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RESUMO

Flores, Mattos Sibelle. Criopreservacdo de Células-Tronco Hematopoéticas do Sangue
Periférico — Impacto sobre a Recupera¢do Celular e Hematopoética no Transplante Autdlogo.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Médicas)-Curso de Po6s-Graduacdo em Clinica Médica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

No Transplante Autologo, as Celulas-Tronco Hematopoéticas (CTHs) sdo mantidas
criopreservadas até o momento da reinfusdo. O volume de produto congelado influencia no
custo do procedimento e na quantidade de agente crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSO)
infundido. A infusdo de grande volume de material criopreservado aumenta a toxicidade
relativa ao DMSO. A reducdo do volume final do produto criopreservado com consequente
aumento da concentracdo celular tem sido proposta como alternativa para contornar estas
limitaces. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do numero de células
criopreservadas na recuperacdo dos progenitores hematopoéticos, apos o congelamento, e a
cinética da recuperacdo hematopoética nos pacientes transplantados. Desta forma, foram
comparados dois protocolos utilizados na criopreservacdo de CTHs: protocolo A
(1x108cél./mL) e protocolo B (2x10%cél./mL). Foram analisados 419 produtos de leucaféreses,
280 criopreservados com protocolo A e 139 criopreservados com protocolo B, quanto a
recuperacdo da viabilidade celular e dos progenitores CFU-GM (Unidade Formadora de
Colbnia-Granulocitos e Macrdofago, do inglés Colony Forming Units-Granulocyte-
Macrophage). Duzentos e setenta e cinco pacientes que tiveram os produtos de leucaféreses
criopreservados com o protocolo A (Grupo A; 173 pacientes) ou protocolo B (Grupo B; 102
pacientes) foram estudados quanto a cinética da recuperacdo hematopoética, apds o
transplante autélogo com células mobilizadas para o sangue periférico. N&o foi observado

prejuizo na recuperacdo da viabilidade celular ou dos progenitores CFU-GM nos produtos



criopreservados com protocolo B, quando comparados com os produtos criopreservados com
protocolo A. O tempo mediano para recuperacao dos neutrofilos e recuperacdo das plaquetas
nos Grupos A e B foram 11 e 11 dias, p=0,01; 12 e 12 dias, p=0,73, respectivamente.
Somente a concentracdo de células CD34" x10%/Kg e CFU-GM x10*Kg foram fatores
influente na velocidade de recuperacdo hematopoiética, apds andlise de regressdo
multivariada. A criopreservacao de produtos de leucaféreses de CTHSs, mobilizadas para o SP,
com a concentracdo celular de 2,0 x10® células/mL n&o prejudica a recuperacdo celular nem a
recuperacdo hematopoética no transplante autélogo, quando comparada com o congelamento

com concentraco celular de 1,0 x10® células/mL.

Palavras-chave: Células-Tronco Hemapoéticas, Criopreservacdo, Transplante autélogo



ABSTRACT

Hematopoietic Stem Cells (HSC) are cryopreserved until the time of infusion in
autologous transplantation. The volume of frozen autograft product impacts the cost of the
processing and the amount of agent cryoprotector dimethylsulfoxide (DMSO) infused. The
infusion of large amount of cryopreserved product increases the risk of complications
associated with the infusion of DMSO. As an alternative for these limitations has been
proposed the decrease in volume of cryopreserved product so freezing the cells at higher
cellular concentrations. The aim of this study was to evaluate the influence of cell
concentrations during cryopreservation on recovery of hematopoietic progenitors and the
kinetics of hematopoietic recovery of patients who underwent autologous transplantation.
Two protocols employed in the cryopreservation were compared evaluated: protocol A
(1x108cél. /mL) and protocol B (2x108cél. /mL). Four hundred and nineteen leukapheresis
products cryopreserved at protocol A (280 products) or B (139 products) were analyzed for
recovery of viability and recovery of CFU-GM (Colony Forming Units- Granulocyte-
Macrophage). Two hundred and seventy-five patients who had leukapheresis products
cryopreserved of the protocol A (group A, 173 patients) or protocol B (Group B, 102 patients)
were studied on the kinetics of hematopoietic recovery after autologous transplantation with
peripheral blood stem cell (PBSC). There were no significant differences in recovery of
viability or recovery of CFU-GM of cryopreserved products at protocols A and B. The time in
days to neutrophil recovery of > 500/uL and platelet recovery of > 20.000/uL in groups A and
B were 11 and 11, p=0, 01; 12 and 12, p=0, 73 respectively. In multivariate analyses only
CD34'x10° cell and CFU-GMx10* were influent in hematopoietic recovery. The
cryopreservation of PBPC at 2x10% cells / mL did not affect the cell recovery neither

hematopoietic recovery in autologous transplant.
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1 Introducéo

A quimioterapia em altas doses seguida de transplante autélogo de Células-Tronco
Hematopoéticas (CTHSs) tem sido utilizada no tratamento de pacientes com doengas onco-
hematoldgicas como leucemia, linfoma, mieloma e tumores sélidos (HOLOWIECKI, 2008).
A intensificacdo das doses de quimioterapia contribui de forma decisiva para um melhor
controle de diversas doencas malignas. No entanto, esta terapia é toxica para as células em
proliferacdo como as CTHSs e seus progenitores (DEVETTEN & ARMITAGE, 2007). A
mielossupressdo causada pela intensificacdo dos quimioterapicos expde 0s pacientes a
complicacdes infecciosas por vezes fatais (ZUCCOTTI et al. 2005). O tempo para a
recuperacdo hematopoética e o controle das complicacfes sdo fatores que diminuem o risco
de morte ocasionada por esta terapia (VOSE & ARMITAGE, 1995). A quantidade de células
viaveis e os diferentes tipos celulares transplantados sdo influentes na recuperacdo
hematopoética apds o transplante (BENDER et al. 1994).

Os primeiros transplantes autologos utilizaram como fonte de CTHs a Medula Ossea
(MO). A coleta nesta fonte e feita em Centro Cirurgico, onde o paciente é submetido a
anestesia geral e as células sdo colhidas por multiplas aspiracdes da MO da crista iliaca
superior (PAMPHILON, 2004). A descoberta que as citocinas ou fatores de crescimento
mobilizam as CTHSs e Progenitoras para o sangue periférico (SP) propiciou a utilizacdo do SP
como fonte de CTHs para transplante (KROSCHINSKY et al. 2008). A combinacdo de
agente quimioterapico e citocinas como o G-CSF (fator estimulante de col6nias de
granuldcitos, do inglés Granulocyte colony- stimulating factor) e o GM-CSF (fator
estimulante de col6nias de granulocitos e macréfagos, do inglés Granulocyte-Macrophage
colony- stimulating factor) potencializa a mobilizacdo de CTHs para o0 SP (NERVI et al.,
2006). A coleta destas células nesta fonte pode ser realizada por acesso venoso duplo

utilizando aparelho de leucaférese ou separador de células com fluxo continuo (JANSEN et
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al., 2005). Além da vantagem de uma obtencdo menos traumatica, por meio de aparelhos de
leucaférese e acesso venoso, a quantidade de CTHSs obtidas apds mobilizacdo é superior a
obtida pelo puncionamento direto da MO (ARSLAN & MOOG, 2007).

No transplante autdlogo, a criopreservacdo e a estocagem das CTHs sdo necessarias
para utilizacdo ap0Os a terapia de condicionamento com quimioterapia em altas doses de.
Assim, o conhecimento dos mecanismos fisico-quimicos que ocorrem durante o
congelamento e descongelamento é de suma importancia para manter-se a estrutura e a
integridade funcional das células e tecidos congelados (MERYMAN, 2007).

A utilizagdo de protocolos que utilizam crioprotetores e controle da temperatura de
congelamento visa diminuir perdas celulares por mudancas de temperatura inerentes ao
processo de congelamento (PEGG, 2006). Entre os fatores que afetam a eficacia da
criopreservacdo destacam-se a velocidade do congelamento, a concentragdo do agente
crioprotetor, o controle da temperatura durante a adicdo do agente crioprotetor e a
concentracéo celular (PAMPHILON, 2004).

Os efeitos crioprotetores do Dimetilsulfoxido (DMSQO) foram propostos por Lovelock
e Bishop em 1959. A maior vantagem deste agente, em relacdo a outros crioprotetores, € a
capacidade de difusdo réapida para o interior das células e a baixa toxicidade celular, porém
efeitos clinicos tais como: nausea, vdmito, cdlica, diarréia, arritmia, hipertensdo sao
observados e proporcionais & dose de DMSO administrada durante o transplante (WINDRUM
et al., 2005). A proporcao de DMSO mais utilizada nos protocolos de criopreservacdo é 10%
do volume total do material a ser reinfundido (WINDRUM et al., 2005). Protocolos que
visam a diminuicdo da quantidade de DMSO reinfundida tém sido testados, e tém importante

aplicabilidade em pacientes pediatricos (CURCOY et al., 2002).

Os protocolos de criopreservacdo das CTHs obtidas da MO utilizam a concentragao

celular maxima de 2x10" céls/mL (BAKKEN, 2006). A criopreservacdo das células
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mobilizadas do SP com estes protocolos resultaria em grande volume do produto final e
proporcionalmente de DMSO a ser infundido (BAKKEN, 2006). A reducéo do volume final
do produto criopreservado com consequente aumento da concentracdo celular tem sido
proposta como alternativa para contornar estas limitagdes (ROWLEY et al., 1994,
PERSEGHIN et at. 1997; KAWANO et al., 2004; CABEZUDO et al. 2000 e MARTIN-
HENAO et al., 2005). No entanto, poucas instituicbes que realizam a criopreservacdo de
células para transplante estudaram os efeitos do aumento da concentracdo sobre a recuperacao
celular e a cinética da recuperacdo hematopoética em pacientes transplantados (ROWLEY et
al.,, 1994; PERSEGHIN et at. 1997; KAWANO et al., 2004; CABEZUDO et al. 2000 e
MARTIN-HENAO et al., 2005). As diferentes metodologias empregadas nestes estudos tém

como consequéncia a falta de comparabilidade entre os resultados propostos.

Apesar da falta de padronizacao dos protocolos de criopreservacao utilizados, diversos
Centros de Transplante do Mundo realizam a criopreservacdo com a concentracdo celular de
2x10% células/mL e 10% de DMSO (WINDRUM et al. 2005). Estes fatos, associados &
necessidade de avaliacdo das mudancas ocorridas nos protocolos de criopreservacdo da nossa

Instituicdo, motivaram a realizacdo do presente estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células-Tronco

As Células-Troncos (CTs) sdo definidas como células indiferenciadas e néo-
especializadas que sdo capazes de multiplicarem-se mantendo as mesmas caracteristicas por
longos periodos, mas, diante de estimulos especificos, podem diferenciar-se em células
maduras e funcionais dos tecidos (BISWAS & HUTCHINS, 2007). A principal caracteristica
destas células é a divisdo celular assimétrica, ou seja, uma divisao celular que ocorre a
producdo de células que se diferenciam e se especializam e células que retém as
caracteristicas originais das Células-Tronco permanecendo indiferenciadas (YAMASHITA,

2009).

