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Apresentacao do Projeto:
De acordo com o descrito no PB_INFORMACOES_BASICAS 1315054 _E4.pdf, de 14 de margo de 2019:

Sobre o desenho do estudo:

A Unidade de Hematologia, Hemoterapia e Oncologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parand, é reconhecida nacionalmente e internacionamentel na area de TCTH para o tratamento de doencas
hematoldgicas malignas e ndo malignas. S&o realizados em média, 10-12

transplantes mensais de medula éssea proveniente de doadores voluntarios aparentados e nao
aparentados. A doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica (DECH-C) é a maior causa de morbidade e
mortalidade que afeta tardiamente os pacientes que receberam um transplante alogénico de células-tronco
hematopoéticas. A incidéncia da DECH-C pode variar de 6% a 80% dependendo da idade do receptor,
presenca da DECH aguda (DECH-A) prévia, tipo de doador, fonte de células precursoras, manipulagdo do
enxerto e da utilizacdo da infusdo de linfdcitos do doador (ILD). Esta complicagdo imunolégica assemelha-se
a uma doenca auto-imune com manifestacdes clinicas préprias de doencas vasculares do colageno, tais
como ulceracgdes orais (liquen plano), ceratoconjuntivite sicca, xerostomia, poliserosites, esofagites e
estenose esofagica, ulceracao e estenose vaginal, doencga obstrutiva intra-hepatica, doenca obstrutiva

pulmonar,
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esclerodermia, morféia, fasciite e miosites. Estas manifestagcdes possuem consequéncias debilitantes como
prejuizo da qualidade de vida, comprometimento funcional, necessidade de imunossupressao prolongada,
levando a infecgBes graves recorrentes e diminuicdo da sobrevida. Em alguns pacientes, apés o TCTH pode
ocorrer o desenvolvimento da DECH em suas formas aguda ou crénica. Em pacientes com quadros graves
e refratarios a mortalidade pode alcancar até 90% dos pacientes. A DECH-C afeta tardiamente os pacientes
que receberam um TCTH e sua incidéncia pode variar de 6% a 80% dependendo de diversos fatores. A
primeira linha de tratamento inclui glicocorticéides e/ou ciclosporina ou tacrolimus, embora micofenolato
mofetil, fotoferese extra-corpérea, metotrexate, azatioprina, talidomida tenham sido usadas também. A
utilizacdo das células-tronco adultas como uma alternativa de tratamento tem sido amplamente estudada
nos casos da DECH. As CTMs oferecem suporte para o crescimento e diferenciacéo de células progenitoras
hematopoéticas no microambiente da medula dssea. Em modelos animais estas células sdo capazes de
promover a pega das células hematopoéticas. Em experimentos in vitro, as CTMs suprimem a proliferagcéo
de linfécitos ativados de

maneira dose-dependente e sem restricdo aos antigenos HLA. Devido ao seu perfil imunomodulador
demonstrado tanto in vivo como in vitro e sua atuagdo no reparo tecidual, varios investigadores tém utilizado
as CTMs para o tratamento da DECH. Os resultados em ensaios clinicos

demonstraram melhora dos sintomas, elevados indices de resposta e auséncia de toxicidade na infusdo. A
medula 0ssea proveniente dos doadores voluntarios além de ser utilizada para o TCTH pode ser processada
e expandida para obtencao das CTMs. A expansdao e criopreservacao das CTMs possibilitara a rapida
disponibilidade destas células para o tratamento de pacientes em situagdes intrataveis e letais, como é o
caso da DECH-C refrataria.

Objetivo Primario:

Isolar, expandir e criopreservar células-tronco mesenquimais (CTMs) obtidas da medula éssea excedente,
proveniente de doadores voluntarios, para

a rapida disponibilizacdo no transplante alogénico de pacientes com doenga do enxerto contra hospedeiro
cronica refrataria a corticoide e ao inibidor

de calcineurina.

