract

Introduction: Bone marrow engraftment following hematopoietic stem cell
transplantation requires precise monitoring to optimize transfusion support. This study
investigated the potential of novel hematological parameters, including IPF%, A-IPF, and
IRF, as biomarkers of platelet recovery and transfusion requirements in these patients.
Purpose: To evaluate the use of IPF%, A-IPF, and IRF as biomarkers of bone marrow
engraftment after hematopoietic stem cell transplantation and their potential to reduce
prophylactic platelet transfusions during treatment. Methods: Sixty hematopoietic stem
cell transplantation recipients (mean age: 50 years) were analyzed, and sex-specific
reference intervals were established for IPF, A-IPF, and IRF. Predictive ability for platelet
recovery and transfusion requirements was assessed using ROC curve analysis, logistic
regression, Fine and Gray competing risk models, Cox regression, and negative binomial
modeling. Results: Only A-IPF showed a significant difference between groups. An
A-IPF cutoff value >1450 predicted platelet recovery within two days, with 82.1%
sensitivity and 80% specificity. Logistic regression revealed a 2.3-fold increase in the
likelihood of engraftment for every 1000-unit increase in A-IPF, and Fine and Gray
analysis confirmed higher cumulative incidence in intermediate and high A-IPF strata
(sHR 2.71 and 3.58; p<0.001). All patients required transfusions (149 events). Cox
regression identified A-IPF as an independent risk factor (HR 1.0001; p=0.027), whereas
platelet count showed a protective effect (HR 0.959; p<0.001). Negative binomial
modeling demonstrated that higher weekly mean A-IPF values were associated with
fewer transfusions. Conclusion: A-IPF is a robust biomarker for early platelet recovery
and a strong predictor of platelet transfusion requirements in patients undergoing

hematopoietic stem cell transplantation.

Keywords: Platelet count; Reticulocyte count; Hematopoietic stem cell transplantation;

Blood cell count
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