O processo de divisdo celular das CTs é controlado por mecanismos génicos e esta
correlacionado com a necessidade fisioldgica tecidual. Os fatores extrinsecos, coordenados
pela interacdo da célula com o microambiente onde residem também exercem papel
fundamental na biologia destas células (MORRISON et al., 1997; SPRADLING et al., 2001).
O conhecimento e controle dos diversos mecanismos génicos podem ser aplicados com
finalidade terapéutica (SHERLEY, 2002; LEE et al., 2003; SRIVASTAVA et al., 2008;
FOYGEL et al. 2008; ASSOU et al., 2009).

As CTs sdo definidas como: totipotente, pluripotente e tecido-especifica. As CTs
totipotentes podem originar todos os tecidos fetais. As CTs pluripotentes podem originar
todos os tecidos de um individuo adulto. As CTs tecido especificas sdo obtidas de um tecido
adulto e tem a capacidade de diferenciar-se nas células deste tecido (ZAGO, 2007; BAJADA

et al., 2008).
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2.1.1 Células-Tronco embrionarias

As CTs embrionarias sdo células capazes de formar os trés folhetos germinativos do
embrido formando os diferentes tipos de tecidos de um individuo adulto sendo assim, sé@o
definidas células pluripotentes. S&o obtidas da massa celular interna do embrido mamifero no
estagio de blastocisto no quarto ou quinto dia apds a fecundacdo (BISWAS & HUTCHINS,

2007; FOYGEL et al., 2008).

As primeiras linhagens de CTs embrionarias humanas foram isoladas de embrides
frescos e congelados doados, através de consentimento informado, e cultivados até a fase de
blastocisto (THOMSON et al., 1998). A capacidade dessas células de se multiplicar em
cultura sem perder o estado indiferenciado, assim como a possibilidade de induzir sua
diferenciacdo em tipos celulares especificos, caracteriza-as como células embrionérias e
tornou-as uma promissora fonte de tecidos para transplante e de modelos para estudo do
processo de diferenciacao destas células nos tecidos adultos. (KELLER, 1995; MCDONALD
etal., 1999; KAUFMAN et al., 2001; LUMELSKY et al., 2001; ZHANG & PASUMARTHI,

2008).

2.1.2 Células-Tronco adultas

As CTs adultas possuem a capacidade de diferenciacéo celular mais limitada do que as
CTs embrionarias. Sdo capazes de diferenciar-se em células especializadas do tecido do qual
derivam, sendo responsaveis pela remodelacdo, manutencdo da integridade e pelo reparo de
tecidos especificos. S&o assim denominadas Multipotentes. (BAJADA et al., 2008).

A maioria dos tecidos adultos possui células com capacidade de multiplicar-se,
diferenciando-se naquele tecido a que pertencem e ao mesmo tempo mantendo esta prépria

reserva de células indiferenciadas (MARSHMAN et al., 2002). Apesar das CTs adultas,
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identificadas até o momento, ndo serem classificadas como pluripotentes, algumas células
isoladas de tecidos adultos possuem capacidade de diferenciacdo mais ampla como as CTs

mesenquimais (PITTENGER et al., 1999; DA SILVA MEIRELLES et al., 2006).

2.2 Células-Tronco Hematopoéticas

As Células-Tronco Hematopoéticas sao CTs adultas capazes de auto-renovacao e de
darem origem a todas as células especializadas do Sangue Periférico (MORRISON et al.,
1995). O conceito de existéncia das Células-Tronco Hematopoéticas (CTHs) multipotentes
originou-se dos estudos, feitos em meados do século XX em camundongos irradiados, onde se
observou que a protecdo do baco (tecido hematopoético) contra os efeitos radioativos garantia
a producdo das células sanguineas (JACOBSON et al., 1949). Posteriormente, Till &
McCulloch demonstraram a capacidade das CTHs de formarem coldnias esplénicas, contendo
células do sangue, ao injetarem uma Unica CTH em camundongos irradiados que tiveram o
baco previamente protegido (TILL & MCCULLOCH, 1961). Desde entdo, técnicas
laboratoriais, baseadas em culturas celulares, foram desenvolvidas para a caracterizacdo das
CTHs e Progenitoras. O ensaio de células iniciadoras de cultura a longo prazo (long term
culture-initiating cells, LTC-IC) e de CFU-GM (Unidade Formadora de Colbnia —
Granulécitos e Macrofago, do inglés Colony Forming Units- Granulocyte-Macrophage) sdo

exemplos destes ensaios (METCALF, 1977; SUTHERLAND et al. 1990).

A expressdo de fenotipos de familias de receptores celulares e antigenos, presentes na
membrana celular, tém sido estudados com o objetivo de identificagdo e localizagdo das
CTHs (KIEL et al., 2005; WAGERS, 2005). Alguns marcadores de superficie tém sido
utilizados para identificagdo das CTHs humanas, que pode ser definido como CD34", Lin’,

CD38"" Thyl" (BAUM et al. 1992; MORRISON et al., 1995, PASSEGUE et al. 2003). O
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antigeno CD34, presente na membrana celular e responsavel pela adesdo celular, € uma
glicoproteina que tem um importante papel como marcador fenétipo (SUTHERLAND et al.,
1993). O conjunto de quatorze proteina de superficie que sdo encontrados nas células maduras
é definido como Marcadores para Linhagem (Lin). O antigeno CD38 é uma glicoproteina
presente em progenitores maduros, linfécitos B, T e NK com importante papel na adeséo
celular e regulacdo do célcio intracelular. A proteina CD90 (Thy) presente nas CTHSs, nas
células mesenquimais, proé-timacitos, células NK entre outras células tem importante papel na

interacdo e adesdo entre as células e co-estimulacao de linfocitos T (COVAS, 2007).

2.2.1 Ontogenia

Os sitios de producdo hematopoética mudam durante a ontogenia dos vertebrados
(CUMANO & GODIN, 2001). As ilhotas sanguineas do saco vitelino extra-embrionarios séo
as primeiras regibes hematopoéticas do embrido humano. Enquanto a regido da
esplancnopleura é o primeiro sitio intra-embrionario (CUMANO & GODIN, 2001). A
producdo hematopoética no saco vitelino ocorre a partir do 16° dia e na regido do
esplancnopleura por volta de 25° dia de vida. As CTHs destes dois sitios possuem
caracteristicas diferentes em relacdo a capacidade de auto-renovacdo e multipotencialidade
(CUMANO & GODIN, 2001). O figado fetal passa a receber as CTHs destes dois sitios por
volta de 30° dia de vida e torna-se o principal érgdo produtor das células sanguineas,
enquanto o primoérdio do timo comeca a producdo de linfocitos T (TAVIAN et at. 1999).
Durante a gestacdo a producdo hepatica regride mudando o sitio de producdo para o bago e
finalmente para a Medula Ossea (MO). Ap6s 0 nascimento, a MO se torna o principal sitio de

localizacéo e producéo das células sanguineas (GODIN & CUMANO, 2002).
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2.2.2 Microambiente Medular

A MO é composta por dois sistemas que produzem linhagens de células distintas: o
sistema hematopoético e o tecido conectivo (estromal) que oferece suporte, e estd associado
ao sistema hematopoético (Figura 1). A interacdo destas duas linhagens proporciona a
formagé@o de microambientes celulares (nichos) que promovem o processo de diferenciagdo
das CTHs. Estes microambientes sdo regulados pela interacdo direta das células e por fatores
de crescimento, citocinas e quimiocinas, que sdo produzidos por varias células
hematopoéticas e ndo hematopoéticas (JANOWSKA-WIECZOREK et al. 2001).

Alguns estudos demonstram a relacdo do nicho ocupado pelas CTs e 0 seu
comportamento (FUCHS et at., 2004; SUDA et at.,, 2005). Embora a maioria das CTHs
apresenta-se localizadas proxima a regido endosteal, algumas CTHSs associam-se ao endotélio
sinusoidal demonstrando a ocupacgédo de mais de um nicho em um mesmo tecido (KIEL et al.
2005; ADAMS & SCADDEN, 2006; MORRISON & SPRADLING, 2008). A organizacdo da
MO demonstra que 0 processo ontogénico das CTHs ocorre devido a formacdo de
microambientes e explica a ativacdo de sitios extra medulares em condicdes fisiologicas

anormais (MORRISON & SPRADLING, 2008).
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Figura 1. Célula—Tronco Hematopoética e a interacdo com

microambiente medular: O quadro ampliado mostra um fragmento medular
de o0sso longo e a interacdo entre células estromais, células do tecido 0sseo e
celulas hematopoéticas. Processo de diferenciacdo/ proliferacdo (modelo
hierarquico) das CTHs pode ser visualizado, de forma resumida, na parte
superior da figura (KIRSCHSTEIN & SKIRBOLL, 2001- modificado).
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2.2.3 Hematopoese

O processo de diferenciagdo das CTHs em linhagens de células maduras e
diferenciadas (eritrécitos, neutrofilos, eosinofilos, baséfilos, mondcitos linfocitos B, T e NK)
é definido como hematopoese. Em um adulto normalmente sdo produzidos bilhdes de células
sanguineas diariamente (MORRISON et al., 1995). O modelo hierdrquico (Figura 2) explica
0 processo de diferenciacdo das CTHs.

As CTHs, ao realizarem divisdo celular, originam uma célula indiferenciada (auto-
renovacao), igual a CTH, e uma célula progenitora capaz de formar as células sanguineas. As
Células Progenitoras (CPs) sdo células derivadas da CTH que se encontram comprometidas
com o processo de diferenciagdo celular, porém possuem capacidade de auto-renovacao
reduzida em relacdo as CTHs. As Células Precursoras, derivadas das CP, sdo reconhecidas
pelas caracteristicas morfoldgicas, possuem baixa capacidade de auto-renovacdo e elevada
atividade mitotica produzindo as células maduras do SP (MINTZ et al.1984; LEMISCHKA et
al. 1986).