Metodologia Proposta:

. Coleta de Medula Ossea A coleta de medula 6ssea (MO) sera realizada na UHHO do HC-UFPR. O
paciente serd submetido a anestesia geral e
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sera posicionado em decubito ventral para realizar a anti-sepsia da pele com povidine topico. Cerca de 100
mL de medula éssea sera retirada por

meio de multiplas pun¢cdes de ambas as cristas iliacas posteriores, utilizando agulhas apropriadas. O
material coletado devera ser homogeneizado

freqlientemente e delicadamente ao meio com anticoagulante na propor¢éo de 1 meio:1 medula 6ssea, a
fim de evitar a formacao de coagulos. Ao

término da puncédo deveré ser feito o curativo no local com gaze e fita adesiva. O material coletado sera
transportado a temperatura ambiente até o

Centro de Tecnologia Celular da Pontificia Universidade Catélica do Parana (CTC/PUCPR) onde sera
processado. Isolamento de células

mononucleares (CMN) derivadas da medula 6ssea A MO seré filtrada utilizado inicialmente um filtro de 500
micras e em seguida um filtro de 200

micras. A medula é filtrada para retirar eventuais coagulos, espiculas 6sseas e gorduras. Apés a filtracao, a
MO sera diluida na propor¢éo de 1:3

com meio de Iscove modificado por Dulbecco (IMDM) e colocada sobre um gradiente de densidade de Ficoll
-Hypaque (1,077 g/mL) para isolamento

das células monucleares (CMN). Sera realizada uma centrifugacéo de 30 minutos a 400 g e duas lavagens
com meio IMDM durante 10 minutos a

400 g. As CMN seréo diluidas em meio IMDM suplementado com 10% de soro aut6logo e 1% de antibiético
(Estreptomicina/Penicilina). A

concentracao celular sera verificada no contador hematolégico. Cultivo e expanséo de células-tronco
mesenquimais derivadas da MO As células

MNC serao plagueadas em frascos de cultivo numa densidade de 1x105 células/cm2 e incubadas a 37°C
em estufa com 5% de tenséo de 5% CO2

e 95% de umidade. O meio de cultura suplementado sera trocado apés 48 horas do plagueamento e
substituido aproximadamente duas vezes por

semana.A expansdo das CTMs serd realizada quando houver uma confluéncia celular de 80%-90%. As
células serdo dissociadas do frasco de

cultura utilizando tripsina/EDTA, replagueadas (1a passagem) em frascos de cultivo numa densidade de
1x104 células/cm2 e novamente incubadas

a 37°C em estufa com 5% de tensdo de CO2 e 95% de umidade. As CTMs serdo cultivadas por um periodo
aproximado de quatro semanas e

criopreservadas. Quantificacdo e Viabilidade Celular: A quantificacdo das células sera feita no
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contador hematolégico e a porcentagem de células

viaveis por citometria de fluxo, logo apds o isolamento celular e ao término da expanséo celular. Controles
de qualidade das células-tronco

mesenquimais cultivadas: Contagem e Viabilidade Celular, Caracterizagdo Celular por Citometria de fluxo,
Analises Morfolégicas, Controle da

esterilidade, Normalidade Cariotipica e Ensaio clonogénio. Preparo das células para o transplanteAs células
serdo dissociadas com tripsina e

diluidas em soro autélogo. Sera feita a contagem das células, a viabilidade celular e coletado material para
0s testes microbioldgicos. As CTMs

serdo transferi-das para uma bolsa e encaminhada para infusdo, no minimo duas doses de 2x106 CTMs/kg
serdo infundidas, via intravenosa.

Avaliacao prospectiva das manifestagdes clinicas intra e extra orais da DECH-C: Sera realizada uma
avaliagdo prospectiva das manifestagdes

clinicas intra e extra orais da DECH-C, por meio de exame fisico, realizado por somente um cirurgiao-
dentista, especialista em estomatologia.