A demonstragdo que as CTHs entram no ciclo de diviséo celular, podendo retornar ou
ndo ao estado de quiescéncia, e a interacdo complexa destas células com o microambiente
celular que as envolve tem sido investigada (CHESHIER et al. 1999; GOTHOT et al. 1998;
SUMMERS et al., 2001). Assim, propde-se que a combinacao de fatores reguladores externos
e alteragdes fenotipicas, que ocorre durante a fase do ciclo de divisdo da CTH, permitam a
sobrevivéncia ou ndo da célula, mantenha ou ndo o estado de repouso, ou permita a

diferenciacéo celular (QUESENBERRY et al., 2002; COLVIN et al. 2004).
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Figura 2. Hierarquia do Sistema Hematopoético. As células sanguineas
maduras surgem de um precursor comum (Célula-Tronco Hematopoética),
atraves de varias etapas de maturacdo. A CTH possui capacidade de auto-
renovacdo, esta capacidade é perdida ao longo do processo de diferenciacdo.
CPM= Célula Progenitora Mieldide; CPL=Célula Progenitora Linfoide origina
as Células Dendriticas, Linfécitos T, B e NK; PME= Progenitores
Megacariocitos/Eritrocitos origina Megacaridcitos, Eritrocitos e Plaquetas;
PGM=  Progenitores  Granulocitos/Monocitos  origina  Granulécitos,
Monocitos/Macrofagos; Ambos CPM e CPL dar origem a Célula Dendritica
(PASSEGUE et al. 2003- modificado).



26

2.3 Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas

As consequéncias do efeito da irradiacdo nuclear, durante os ataques da Segunda
Guerra Mundial, atingiram um grande nimero da populacdo das cidades de Hiroshima e
Nagasaki. Entre os efeitos da irradiacdo nuclear destaca-se a aplasia medular. Assim, surgiu o
interesse pelo transplante de MO como opcéo terapéutica para o tratamento das vitimas com
aplasia e disfungdes medulares (PERRY & LINCH, 1996). Posteriormente, os experimentos
de Jacobson et al. demonstraram que nos camundongos, em que 0 bago foi protegido, a
reconstituicdo hematopoética ocorreu mesmo apds a exposi¢cdo a irradiacdo ionizante em
doses letais (JACOBSON et al., 1949). Alguns anos depois, Lorenz et al. demonstraram que
esta protecdo também ocorria quando se infundia MO por via intravenosa (LORENZ et al.,
1951). Na década de 50, Thomas et al. descreveram o transplante com CTHSs e progenitoras
da MO (THOMAS et al, 1957). Desde entdo esta modalidade terapéutica vém sendo
empregada na recuperacdo hematopoética, apos tratamento com quimioterapia em altas doses,
de pacientes com diversas patologias oncologicas (VOSE & ARMITAGE, 1993;
LUCIDARME et al., 1998; SUREDA et al., 2001; HAHN et al., 2003; SPECCHIA et al.
2006; ATTAL & HAROUSSEAU, 2007; MEHTA & SINGHAL, 2008).

O transplante é classificado de acordo com o tipo de doador em: aut6logo, alogénico,
singénico e xenogénico (RIFON, 2006). O transplante autélogo consiste em extrair e
criopreservar as CTHs e progenitoras do préprio paciente e reinfundi-las apdés o
condicionamento com quimioterapia em altas doses (RIFON, 2006). No transplante alogénico
o0 doador é um individuo da mesma espécie com diferencas genéticas em relacdo ao receptor,
porém com compatibilidade parcial do complexo de histocompatibilidade maior. O
Transplante singénico é considerado um tipo de transplante alogénico entre irmdos gémeos
univitelinos (RIFON, 2006). No transplante xenogénico o doador e o receptor nio sio da

mesma espécie.
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O Center for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) estima
que cerca de 50.000 transplantes de CTHs séo realizados, anualmente, no mundo. Trinta por
cento destes transplantes ocorrem na Ameérica do Norte, Figura 3. Dados do European Group
for Blood and Marrow Transplantation (EBMT), no ano de 2007, estimam que 0 numero de
transplantes de CTHs realizados na Europa, anualmente, é aproximadamente 23.500, sendo
9012 alogénicos e 14.524 aut6logos (HOLOWIECKI, 2008).

A opcdo pela terapia com transplante e o tipo de transplante a ser usado depende da
doenca de base, resposta da doenca ao tratamento com quimioterapicos e ou radioterapia,
idade do paciente, presenca de comorbidades e a possibilidade de doador (HOLOWIECKI,
2008). Entre as complicagdes mais importantes deste procedimento destacam-se a aplasia
medular, a toxicidade dos regimes de condicionamento, em especial a toxicidade
gastrointestinal, a toxicidade dos agentes crioprotetores, as infec¢bes por microorganismos e a
doenca do enxerto versus hospedeiro (RIFON, 2006). O controle destas complicacdes tem
diminuido a mortalidade deste procedimento contribuindo para a evolugdo terapéutica do

transplante de CTHs (NUCCI et al., 2003).
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Figura 3. Indicagbes para o Transplante com Células-Tronco

Hematopoética na Ameérica do Norte, 2005. LNH =: Linfoma N&o-
Hodgkin; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LH: Linfoma de Hodgkin; LLA:
Leucemia Linféide Aguda; MDS: Mielodisplasia; LMC: Leucemia Mieloide
Cronica. Centro de Estatistica do CIBMTR (Center for International Blood and
Marrow Transplant Research disponivel no site:
http:<//www.marrow.org/PHYSICIAN/Tx_Indications_Timing_Referral/Diseas
es_Treatable_by HCT/index.html >>. acessado em: 10 de maio de 2009.
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2.4 Fontes de Células-Tronco Hematopoética

As CTHs séo raras e ap6s 0 nascimento, estas células localizam-se, preferencialmente,
na MO (GODIN & CUMANO, 2002). No estado basal, o nimero de CTHs no Sangue
Periférico (SP) é muito menor do que o encontrado na MO, porém, 0 uso de agentes
mobilizadores aumenta o nimero de CTHs em circulacdo (HOHAUS et al. 1998). O sangue
do corddo umbilical também tem sido utilizado como fonte destas células. A comprovacao da
presenca das CTHs no sangue de corddo umbilical e a capacidade destas células em
reconstituir o sistema hematologico de pacientes com neoplasias hematoldgicas possibilitaram
0 uso do sangue de cordao umbilical para transplante em diversas patologias (BROXMEYER
et al., 1989; GLUCKMAN et al., 1989; HAYLOCK & NILSSON, 2007; GLUCKMAN &

ROCHA, 2009).

2.4.1 Células-Tronco e Progenitoras da Medula Ossea

Os primeiros transplantes utilizaram como fonte de CTHs a MO. A coleta nesta fonte
¢ feita em Centro Cirdrgico, onde o paciente é submetido a anestesia geral e as células sdo
colhidas por multiplas aspiracfes da MO da crista iliaca superior (PAMPHILON, 2004). O
volume de células colhido ¢é de cerca de 20 mL por kilograma (Kg) do doador. A quantidade
de células colhidas é variavel, no entanto, estudos anteriores estimam que seja necessario no
minimo 2x10° células CD34" por Kg do receptor para a recuperagdo hematopoética completa,

apos a reinfusdo das células colhidas (PAMPHILON, 2004).
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2.4.2 Células-Tronco e Progenitoras Mobilizadas para o Sangue Periférico

A utilizacdo do sangue periférico como fonte de CTHs para transplante foi
considerado um avango na terapia com transplante (KESSINGER & ARMITAGE, 1991;
WATANABE et al. 1997; DEMIRER et al. 1999; JANSEN et al. 2002). A descoberta que as
citocinas ou fatores de crescimento mobilizam as CTHSs e Progenitoras para o SP propiciou a
producdo de formas recombinantes destes fatores (KROSCHINSKY et al. 2008). A
administracdo de agente quimioterdpico e citocinas como o G-CSF (fator estimulante de
colbnias de granuldcitos, do inglés Granulocyte colony- stimulating factor) e o GM-CSF
(fator estimulante de coldnias de granulécitos e macrofagos, do inglés Granulocyte-
Macrophage colony- stimulating factor) potencializa a mobilizacdo de CTHs para o SP,
porém, aumenta o risco de neutropenia, infeccdo e custo com a hospitalizacdo (NERVI et al.,

2006; ARSLAN & MOOG, 2007).

A coleta destas células pode ser realizada por acesso venoso duplo utilizando aparelho
de leucaférese ou separador de células com fluxo continuo (NOROL et al. 1993). Além da
vantagem de uma obtencdo menos traumatica, por meio de aparelhos de leucaférese e acesso
venoso, a quantidade de CTHs obtidas ap6s mobilizacdo € superior a obtida pelo

puncionamento direto da MO (MOOG, 2004; ARSLAN & MOOG, 2007).

O antigeno de superficie CD34 tem sido utilizado com sucesso como parametro
preditor para recuperacdo hematopoética e inicio do procedimento de coleta (SIENA et al.,
1989; KROGER et al., 2000). A coleta das CTHs inicia-se apds a analise das células CD34"
do sangue periférico por citometria de fluxo (SUTHERLAND et al., 1996; GRATAMA et al.
1998). O objetivo é a coleta de no minimo 2x10° células CD34"/ Kg do receptor, em até trés
aféreses consecutivas, para a recuperacdo hematopoética completa apos a reinfusdo destas

células (MENDRONE et al., 2008). Mdhleo et al. analisaram a forte correlacéo entre o valor
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de células CD34"/uL do SP e a quantidade de células CD34"/Kg colhida no procedimento de
leucaferese. Os autores estimaram como necessario o nivel entre 10-30 CD34"/uL, no SP,
para alcancar a concentracdo de 2,5x10° células CD34"/Kg em trés leucéfereses (MOHLEO et

al., 1996).

2.5 Criopreservacao

Em determinadas situa¢Ges, como no transplante alogénico, as CTHs e progenitoras
podem se infundidas frescas. No transplante aut6logo a criopreservacdo e estocagem destas
células sdo necessarias para posterior utilizacdo. O conhecimento dos mecanismos fisico-
quimicos que ocorrem durante o congelamento e descongelamento é de suma importancia
para manter a estrutura e a integridade funcional das células e tecidos congelados
(MERYMAN, 2007).

A lesédo celular induzida no congelamento se explica pela formacdo de cristais gelo,
recristalizacéo, vitrificacdo e pelo crescimento de cristal de gelo intra e extracelular que
ocorrem em diferentes temperaturas durante o congelamento. Estes eventos podem ocasionar
prejuizos as células por mecanismos diretos ou por intermédio do desequilibrio osmotico nos
meios intra e extracelular (SUMIDA, 2006). Se por um lado o congelamento lento predispde a
formacdo de cristais de gelo e o crescimento destes no meio extracelular ocasionando o
desequilibrio osmético entre os meios intra e extracelular, por outro, o congelamento rapido
propicia a formacdo de gelo intracelular que também é prejudicial a célula (PEGG, 2006).