Avaliacdo clinica dos pacientes apos o transplante de CTMs em pacientes com DECH-C:O
acompanhamento dos pacientes ap6s o transplante de

CTMs, sera quinzenalmente, durante o periodo de um ano, no ambulatério de doenca do enxerto contra
hospedeiro no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Serao realizados exames clinicos e
complementares conforme protocolo do servico. Durante 0 acompanhamento do paciente que sera de no
minimo um ano apos o transplante.

Critério de Incluséo:

« Idade de 0 a 65 anos;* Pacientes pds transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico;s Apresentar
DECH crénica classica ou sindrome de

sobreposicdo conforme definido pelos critérios do National Institute of Health, refrataria ao tratamento com
corticoide e ciclosporina. A refratariedade sera definida como a auséncia de resposta apds trés meses de
tratamento; Pacientes (ou seus responsaveis) que concordarem em participar deste estudo e que assinarem
o termo de consentimento livre e esclarecido.

Critério de Excluséo:

« Paciente possua qualquer condigédo clinica concomitante que na opinido do médico contra indique a infusdo
de células-tronco mesenquimais;e

Pacientes (ou seus responsaveis) que nao concordarem em participar deste estudo ou que néo assinarem o
termo de consentimento livre e esclarecido;s Pacientes com insuficiéncia respiratéria
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necessitando ventilagdo mecéanicas Pacientes com doenca maligna em recidiva

Riscos: Para os doadores: estes podem apresentar complicacBes relacionadas a aspiracdo de medula
O0ssea como dor local e infec¢do do sitio de puncdo.Para os pacientes: rea¢des infusionais como febre,
calafrios podem ser observadas. O uso destas células podem transmitir infec¢fes virais.O risco € hoje
praticamente nulo apos a implantagédo do teste NAT para doadores.

Beneficios: O isolamento, expanséo e criopreservacao das CTMs obtidas da medula éssea de doadores
voluntarios ira possibilitar a rapida resultados iniciais surpreendentes35-37. Weng et al. (2010)38 reportaram
recentemente os resultados do tratamento de 19 pacientes com DECH-C

refrataria tratados com infus6es de CTMs no periodo de abril de 2005 a outubro de 2008. Houve resposta
em 73,7% dos pacientes e 10 dos 19 pacientes puderam reduzir em mais de 50% ou descontinuar
totalmente os imunossupressores. Os autores concluem que o tratamento foi eficaz

como resgate destes pacientes.Zhang LS et al. (2009)37 também reportaram seus resultados de infuséo de
CTMs de doadores HLA idénticos, doadores haploidénticos ou voluntarios em 12 pacientes com DECH-C
refratarios. Nao houve efeito colateral relacionado as infusdes, a resposta global foi de 75% (9/12) e foram
observadas resolu¢Bes completas em pacientes com envolvimento cutaneo (3/12), pulmonar (1/3), articular
(1/5), hepatico (3/10), cavidade oral (4/12) e ocular (2/7), independente do tipo de doador utilizado. O
seguimento mediano deste estudo foi de 1152 (795-1914) dias, a sobrevida livre de leucemia foi de 91,7%
(11/12) e a sobrevida global de 75% (9/12). A razdo CD4/CD8 e a proporcao de células T reguladoras foram
significativamente maiores do que antes do tratamento. A verificacdo de resposta completa em pacientes
com bronquiolite obliterante (DECH-C pulmonar) é consistente com estudos que demonstram a utilidade
destas células em vérias doencas inflamatérias dos pulmdes

e mesmo em fibrose pulmonar idiopéatica39. Weng J et al. (2012)40, reportaram seus resultados de infuséo
destas células em 22 pacientes com sindrome sicca ocular grave secundaria a doenca do enxerto cronica,
com melhora dos sintomas em 55,54% dos pacientes tratados.

Emenda da pesquisa encaminha Declaragdo de compromisso da nova pesquisadora, Clara Voltarelli.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo da emenda apresentada diz respeito ao fato de se encaminhar Declaracado de compromisso da
nova pesquisadora, Clara Voltarelli.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
N&o se aplica.
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Solicitacdo de CTM de individuos (sem patologia identificada) para analise comparativa da expressao génica
de fatores neurotréficos e moléculas correlatas em CTM de pacientes com Esclerose Lateral Amiotréfica do
projeto CNPg401922/2014-6 sob responsabilidade do Prof. Dr. Gerson Chadi e CNPqg 401923/2014-2 sob
responsabilidade do Prof. Dr Paulo Roberto Slud Brofman.

Metodologia: As CTM serdo submetidas a extracdo do RNA total utilizando-se Kit mirVana (Ambion,

USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. As extragdes serdo realizadas em ambiente de

trabalho limpo utilizando-se solugdo descontaminante de RNAse (Ambion). Os RNAs serdo

quantificados em NanoDroplOOO (Thermo) e terdo a sua qualidade acessada. A expressao génica dos
fatores neurotréficos e moléculas correlatas sera realizada através da técnica do gPCR. Para tanto, lug de
RNA sera submetido a reagdo de transcrigdo reversa utilizando-se o kit cDNAMaxima

(ThermoScientific, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. As sequencias dos iniciadores seréo
selecionadas utilizando-se a ferramenta disponivel na internet
(http://lwww.idtdna.com/scitools/Applications/REalTimePCR/). As reagfes da gPCR seréo realizadas em
duplicatas. A expressao diferencial dos transcritos-alvo serd determinada pela quantificagéo relativa em
relacdo a média dos genes enddgenos definidos para as amostras. As reacdes serdo realizadas no aparelho
QuantStudio 3 Real Time PCR (ThermoScientific, EUA) em volume final de 20ul1, contendo 1X Dynamo
Color Flash SYBR Green gPCR kit (ThermoScientific, EUA), nas condi¢des de ciclagem recomendadas pelo
fabricante(ThermoScientific, EUA).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Vide documentos postados.

Recomendagdes:
Sugere-se revisdo de cronograma da pesquisa no projeto da PB.
ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A emenda que se apresenta, em que se incluem Declaracdo de compromisso da nova pesquisadora, Clara
Voltarelli, esta em consonancia com a Res. CNS 466/12.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugio 466/12, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como
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a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos

adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatorio completo ao final

do estudo.

Eventuais modificagcbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEPPUCPR de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo inicia-la antes de

receber a autorizagdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser

carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador

responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Outros Declaracao_de_compromisso_14 03 2 | 14/03/2019 |Vaneuza Araujo Aceito
019.pdf 18:26:54 | Moreira Funke
Outros Declaracao_do_orientador_do_aluno_14] 14/03/2019 |Vaneuza Aradjo Aceito
03 2019.pdf 18:26:37 | Moreira Funke
Outros Termo_de_responsabilidade_14 03 20 | 14/03/2019 |Vaneuza Aradjo Aceito
19.pdf 18:26:12 | Moreira Funke
Outros Termo_Confidencialidade_14 03 _2019.| 14/03/2019 [Vaneuza Araljo Aceito
pdf 18:25:45 | Moreira Funke
Outros Carta_CEP.pdf 23/11/2018 [Vaneuza Araujo Aceito
17:24:29 | Moreira Funke
Outros METODOLOGIA_EMENDA.pdf 08/11/2018 |Vaneuza Araljo Aceito
09:00:16__| Moreira Funke
TCLE / Termos de |TCLE_DOADOR_MO_EMENDA.pdf 08/11/2018 |Vaneuza Araljo Aceito
Assentimento / 08:58:55 | Moreira Funke
Justificativa de
Auséncia
Outros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO_CEP| 29/05/2018 |Alexandra Cristina Aceito
.pdf 08:23:19 | Senegaglia
Projeto Detalhado / | Projeto_2018.pdf 29/05/2018 | Alexandra Cristina Aceito
Brochura 08:22:33 | Senegaglia
Investigador
Outros Submissao_emenda_31082016.pdf 31/08/2016 |Alexandra Cristina Aceito
11:56:31 | Senegaglia
TCLE / Termos de | TCLE_Receptor CTM_2016.pdf 31/08/2016 |Alexandra Cristina Aceito
Endereco: Rualmaculada Conceigdo 1155
Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br