A relacdo entre a velocidade de congelamento e os eventos que ocorrem durante a
criopreservacdo foram postulados por Leibo e Mazur em 1971. EquacbGes foram
desenvolvidas para descrever a cinética de movimentagdo da &gua nos meios intra e
extracelular, permitindo predizer a probabilidade do congelamento intracelular para cada tipo

celular em funcéo da velocidade de congelamento (MAZUR, 1984).
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O processo de criopreservacdo é composto por etapas como: Coleta das CTHs da MO
ou SP; Adicdo de crioprotetores; Congelamento; Controle da viabilidade; Estocagem;
Descongelamento e Reinfusdo (BERZ et al., 2007). A Figura 4 ilustra as diversas etapas do

processo de criopreservacdo das CTHs.

Entre os fatores que afetam a eficacia da criopreservagdo destacam-se a velocidade do
congelamento, a concentracdo do agente crioprotetor, o controle da temperatura durante a
adicdo do agente crioprotetor com as células e o aumento da concentragdo celular

(PAMPHILON, 2004).

A utilizagdo de protocolos que utilizam crioprotetores e controle da temperatura de
congelamento visa diminuir as perdas celulares por mudangas de temperatura inerentes ao

processo de congelamento (PEGG, 2006).

A estocagem das CTHSs congeladas pode ser realizada em refrigerador mecénico a -
80°C ou em tanques com nitrogénio liquido & -196 °C. (GALMES et al. 1999). O tempo que
as CTHs podem ser estocadas, sem prejuizos para a viabilidade, é desconhecido. No entanto,
estudos demonstram que a estocagem em nitrogénio liquido propicia um maior tempo de
estocagem sem afetar a qualidade das CTHs (PEREZ-OTEYZA et al., 1998; KOBYLKA et
al. 1998; DONNENBERG et al., 2002; BROXMEYER et al., 2003). O descongelamento das
celulas é realizado em banho de imersdo a 37°C. A reinfusdo destas células ocorre,

imediatamente, apds o descongelamento (ROLLIG et al. 2002).

Alguns ensaios tém sido empregados como fator preditor do potencial de recuperagédo
hematopoética como: a viabilidade celular, o ensaio de clonogenicidade (CFU-GM), a
contagem de células nucleadas, a contagem de células mononucleares e a contagem de células
CD34" (FIETZ et al. 2002; FEUGIER et al. 2003; XIAO & DOOLEY, 2003; YANG et al.

2005).
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A manipulacdo das células em ambiente estéril, dentro de procedimentos e normas
regulamentados visa diminuir a contaminacdo microbiana durante a criopreservacdo. A
avaliacdo de testes de hemocultura durante as etapas do procedimento de criopreservacao é de
suma importancia para diminuir o risco de infeccdo no periodo de recuperagdo hematopoética

apos o transplante (BERZ et al., 2007).

Apbs a reinfusdo das CTHs e durante a recuperacdo hematopoética, alguns
procedimentos e cuidados dos profissionais da salde sdo necessarios. A administracdo de G-
CSF para a aceleracdo da recuperacdo hematopoética, a administracdo de antibioticoterapia
preventiva e a transfusdo de hemocomponentes para controle da anemia e plaquetopenia visa
a diminuir o risco de mortalidade ocasionada pelo tratamento com quimioterapia em altas
doses e transplante autélogo (NUCCI et al., 1997; DE AZEVEDO et al., 2002; SAUER-

HEILBORN et al., 2004).

Ensaio de viabilidade e CFU-GM

Coleta Criopreservacao  Estocagem

Ensaiode viabilidade e CFU-GM

Reinfusao  Descongelamento

Figura 4. Etapas do Processo de Criopreservacdo das CTHs.
CTHs: Células-Tronco Hematopoéticas; CFU-GM: Unidade Formadora
de Coldnia Granuldcitos e Macrofago.
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2.6 Crioprotetores

O desequilibrio osmotico tem como consequéncias a lesdo da membrana celular e por
vezes a ruptura e morte celular. Os agentes crioprotetores aumentam a concentragéo de soluto
e reduzem as diferencas de osmolaridade, protegendo as células dos efeitos deletérios do
desequilibrio osmatico entre os meios intra e extracelular (MERYMAN, 2007).

Os efeitos crioprotetores do Dimetilsulfoxido (DMSO) foram propostos por Lovelock
e Bishop (LOVELOCK & BISHOP, 1959). A maior vantagem deste agente é a capacidade de
difusdo rapida para o interior das células e a baixa toxicidade celular, embora efeitos clinicos
tais como; nausea, vOmito, cdlica, diarréia, arritmia, hipertensdo sdo observados e
proporcionais a dose de DMSO administrada durante o transplante (ALESSANDRINO et al.,
1999; ZENHAUSERN et al., 2000; BENEKLI et al., 2000; WINDRUM & MORRIS, 2003).

A proporcdo de DMSO usado nos protocolos de criopreservacdo é 10% do volume
total do material a ser infundido. Protocolos que visam a diminuicdo da quantidade de DMSO
infundida tém sido testados, e tém importante aplicabilidade em pacientes pediatricos
(CURCOY et al., 2002; AKKOK et al. 2009). Estudos avaliam o uso de menor concentragio
de DMSO em combinacdo com outros crioprotetores como o hidroxietilamido, do inglés
hidroxietil starch (HES) (STIFF et al., 1987; HALLE et al., 2001; ABRAHAMSEN et al.,

2002; IANNALFI, et al. 2007; AKKOK et al., 2008).

2.7 Concentracéo Celular

A quantidade de CTHs obtidas apds mobilizacdo € superior & obtida pelo
puncionamento direto da MO (MOOG, 2004; ARSLAN & MOOG, 2007). Os protocolos de
criopreservacdo das celulas obtidas da MO utilizam a concentracdo celular maxima de

0,2x10% céls./mL (BAKKEN, 2006). A concentracdo elevada da CTHs colhidas da MO
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resultaria no congelamento de uma Unica bolsa de sangue por conseqiiéncia aumentaria o
risco de perdas do material em situacfes ndo previstas como 0 rompimento ou quebra da bolsa
de congelamento. A criopreservacdo das células mobilizadas para o SP com a concentracdo
celular de 0,2x10° céls/mL resultaria em grande volume do produto final e
proporcionalmente do volume de DMSO a ser infundido. Apesar da falta de padronizacdo no
uso de protocolos de criopreservacdo de CTHs mobilizadas para o SP, a concentracdo celular
da até 2x10°® células/mL é utilizada por diversos Centros de Transplante do Mundo

(WINDRUM et al. 2005; BAKER, 2006).
2.7.1 Estudos com Concentracao Celular até 2x10° células/mL

Perseghin et al. avaliaram 23 produtos de leucaféreses, criopreservados até 2x10°
células/mL, quanto a recuperacdo da viabilidade celular e dos progenitores CFU-GM, CFU-
GEMM e BFU-E. Neste estudo, o congelamento das CTHs mobilizadas até a concentracédo
celular de 2x108 células/mL n&o prejudicou a viabilidade celular e nem da recuperacéo dos

progenitores CFU-GM, CFU-GEMM e BFU-E (PERSEGHIN et al. 1997).

Kawano et al. estudaram o efeito da concentracdo celular em protocolos que utilizam
5% de DMSO e congelamento rapido, em refrigeradores sem controle de temperatura de
congelamento. Dois protocolos de congelamento com concentragéo celular entre 0,2 a 0,5x10°
células/mL e 2x10® células/mL foram comparados quanto & viabilidade celular apés o
descongelamento, a recuperacdo dos progenitores CFU-GM e o tempo para a recuperagdo
hematopoética ap6s o transplante com CTHs mobilizadas para o SP. Os autores
demonstraram que a concentracdo celular de 2x10° células/mL n&o prejudica a viabilidade
celular, a recuperagdo dos progenitores CFU-GM e nem a recupera¢do hematopoética dos
pacientes, quando comparados com o protocolo com 0,2 a 0,5x10° células/mL (KAWANO et

al., 2004).
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2.7.2 Estudos com Concentracéo Celular acima de 2x10° células/mL

Na tentativa de diminuir os custos com o procedimento de criopreservacdo e a
toxicidade da infusdo de grande volume de DMSO, protocolos de criopreservacdo que
utilizam concentracéo celular alta tém sido avaliados.

O primeiro estudo avaliando o efeito do aumento da concentracdo celular durante a
criopreservacdo das CTHs foi publicado por Rowley et al. em 1994. Neste estudo, 108
produtos de leucaféreses, criopreservados com concentracio média de 3,7x10%células/mL
(0,4-8,0x10%células/mL) foram analisados quanto & viabilidede celular apés o
descongelamento e a recuperacdo da viabilidade celular e dos progenitores CFU-GM. Os
autores demonstraram ndo haver correlacdo estatisticamente significante entre 0 aumento da
concentracdo celular criopreservada, a viabilidade das células mononucleares apds o
descongelamento, a recuperacdo das células nucleadas, a recuperacdo dos progenitores CFU-
GM e a recuperacdo das células CD34". No mesmo estudo, os autores avaliaram o efeito do
aumento da concentracdo celular criopreservada em amostras obtidas de produtos de
leucaféreses, do mesmo paciente, concentradas de duas a vinte e quatro vezes. Os resultados
desta analise pareada demonstraram que o0 aumento da concentracao celular no congelamento
de CTHs prejudica a recuperacdo dos progenitores eritroides BFU-E (Explosdo/Surgimento
de Unidade Formadores-Eritrécitos). Pacientes que receberam transplante com produtos de
leucéfereses, criopreservados com concentracdo média de 3,8x10° células/mL, e pacientes que
receberam transplante de MO, com a concentracdo média de 0,71x10® células/mL foram
avaliados quanto ao tempo para recuperacdo dos neutrofilos e plaguetas apds transplante
autdlogo. O aumento da concentracdo celular criopreservada ndo demonstrou ter influéncia
para a recuperacao hematologica apo6s o transplante autdlogo (ROWLEY et al., 1994).

Cabezudo et al. realizaram um estudo compreendido em trés fases onde predominou a

analise pareada. Na primeira fase, dezenove produtos de leucaféreses foram observados
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quanto a viabilidade apds o descongelamento, a recuperacdo da viabilidade celular e da
capacidade clonogénica dos progenitores CFU-GM. Duas aliquotas foram retiradas de cada
produto de leucaféreses e criopreservadas em diferentes concentracdes com mediana de
0,94x10® células/mL e 2,91x10° células/mL, respectivamente. Na segunda fase do estudo, 21
produtos de leucaféreses foram criopreservados em diferentes concentraces com mediana de
0,90 x10® células/mL e 3,32 x10® células/mL e foi analisada quanto & viabilidade apés o
descongelamento, a recuperacdo da viabilidade celular e da capacidade clonogénica dos
progenitores CFU-GM. Os resultados do estudo demonstram que a alta concentracdo celular
no congelamento prejudica a recuperacdo da viabilidade celular, mas ndo prejudica a
capacidade clonogénica dos progenitores. Na terceira fase do estudo, o tempo para a
recuperacdo de granulécitos e plaquetas de dez pacientes que realizaram transplante autélogo
com os produtos de leucaféreses congelados com a mediana de 2,4x10° células/mL (1,5-4,7)
foi comparado com dez pacientes que receberam transplante com 1x10® células/ mL. O
aumento da concentracdo celular criopreservada ndo demonstrou ser influente para a

recuperacdo hematoldgica apos o transplante autélogo (CABEZUDO et al. 2000).