Pagina 07 de 09




&= |Comité de Etica

PONTIFICIA UNIVERSIDADE

“:— em Pesquisa da h ; mofm
N bR CATOLICA DO PARANA - PUC/ g%’oﬂ
PLICPR PR
Continuagado do Parecer: 4.242.704
Assentimento / TCLE_Receptor_CTM_2016.pdf 11:55:10 |Senegaglia Aceito
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Vaneuza_Funke Julho_2016.pd| 31/08/2016 |Alexandra Cristina Aceito
Brochura f 11:54:28 | Senegaglia
Investigador
Outros Carta_Retificacao.pdf 01/10/2014 Aceito
17:19:33
Outros Roberta_T_S_Zanicotti.pdf 04/08/2014 Aceito
17:05:31
Outros Roberta_T_S_Zanicotti.pdf 04/08/2014 Aceito
17:05:12
Outros Vaneuza_Funke.pdf 04/08/2014 Aceito
17:04:16
Outros Tamara_Borgonovo.pdf 04/08/2014 Aceito
17:04:06
Outros Ricardo_Pasquini.pdf 04/08/2014 Aceito
17:03:55
Outros Noemi_Farah_Pereira.pdf 04/08/2014 Aceito
17:03:45
Outros Mariester_Malvezzi.pdf 04/08/2014 Aceito
17:03:36
Outros Jodo Samuel de Holanda Farias.pdf 04/08/2014 Aceito
17:03:21
Outros Elenaide_Coutinho_Nunes.pdf 04/08/2014 Aceito
17:03:11
Outros CArmen_Lucia_Kuniyoshi_Rebelatto.pdf| 04/08/2014 Aceito
17:01:58
Outros Alexandra_Cristina_Senegaglia.pdf 04/08/2014 Aceito
17:01:32
Outros Termo_Guarda_Material_Biol6gico.pdf 04/08/2014 Aceito
16:50:42
Outros QUALIFICACAO 04/08/2014 Aceito
PESQUISADORES.doc 16:50:24
Outros Termo_Responsabilidade_Pesquisa.pdf | 04/08/2014 Aceito
16:49:28
Outros Declaragcao_Compromisso_Pesquisador| 04/08/2014 Aceito
es.pdf 16:49:16
Outros Declaracéo_Uso_Especifico.pdf 04/08/2014 Aceito
16:49:03
Outros Declaracdo_Tornar_Publico_Resultados| 04/08/2014 Aceito
.pdf 16:48:53
Outros Termo_Confidencialidade.pdf 04/08/2014 Aceito
16:48:41
Outros Concordancia_PUCPR.pdf 04/08/2014 Aceito
16:48:23
Outros Concordancia_ UHHO_ HCUFPR.pdf 04/08/2014 Aceito
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Outros Concordancia_ UHHO_ HCUFPR.pdf 16:48:16 Aceito

Outros Carta_Encaminhamento_Pesquisador.p | 04/08/2014 Aceito
df 16:47:31

Projeto Detalhado / |Projeto_Vaneuza_Funke Julho 2014.pd| 22/07/2014 Aceito

Brochura f 11:52:21

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_Receptor_CTM.doc 06/06/2014 Aceito

Assentimento / 16:54:49

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE doador MO.doc 06/06/2014 Aceito

Assentimento / 16:54:36

Justificativa de

Auséncia

Outros Convénio 180.2014.pdf 06/06/2014 Aceito

16:54:09

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Prado Velho
UF: PR

Telefone:

Municipio:
(41)3271-2103

CURITIBA, 27 de Agosto de 2020

Assinado por:

Ana Carla Efing
(Coordenador(a))

Rua Imaculada Concei¢éo 1155

CEP: 80.215-901
CURITIBA

Fax: (41)3271-2103 E-mail:

nep@pucpr.br
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