Martin-Henao et al. desenvolveram um estudo retrospectivo envolvendo a analise de
1065 produtos de leucaféreses obtidas de 450 pacientes. Dois protocolos, utilizados para o
congelamento da CTHs mobilizadas para o SP, foram avaliados quanto a viabilidade celular, a
recuperacdo da viabilidade celular e a capacidade clonogénica dos progenitores CFU-GM. A
mediana da concentracéo celular no protocolo A foi de 0,82x10° células/mL (0,12-1,56) e no
protocolo B foi de 1,56x108 células/mL (0,16-6,78). O protocolo B, com maior concentracio,
resultou em prejuizo a viabilidade celular e a capacidade clonogénica dos progenitores CFU-
GM. No entanto, a mediana do tempo para recuperacdo hematopoética ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos de pacientes que receberam transplante autélogo

com produtos criopreservados nos protocolos avaliados (MARTIN-HENAO et al. 2005).
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Tabela 1. Estudos publicados que avaliaram o efeito da concentracéo celular na recuperagao celular e hematopoética.

Autor Ano Nede CC Viab. Recuperacdo Recuperacdo Capacidade Recuperacéo
pacientes (Min.-Max.)  celular da dos Clonogénica in vivo
viabilidade progenitores
Rowley et al. 1994 88 3,8 NS NS* BFU-E# NA NS
=0,04
(0,4-8,0) P
Perseghin et al. 1997 NA 0,4-2,0 NS NA NS# NA NA
Cabezudo et al. 2000 10 0,9 p<0,01 p=0,02+ NA NS# NS
(0,45-0,92)
VS.
3,32
(1,71-5,82)
Kawano et al. 2003 86 0,2-0,5 NS NA NSt NA NS
VS.
2,0
Martin-Henao et al. 2005 450 0,82 p<0,01 NS+ NA p<0,01% NS
(0,12-1,56)
VS.
1,83
(0,16-6,78)

C. C.= Concentracdo Celular; Min. = Minimo; Max.= Maximo; Viab.= Viabilidade; Recup.=Recuperacdo; Recuperacéo in vivo = Recuperacdo de Neutrofilos
e Plaquetas; BFU-E= Explosdo/Surgimento de Unidade Formadores-Eritrécitos; NS= sem diferenca estatisticamente significativa; NA= Néo avaliado;

Capacidade Clonogénica= NUmero de coldnias de CFU-GM por células CD34" plaqueada; * citometria de fluxo; tMétodo azul de Trypan; ¥Células
cultivadas em metilcelulose e meio de Iscove’s Modificado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Principal

Verificar a influéncia da concentracéo celular criopreservada sobre a recuperagédo da
viabilidade celular, a recuperacdo dos progenitores CFU-GM e a cinética da recuperacéo

hematopoética no transplante autologo.

3.2 Secundarios

Comparar 0s pacientes envolvidos no estudo quanto as varidveis clinicas e do
transplante e avaliar a influéncia destas varidveis clinicas na recuperacdo celular e
hematopoética dos pacientes que receberam transplante autélogo.

Avaliar a correlagdo entre a dose de células CD34*x10%/Kg infundida e a recuperago
hematopoética.

Avaliar a correlacéo entre a dose de progenitores CFU-GM x10*/Kg infundida e a

recuperacdo hematopoética.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Populacédo de Estudo

Pacientes que realizaram terapia com transplante autdlogo de CTHs do Sangue

Periférico (SP), entre janeiro de 1999 e janeiro de 2007, foram selecionados para o estudo.

4.1.1 Critérios de Inclusao

Pacientes que realizaram terapia com transplante autdlogo de CTHs do Sangue
Periférico com produtos de leucaféreses criopreservados com a concentracio 1x10°

células/mL ou 2x108 células/mL.

Pacientes que realizaram mais de um transplante tiveram os dados analisados em
apenas um dos procedimentos.

A adocdo das concentragdes celular acima como critério de inclusdo foi baseado na
necessidade de avaliacdo de dois protocolos de criopreservacdo empregados pelo Servico de
Hematologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. Inicialmente, os produtos de
leucaféreses eram criopreservados com concentracio de 1x10° células/mL Posteriormente, a

concentracéo celular adotada para o congelamento passou a serem < 2x10° células/mL

4.1.2 Critérios de Exclusdo

* Produtos de leucaféreses criopreservados com concentracdo diferente dos protocolos
estudados.

 Transplante com produtos de leucaféreses criopreservados em mais de um dos

protocolos estudados.
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4.2 Desenho do Estudo

Este estudo retrospectivo foi conduzido no Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) - Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituico.

4.3 Mobilizacdo e Coleta de Células-Tronco e Progenitoras do SP

A mobilizagdo com G-CSF foi feita com 10mg/Kg/dia (duas ampolas de 300 mg/dia)
ou etoposideoa 2g/m? por quatro dias (500mg/m?/dia) ou ciclofosfamida 4g/m? (1g/m?/ dia em
dias alternados). A coleta das CTHs mobilizadas para o SP iniciou quando no minimo sete
células CD34"/uL foram observadas no SP. As células foram coletadas diariamente por meio
de um sistema de aférese com fluxo continuo (Cobe Spectra, Cobe BCT, Lakewood, CO,
USA) até a concentracdo minima de 2x10° células CD34*/Kg, necessaria para a reconstituicdo
hematopoética apos terapia. Durante uma coleta ou leucaféreses foi processado em média
quatro vezes o volume de sangue total do doador. Em média foram realizadas duas coletas por
doador em dias consecutivos. A solucdo de glicose e citrato (ACD- glicose monoidratada,
citrato de sodio diidratado e acido citrico anidro) foi utilizada como anticoagulante durante a

coleta.

4.4 Quimioterapia de Altas Doses

Pacientes com Linfoma de Hodgkin e Ndo — Hodgkin foram tratados com BEAM
(Carmustina, Etoposideo, Citarabina e Melfalan), CBV (Ciclofosfamida, Carmustina e
Etoposideo) ou CBV modificado. Pacientes com Mieloma Multiplo receberam Melfalan.
Pacientes com Leucemia Mieloide Aguda receberam Bu/Cy (Bussulfan e Ciclofosfamida).

Pacientes com tumor de células germinativas foram tratados com Ch/Vp (Carboplatina e
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Etoposideo) e um paciente com Sarcoma de Ewing recebeu Bussulfan e Melfalan. Os

esquemas de Condicionamento utilizados por doenca estdo descritos abaixo na Tabela 1.

Tabela 2. Regimes de Condicionamento.

Doenca de Base Regime de Descricéo
Condicionamento

Linfoma BCNU 300 mg/m® i.v. no dia -7, etoposideo

de Hodgkin BEAM 200 mg/m? i.v. diariamente dos dias -6 a -3,

citarabina 400mg i.v. diariamente dos dias -6 a
-3; melfalan 140 mg/m? i.v. no dia -2

ciclofosfamida 1500 mg/m? i.v. diariamente

_ CBV dos dias -6 a -3; BCNU 300 mg/m? i.v. no dia -
Linfoma doki 6, etoposideo 200 mg/m? i.v de 12/12 horas dos
Nao —Hodgkin dias -6 a -4, Mitexan 1000 mg/m?/dia,

divididos em 3 doses conjuntas com a
administracdo  da  ciclofosfamida  (-30
min./+4h/+8 horas), in bolus.
ciclofosfamida 1500 mg/m? i.v. diariamente
CBV modificado nos dias -6 a -3; BCNU 3(2)0 mg/m? i.v. no dia -
6, etoposideo 400 mg/m* i.v diariamente nos
dias -6 até -4
Mieloma Melfalan Melfalan 100mg/ m? i.v. diariamente nos dias -
Multiplo 3e-2
Leucemia Bu/Cy Bussulfam 4mg/Kg v.o. diariamente nos dias -7
Mieldide Aguda até -4; ciclofosfamida 60mg/Kg diariamente
nos dias -3 e -2
Tumor de Cb/Vp carboplatina 500mg/ m* i.v. diariamente nos
células dias -7, -5 e -3; etoposideo 400 mg/m? i.v.
germinativas diariamente nos dias -7, -5 e -3
Sarcoma de Bussulfan 224mg/m?i.v. diariamente nos dias -

Ewing 4 até -1; Melfalan 140mg/m? i.v. no dia -1.
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4.5 Criopreservacao

No periodo de tempo avaliado no estudo dois protocolos de criopreservacdo foram
empregados nesta Instituicdo. Inicialmente, os produtos de leucaféreses eram criopreservados
com concentracdo de 1x10° células/mL Posteriormente, a concentracdo celular adotada para o
congelamento passou a ser < 2x10° células/mL baseado na literatura cientifica e analises dos
produtos de leucafereses, criopreservados com esta concentragdo, quanto a recuperacdo da
viabilidade e dos progenitores CFU-GM. Em ambos o0s protocolos os demais procedimentos
para criopreservacao das CTHs foram os mesmos.

O material colhido, o qual ndo foi processado no mesmo dia, foi refrigerado a 4°C até
0 momento da criopreservagdo. O ajuste da concentragdo celular em 1x108 células/mL com
plasma autologo foi realizado quando a criopreservacdo foi iniciada no dia seguinte a coleta.
A criopreservacao ocorreu no periodo maximo de 16 horas ap6s a coleta. Apos a refrigeracédo
o material colhido foi centrifugado, o excesso de plasma foi retirado de modo a obter a
concentracdo celular final escolhida. Heparina sdédica, na concentracdo de 20U/mL, foi
adicionada as células para evitar a formacdo de coagulos. A solucdo crioprotetora foi
constituida de oito partes de meio de cultura Roswell Park Memorial Institute RPMI (RPMI-
1640 Sigma — Aldrich) e duas partes de dimetilsulféxido (DMSQO) como agente crioprotetor.
A concentracdo final de DMSO no produto a ser congelado foi 10%. A solucdo crioprotetora
e as CTHs foram resfriadas em banho de gelo por 15 minutos e posteriormente misturadas em
volume continuo e controlado durante cinco minutos, mantendo as solu¢fes em plataforma de
gelo durante o processo. O produto final foi distribuido em bolsas de etileno acetato de vinila
apropriadas para o congelamento em baixa temperatura (Cryocyte Baxter). Cinco aliquotas
com média de 1,0 mL sdo colocadas em criotubos apropriados. As bolsas e 0s criotubos
contendo o produto a ser criopreservado foram congelados em congelador com temperatura

programavel (Cryogenics, Gordinier Eletronics, INC). A Curva de congelamento da amostra
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estd representada na Figura 5. Ap6s o congelamento, as bolsas e criotubos foram estocados
em nitrogénio liquido a -196°C, sendo estocadas por 24 horas na fase de vapor e subsequente

mergulhadas na fase liquida do nitrogénio.
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Figura 5. Curva do Congelamento. Congelador com temperatura programavel
(Cryogenics, Gordinier Eletronics, INC.

4.6 Contagem e Viabilidade celular

A leucometria das amostras sanguineas foi obtida por método automatizado ou por
hemocitdmetro. A propor¢cdo de mononucleares nos produtos de leucaféreses foi obtida por
contagem microscépica de distensdo sanguinea coradas com corante de Wright. O teste de
viabilidade com azul de trypan foi utilizado para a verificagdo da viabilidade nas amostras
frescas e criopreservadas. Para avaliacdo da viabilidade celular apés o congelamento utilizou-
se as amostras congeladas nos criotubos, ap6s o descongelamento a 37°C e diluicdo seriada de
1:400 em meio de Iscove’s (1:20 em meio de Iscove’s e 1:20 em meio de Iscove’s com 10%
de soro fetal bovino). Apds a diluicdo da amostra, processou-se uma dilui¢do 1:2 com Azul de
Trypan. Para avaliacdo da viabilidade celular nas amostras frescas, utilizou-se a suspensao de

células proveniente do produto colhido no processo de aférese diluida 1:5 em meio de
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Iscove’s com 10% de soro fetal bovino. Apds a diluicdo da amostra, processou-se uma
diluicdo 1:2 com Azul de Trypan. A contagem das células vivas e mortas foi realizada em
camara de Neubauer com auxilio de microscopia Optica.

A recuperacdo da viabilidade foi calculada pela viabilidade obtida, apds o

descongelamento, dividida pela viabilidade do produto a fresco e multiplicada por 100.

4.7 Contagem das Células CD34 *

Anticorpos monoclonais, conjugados com substancias fluorescentes, como CD34-PE
(8G12, BD, Biosciences, San Jose, CA), CD45-FITC (2D1, BD, Biosciences, San Jose, CA)
controle isétipo 1gG PE (lg G;, BD, Biosciences, San Jose, CA) foram utilizados na
identificacdo. Apos a incubacdo, por 30 minutos em banho de gelo, com anticorpos, as células
foram lavadas e incubadas, por mais 6 minutos sob protecdo da luz, com solugdo de lise
(FACS Lysing Solution B&D 10x, soro fetal bovino inativado) para lisar as heméacias. A
proporgéo de células CD34 *foi identificada por analise em citémetro de fluxo Facs Calibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA), utilizou-se a estratégia de gates proposta pela ISHAGE
(International Society for Hematotherapy and Graft Engineering) e o programa Cell Quest Pro

versdo 6.0 (SUTHERLAND et al., 1996)

4.8 Ensaio Clonogénico

Agar em meio de Iscove (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium- Sigma — Aldrich),
suplementado com soro fetal bovino inativado, foi utilizado como meio de cultura para o
desenvolvimento deste ensaio. Como fonte de fator estimulante do crescimento de

granulécitos-monacitos, utilizou-se meio condicionado da linhagem celular de carcinoma de
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bexiga. A concentragdo de GM-CSF neste meio foi controlada em cada lote produzido e
apresentou em média 40U/mL. A concentracdo celular plaqueada foi de 2-4x10° células/placa.
As amostras foram plaqueadas em triplicata. Cada placa foi constuituida de duas camadas,
denominadas de Camada Basica e Camada Celular. A Camada Basica foi constituida de 0,9
mL de Iscove’s, 0,6 mL de soro fetal bovino, 0,6 mL de meio de Iscove’s diluido 1:2 e 0,9
mL agar. A Camada Celular foi constituida de 0,6 mL meio de Iscove’s, 0,6 mL de soro fetal
bovino, 0,6 mL de Agar, 0,6 mL de meio condicionado da linhagem celular de carcinoma de
bexiga, volume da amostra contendo a quantidade de células previamente calculada e meio de
Iscove’s quantidade suficiente para uma solucdo final de trés mL. Apos incubacdo por 12 dias
em estufa a 37°C, em camara Umida e 5% de saturacdo de CO,. As coldnias formadas foram
contadas com auxilio de microscopio. Foram consideradas colénias 0s grupamentos de mais
de 50 células (PIKE & ROBINSON, 1970; TESTA & MOLINEAUX, 1993).

O ensaio clonogénico foi utilizado para a verificacdo dos progenitores CFU-GM nas
amostras frescas e criopreservadas. Para avaliacdo dos progenitores CFU-GM, apds o
congelamento, utilizou-se as amostras congeladas nos criotubos, apés o descongelamento a
37°C e diluicdo 1:20 em meio de Iscove’s. Para avaliacdo dos progenitores CFU-GM, nas
amostras frescas, utilizou-se a suspensdo de células proveniente do produto colhido no
processo de aférese A recuperacdo do CFU-GM foi calculada pelo nimero de CFU-GM, ap06s
o0 descongelamento, dividido pelo nimero de CFU-GM do produto a fresco e multiplicado por

100.

4.9 Descongelamento e Reinfusdo

O transporte do material criopreservado foi realizado em compartimento apropriado
onde as bolsas ficaram submersas em nitrogénio liquido até 0 momento do descongelamento.

A velocidade do descongelamento foi rapida para evitar a recristalizagdo de cristais de gelo
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intracelular que poderiam prejudicar a viabilidade celular, sendo processada em banho de
imersdo, com &gua destilada e temperatura controlada a 37°C. A reinfusdo ocorreu
imediatamente apos o descongelamento das células, para diminuir as perdas celulares
relativas a citotoxicidade do DMSO a 37°C. A administracdo do produto criopreservado
ocorreu de cateter venoso central, sendo acompanhada por uma equipe de profissionais de
Saude. A velocidade de infusdo foi de duas gotas por segundo (360mL/h). O volume méaximo
de DMSO infundido deve ser 1,1g/Kg. Produtos de leucafereses com maior concentracdo de

DMSO foram infundidos em dois ou trés dias consecutivos.

4.10 Administracdo de G-CSF e Tratamento de Suporte

Todos pacientes envolvidos no estudo receberam G-CSF cinco pg/Kg/dia 1V, ap6s a
reinfusdo das CTHSs. A administracdo do G-CSF iniciou-se, geralmente, no D+1 ou no D+5 e
foi administrado até a recuperagdo dos neutréfilos > 1.000/uL. Transfusdes de concentrado de
hemécias foram realizadas, quando necessario, conforme critérios clinicos. TransfusGes de
concentrado de plaquetas foram realizadas visando a manter o nimero de plaquetas no SP

acima de 10.000/pL ou conforme critérios clinicos.

4.11 Coleta dos Dados

Os dados referentes ao processo de criopreservagdo foram obtidos do arquivo do
Laboratorio de Cultura e Criopreservacio de Medula Ossea/ Servico de Hematologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho- HUCFF. Os dados clinicos foram obtidos do

Prontuario Médico solicitado ao Servico de Documentacdo Medica, das fichas de Dados
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Clinicos obtidas no Servico de Hematologia e do Prontuario Médico Informatizado do

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho- HUCFF.

4.12 Definigao dos Desfechos de Interesse

A neutropenia foi definida como uma contagem absoluta de neutr6filos < 500/uL.

O dia zero (D0) foi definido como o dia no qual foram infundidas as células
progenitoras do sangue periférico. Nos pacientes que receberam as células em dias
consecutivos, o dia zero (DO0) foi considerado o ultimo dia de reinfuséo.

O tempo para a recuperacdo dos neutrofilos foi definido como o nimero de dias
compreendidos entre o dia da reinfusdo das CTHs (DOQ) e o primeiro dia com contagem dos
neutréfilos > 500/uL no SP.

O tempo para a recuperacdo das plaquetas foi definido como o numero de dias
compreendidos entre o dia da reinfuséo das CTHs (DO0) e o primeiro dia com a contagem de
plaquetas > 20.000/uL no SP, sem suporte transfucional.

A duracdo da neutropenia foi definida como o nimero de dias com a contagem de
neutréfilos < 500/pL.

A febre associada a neutropenia foi definida como temperatura axilar de 38°C em
presenca de neutropenia.

Os episodios febris foram classificados como: febre de origem obscura, infeccdo
microbiologicamente documentada com bacteremia, infeccdo microbiologicamente
documentada sem bacteremia, ou clinicamente documentada, conforme critérios publicados

(BUCANEVE et al. 2005).
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4.13 Métodos Estatisticos

Os dados foram coletados e registrados em formularios impresso e padronizado (anexo
| e I1). Posteriormente, os dados foram registrados em um banco de dados eletronico gerado
pelo programa SPSS 15.0 (versdo 15.0, SPSS Inc. Chicago, IL, EUA). A concentracdo celular
foi estudada como variavel categdrica. Comparacdes entre dados categoricos foram feitas pelo
teste Qui-quadrado, ou de Fisher, quando indicado. Para a comparacdo de dados numericos o
teste de Mann Whitney foi utilizado. O método de Kaplan-Meier foi utilizado para construgéo
de curvas de sobrevida das varidveis com medida de tempo. As curvas de sobrevida foram
comparadas pelo teste de log-rank. A correlacdo qualitativa entre as variaveis foi estimada
pela correlacdo de Spearman. As relacdes entre variaveis e os desfechos do tipo “tempo-para-
um-evento” foram examinadas por regressdo de Cox univariada e multivariada. A anélise da
curva de ROC foi utilizada para definir o melhor ponto de corte para as doses de células
CD34*x10°%Kg e progenitores CFU-GMx10*Kg como fatores para a recuperagio
hematopoética. Para todas as comparacdes feitas, valores p bicaudais menores ou iguais a
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A analise dos dados foi feita SPSS

15.0 (SPSS Inc, EUA).
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5 RESULTADOS

Influéncia da concentracdo celular na recuperacdo hematopoética apos
transplante

5.1 Caracteristicas dos Pacientes e do Transplante

Duzentos e setenta e cinco pacientes foram incluidos no estudo e tiveram os produtos
de leucaféreses criopreservados com concentracdo 1x10® células/ mL (Grupo A; 173
pacientes) ou 2x108 células/ mL (Grupo B; 102 pacientes). Todos os pacientes apresentavam
doencas hematopoéticas de natureza maligna, exceto trés pacientes, dois com cancer testicular
e um com Sarcoma de Ewing. Todos pacientes realizaram transplante autélogo, com CTHSs
mobilizadas para sangue periférico, como terapia para as malignidades. O namero de ciclos
qguimioterapicos e os diferentes regimes administrados antes da terapia com transplante
autologo, o regime de condicionamento, a doenca de base, a idade, o sexo, o protocolo de
mobilizacdo de CTHs empregado, o dia que se iniciou 0 G-CSF, o nimero de células CD34
infundidas, o ndmero de progenitores CFU-GM infundidos, foram considerados como
variaveis relevantes neste estudo. Os Grupos (A e B) foram comparados em relacdo a estas
variaveis.

Os Grupos A e B ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas com
relacdo as variaveis clinicas sexo, idade e doenca de base, Tabela 3. O protocolo de
mobilizacdo com G-CSF, sem quimioterapia, foi empregado em maior proporcdo dos
pacientes do Grupo B (44,5% vs. 79,4%, p<0,01), Tabela 4. Assim como, a adogdo mais
recente do protocolo de criopreservacdo B (maior concentracdo), a mobilizacdo com G-CSF
tem sido empregada mais recentemente, justificando a maior proporgcdo de pacientes que
utilizaram este protocolo de mobilizagdo no Grupo B. A mediana da dose de DMSO

infundida é maior no Grupo A (45 vs. 26,5 mL, p<0,05), devido a menor concentragdo celular
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empregada neste protocolo e, consequentemente, maior volume de produto final e de DMSO a

ser criopreservado, Tabela 5.

A dose de células CD34"/Kg e a dose de progenitores CFU-GM /Kg infundidos foram
consideradas como variaveis categoricas em dois niveis, >3x10° células CD34*/Kg e <3 x10°
células CD34%/Kg; >12x10* CFU-GM e <12x10* CFU-GM, fundamentada na interpretacéo
da analise da curva ROC, Tabela 6 e Figura 6 e 7. Nesta analise, a dose de 3,3x10° células
CD34%/Kg infundida e a dose 12,4x10* CFU-GM apresentaram maior sensibilidade e
especificidade para a recuperacdo de neutrdfilos até o décimo - primeiro dia apds o
transplante (D11). As doses definidas para recuperacdo das plaquetas até o dia décimo -
segundo dia apos o transplante (D12) e para a duracdo da neutropenia em sete dias foram
proximas a 3x10° células CD34*/Kg infundida e 12 x10* CFU-GM/Kg. A definicéo destes
tempos como satisfatorio para recuperacdo hematopoética foi baseado na observagdo de que
mais da metade dos pacientes estudados alcancaram a recuperacdo de neutrofilos e de
plaquetas no D11 e D12, respectivamente. A duracdo da neutropenia foi de sete dias na
maioria dos pacientes estudados. Sabendo-se que o tempo para a recuperagdo dos neutrofilos,
das plaquetas e de duracdo da neutropenia, na maioria dos pacientes, foi de 11 dias, 12 dias e
7 dias, respectivamente. Calculou-se a dose de CD34"/Kg e de CFU-GM/Kg infundidos que
apresentou maior area em uma curva ROC, consequentemente, a maior sensibilidade e
especificidade para os desfechos hematopoéticos analisados (tempo para a recuperacdo dos
neutrdfilos, das plaquetas e de duracdo da neutropenia). Assim, estas doses foram utilizadas
para estabelecer, de forma criteriosa, “pontos de corte” ou pontos para categorizagdo destas
variaveis. A dose de células CD34*/Kg infundida foi categorizada como > 3x10° e < 3x10°. A
dose de progenitores CFU-GM/Kg em >12x10* e < 12x10*.

A proporcéo de pacientes que receberam < 3x10° células CD34*/Kg é maior no grupo

B (23,7% vs. 49% p<0,01), Tabela 4. A proporcdo de pacientes que receberam < 12x10*/Kg
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CFU-GM é maior no grupo B (52 vs. 32,4, p<0,01), Tabela 4. A dose de CD34*x10°Kg e

CFU-GM x10*Kg infundido foi obtida do somatério do valor destas variaveis nas bolsas

transfundidas. Os pacientes do Grupo A receberam, em mediana, maior dose de

CD34*x10%/Kg e CFU-GM x10*/Kg em relacdo ao Grupo B (4,33 vs. 3,05 p<0,01 e 18,35 vs.

10,25 p<0,01, respectivamente), Tabela 5.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes.

Grupo A Grupo B pt
n=173 % n=102 %
Idade* 47 (11-69) 49 (15-68) 0,16
Sexo
Masculino 102 59 66 64,7
Feminino 71 41 36 353 0,37
Doenca de base
Linfoma de Hodgkin 50 28,8 29 28,4
Leucemia Mieldide Aguda 5 2,9 2 2
Mieloma Multiplo 83 48 54 529 0,81
Linfoma N&o- Hodgkin 33 19,1 16 15,7
TCG 1 0,6 1 1
Sarcoma de Ewing 1 0,6 - -

Grupo A (1x10° células/mL); Grupo B (2x10° células/mL); + Teste Q-Quadrado ou Teste de
Mann Whitney; *valor expresso em mediana (minimo-méximo); TCG = Tumor de Células

Germinativas



53

Tabela 4. Caracteristicas do Tratamento com Transplante.

Grupo A Grupo B pt
n=173 % n=102 %
Ciclos de qt. prévios - 8 (2-23) 8 (1-19) 0,66
Regimes de gt. prévios 2 (1-5) 2 (1-4) 0,91
Mobilizagdo
G-CSF 77 44,5 81 79,4
<0,01
G-CSF+ gt 96 55,5 21 20,6
Dia que iniciou G-CSF
D <5 70 41 39 384 0,40
D>5 103 59 63 61,8
Condicionamento
CBV 80 46,2 41 40,2 0,73
BEAM 3 1,7 3 2,9
MEL 200 ou MEL 140 83 48 54 52,9
Outros 7 4,1 4 4
Dose CD34"
>3 x10%/Kg 132 76,3 52 51 <0,01
<3 x10%Kg 41 23,7 50 49
Dose GM-CFU
>12x10%/Kg 114 65,9 47 46,1
<12x10%/Kg 56 32,4 53 52  <0,01

Grupo A (1x10° células/mL); Grupo B (2x10° células/mL); ¥ Teste Q-Quadrado ou Teste de
Mann Whitney; * valor expresso em mediana (minimo-méaximo); qt.= quimioterapia; G-CSF
= granulocyte colony-stimulating; D>5 = do quinto dia em diante, apds o transplante; D<5 =
até o quinto dia apds o transplante; CBV= Ciclofosfamida, carmustina e etoposideo; BEAM =
carmustina, etoposideo, citarabina e melfalano; MEL 200 = melfalan 200 mg/m?; MEL 400 =
melfalan 400 mg/m? Outros = Bu-Cy- Bussulfan e Ciclosfosfamida; Cbvp- carboplatina e
etoposideo; Bussulfan e Melfalan; CFU-GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming
Units
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Tabela 5. Caracteristicas do produto final infundido no transplante.

Grupo Média DP Mediana Min-Max p*

CD34" x10°%Kg A 544 41 433  1,15-3427 <0,01
B 448 35 3,05 1,63-19,9

A 774 444 6,96 1,12-247 0,71
CNx10%/Kg
B 794 446 711  1,45-2235

A 563 3,05 514  0,99-17,46 0,26
MNC x10%/Kg
B 6,0 330 574  0,81-1512

A 25,75 30,36 18,35  0,9-258,3 <0,01
CFU- GM x10%/Kg
B 17,76 18,11 10,25  1,38-90,9

Volume de DMSO A 50,78 28,34 45 7-149 <0,01
(mL) B 30,35 16,58 26,5 6-82

DP = Desvio Padr&o; Min.= Minimo; *Teste de Mann Whitney; Grupo A = 1x10° células/mL
(173 pacientes); Grupo B 2x10® células/mL (102 pacientes); CN = célula nucleada; MNC =
mononucleares; CFU-GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units; DMSO =
dimetilsulfoxido.

Tabela 6. Definicdo da dose de células CD34" e CFU-GM pela curva
de ROC.

Variaveis Area p-valor**>  Melhor Sensibilidade 1-
ponto de Especificidade
corte***

CD34'x10°/Kg* 0,707 <0,001 3,3 0,70 0,6
CFU-GMx10%/Kg 0,642 <0,001 12,4 0,64 0,44

*Sentido invertido: area equivalente a 0, 293, **Hipo6tese de area da curva ROC = 0,5;
***Ponto que maximiza sensibilidade e especificidade; D11 = Décimo - primeiro dia; CFU-
GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units.
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Figura 6. Curva ROC- Dose de células CD34"x10%Kg para a
Recuperacao de Neutrofilos até décimo - primeiro dia.
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Figura 7. Curva ROC- Dose de células CFU-GMx10%/Kg para a
Recuperacao de Neutrofilos até décimo - primeiro dia.
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5.2 Desfechos Hematologicos e Clinicos

A comparacdo entre os desfechos hematoldgicos observados nos Grupos A e B estdo

detalhados nas Tabelas 7 e 8. Seis pacientes foram & dbito, antes de alcancarem a recuperagéo

hematopoética. Choque séptico foi a causa de morte em todos os casos. Quatro pacientes

foram & oObito no grupo A. Os casos de mortes no grupo A ocorreram no sétimo, oitavo,

décimo-primeiro e décimo-sexto dia. Dois pacientes foram & 6bito, no grupo B. Os casos de

mortes neste grupo ocorreram no oitavo e nono dia.

Tabela 7. Desfechos hematologicos.

Grupo Mediana IC p*
Duracédo da neutropenia A 7 6,52-7,47 0,65
B 8 7,46-8,53
Tempo para a recuperagao A 11 10,77-11,22 0,01
dos neutrofilos
B 11 10,76-11,23
Tempo para a recuperacgao A 12 11,45-12,54 0,73
das Plaquetas
B 12 11,67-12,32

IC = Intervalo de Confianca 95%; * Teste de Log rank; Grupo A = 1x10° células/mL (173

pacientes); Grupo B 2x10° células/mL (102 pacientes).
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Tabela 8. Desfechos clinicos.

Grupo A Grupo B p*
n=173 % n=102 %

Pacientes com febre associada a 172 99,4 102 100 1,00
neutropenia

Classificacéo do episddio febril

Febre de origem obscura 80 46,2 60 58,8 0,04
Bacteremia 67 38,7 31 30,4 0,15
Microbiologicamente 8 4,6 - - 0,02

documentada, s/bacteremia

Clinicamente documentada 17 9,8 11 10,8 0,81

Morte, n(%o) 4% 2,3 2% 1,96 1,00

Grupo A (1x10° células/mL); Grupo B (2x10° células/mL); *Teste Q-Quadrado + choque
séptico (Grupo A: D+7, D+8, D+11, D+16; Grupo B: D+8 e D+9).

5.2.1 Tempo para recuperacdo de neutréfilos

O tempo mediano entre o dia 0 e o primeiro dia com neutréfilos > 500/uL € de 11 dias
nos dois Grupos, 11 dias (IC 95%, 10,77 a 11,22) no Grupo A e 1ldias (IC 95%, 10,76 a
11,23) no Grupo B (p = 0,01), Tabela 7 e Figura 8. Apesar da mediana e do intervalo de
confianca da mediana do tempo para a recuperacdo de neutréfilos serem iguais nos dois
grupos, o teste de log-rank apresentou uma diferenca estatisticamente significativa. Isto
ocorreu, provavelmente, porque este teste ndo avalia a diferenga entre as medianas nos dois
grupos analisados e sim a diferencga da distribuicdo dos valores da variavel nos dois grupos.
Para melhor avaliar o impacto da concentracdo celular na recuperacdo de neutrofilos, foram

realizadas regressdes de Cox e Univariada e Multivariada. Devido a correlacdo
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estatisticamente  significativa entre as varidveis células CD34'x10%Kg infundidas e
progenitores CFU-GMx10%/Kg infundidos (r = 0,63, p = <0,01, Figura 9), estas variaveis n&o
foram analisadas simultaneamente na Andlise de Regressdo Multivariada. Apenas as variaveis
células CD34"x10%Kg infundidas e progenitores CFU-GMx10%/Kg infundidos influenciam o
tempo de recuperacdo de neutrofilos. Os resultados da Analise Regressdao de Cox estdo
descritos na Tabela 9. A Figura 10 apresenta a correlagio entre a dose de células CD34"

x10%/Kg infundidas e o tempo para recuperacéo de neutréfilos (r = -0,39, p<0,01).
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Recuperacao de neutrofilos > 500/uL
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Figura 8. Grafico das curvas de probabilidade de recuperacdo de
neutréfilos. Concentracdo 1x10° células/ MI = Grupo A; Concentragdo 2x10°
celulas/ mL = Grupo B; p =0,01.
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Figura 9. Gréafico da correlacio entre a dose de células CD34"x10%kg
e de CFU-GMX104/kg infundidos. Coeficiente de correlacdo de Spearman r
=0,63, p<0,01.
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Tabela 9. Regressdo de Cox dos fatores influentes no Tempo para
recuperacao dos neutrofilos.

Univariada Multivariada* Multivariadat

HR p HR p HR p

Protocolo de Mobilizagao

G-CSF + qt 1 1 1

G-CSF 0,79 0,07 0,88 0,28 0,81 0,12
Concentracao celular
1x10° células/mL 1 1 1
2x10° I células /mL 0,79 0,06 0,92 057 088 0,37
Classificagcdo do episodio
febril
Febre de origem obscura 1 1 1
Febre com infeccdo 0,96 0,75 0,99 0,93 0,94 0,64
CD34" x10°%Kg
<3x10%/Kg 1 1
>3x10%/Kg 1,74 <001 168 <001 na n.a.
CFU-GM x104/Kg
< 12 x10%/Kg 1 1
> 12 x10%/Kg 1,41 <001 na na. 1,39 <0,01

HR (Hazard Ratio) = Razdo de Taxa; G-CSF = granulocyte colony-stimulating; gt.=
quimioterapia; CFU-GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units; n.a.= ndo
avaliado; *Analise multivariada incluindo a varidvel CD34*x10%/Kg e excluindo a variavel
CFU-GMX10*/Kg; +Anélise multivariada incluindo a varidvel CFU-GMX10%/Kg e excluindo
a variavel CD34"x10%/Kg.
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Figura 10. Grafico da correlacdo entre a dose de células

CD34"x10%kg infundido e o tempo para recuperacéo de neutrofilos.
Coeficiente de correlacdo de Spearman r = - 0,39 p <0,01.
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5.2.2 Tempo para recuperacédo de Plaquetas

O tempo mediano para recuperacao das plaquetas > 20.000/uL é de 12 dias (IC 95%,
11,45 a 12,54), no grupo A e de 12 dias (IC 95%, 11,67 a 12,32), no grupo B, ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa, Tabela 7 e Figura 11. Para melhor
avaliar o impacto da concentragdo celular na recuperacdo de plaquetas, foram realizadas
regressdes de Cox e Univariada e Multivariada. Apenas as variaveis células CD34x10%Kg
infundidas e progenitores CFU-GMx10%/Kg infundidos influenciam o tempo de recuperacéo
de plaquetas. Devido a correlacdo estatisticamente significativa entre as varidveis células
CD34*x10%Kg infundidas e progenitores CFU-GMx10%Kg infundidos (r=0,63, p=<0,01,
Figura 9), estas varidveis ndo foram analisadas simultaneamente na Analise de Regressdo
Multivariada. Os resultados da Anélise Regressdo de Cox estdo descritos na Tabela 10. A
Figura 12 apresenta a correlacdo entre a dose de células CD34* x10%/Kg infundidas e o tempo

para recuperacédo de plaquetas (r = - 0,30, p < 0,01).
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Recuperacéo de plaquetas > 20.000 /uL
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Figura 11. Gréfico das curvas de probabilidade de recuperagdo de plaquetas
Concentragdo 1x10° células/ mL= Grupo A; Concentracdo 2x108 células/ mL= Grupo B; p =
0,73.
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Tabela 10. Regressdo de Cox dos fatores influentes no Tempo para
recuperacao de plaquetas.

Univariada Multivariada* Multivariadat

HR p HR p HR p

Protocolo de Mobilizacéo
G-CSF + qt 1 1 1
G-CSF 078 013 08 037 0,75 0,09

Concentracao celular

1x10° células/mL 1 1 1

2x10° | células /mL 095 0,74 1,11 0,53 1,11 0,53
Classificacdo do episodio

febril

Febre de origem obscura 1 1 1

Febre com infeccao 088 046 092 063 089 048
CD34 x10%Kg

<3x10%Kg 1 1

>3x10%/Kg 1,74 <001 1,71 <001 na  na

CFU-GM x104/Kg
< 12 x10%/Kg 1 1
>12 x10%/Kg 1,50 0,02 na. na. 148 0,02

HR (Hazard Ratio) = Razdo de Taxa; G-CSF = granulocyte colony-stimulating; gt.=
quimioterapia; CFU-GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units; n.a.= ndo
avaliado; *Analise multivariada incluindo a varidvel CD34*x10%/Kg e excluindo a variavel
CFU-GMX10%/Kg; +Anélise multivariada incluindo a variavel CFU-GMX10*/Kg e excluindo
a variavel CD34"x10%/Kg.
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Figura 12. Grafico da correlacdo entre a dose de células

CD34"x10%kg infundido e o tempo para recuperacdo de plaquetas.
Coeficiente de correlacdo de Spearman r = - 0,30 p<0,01.
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5.2.3 Duracéo da Neutropenia

A duracdo mediana da neutropenia é de sete dias (IC 95%, 6,52 a 7,47), no grupo A e de 8
dias (IC 95%%, 7,46 a 8,53), no grupo B, ndo apresentando diferencga estatisticamente
significativa, Tabela 7 e Figura 13. Para melhor avaliar o impacto da concentracdo celular na
duracdo da neutropenia, foram realizadas regressbes de Cox Univariada e Multivariada.
Apenas as variaveis células CD34x10%Kg infundidas e progenitores CFU-GMx10%/Kg
infundidos influenciam a duracdo da neutropenia. Devido a correlacdo estatisticamente
significativa entre as variaveis células CD34*x10%Kg infundidas e progenitores CFU-
GMx10*Kg infundidos (r=0,63, p=<0,01, Figura 9), estas variaveis nio foram analisadas
simultaneamente na Analise de Regressdo Multivariada. Os resultados da Analise Regressao
de Cox estdo descritos na Tabela 11. A Figura 14 apresenta a correlagcdo entre a dose de
células CD34" x10°/Kg infundida e a duracdo da neutropenia. A correlagdo entre as variaveis
células CD34" x10%/Kg infundidas, progenitores CFU-GM x10%Kg infundidos e os desfechos

hematoldgicos estudados € estatisticamente significativa, Tabela 12.
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Figura 13. Grafico das curvas de probabilidade da Duracdo da
neutropenia. Concentragdo 1x10° células/ mL= Grupo A; Concentracdo 2x10°
células/ mL= Grupo B; p =0,65.
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Tabela 11. Regressdo de Cox dos fatores influentes na Duracdo da

Neutropenia.

Univariada Multivariada* Multivariadat
HR p HR p HR p

Protocolo de Mobilizacéo

G-CSF + qt 1 1 1

G-CSF 093 058 0,9 0,76 0,90 044
Concentracao celular
1x10° células/mL 1 1 1
2x10° | células /mL 09 070 1,09 0,51 1,00 0,99
Classificacdo do episodio
febril
Febre de origem obscura 1 1 1
Febre com infeccao 0,80 0,07 087 0,27 0,79 0,06
CD34 x10%Kg
<3x10%/Kg 1 1
>3x10%/Kg 1,91 <001 1,91 <001 na n.a
CFU-GM x10*Kg
<12 x10YKg 1 1
> 12 x10%/Kg 1,41 <0,01 na n.a 1,43 0,01

HR (Hazard Ratio) = Razdo de Taxa; G-CSF = granulocyte colony-stimulating; gt.=
guimioterapia; CFU-GM = Granulécitos e Macrdéfago-Granulocyte-Momocyte Colony
Forming Units; n.a.= néo avaliado *Analise multivariada incluindo a variavel CD34"x10%Kg
e excluindo a varidvel CFU-GMX10*/Kg; +Anéalise multivariada incluindo a variavel CFU-
GMX10%/Kg e excluindo a variavel CD34*x10%Kg.
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Figura 14. Grafico da correlacdo entre a dose de células
CD34"x10%kg infundido e a duracdo da neutropenia. Coeficiente de
correlacdo de Spearman r = - 0,37 p< 0,01.
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Tabela 12. Analise de Correlagdo de Spearman’s entre as variaveis
células CD34" x10°/Kg e CFU-GM x10%/Kg infundidos e as variaveis
de tempo para recuperacdo hematoldgica.

Variaveis CD34"x10°%Kg CFU-GMx10%/Kg
r p r P

Tempo para recuperacdo dos -0,39 <0,01 -0,29 <0,01

neutrofilos > 5000/uL

Tempo para recuperacgéo das -0,30 <0,01 -0,24 <0,01

plaquetas > 20x10°/L

Duracdo da neutropenia -0,37 <0,01 -0,24 <0,01

CFU-GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units

5.2.4 Febre associada a neutropenia

Febre associada a neutropenia ocorreu em 99,4% dos pacientes do Grupo A e em

100% dos pacientes do Grupo B (p=1,00), Tabela 8.

5.2.5 Classificacéo do episddio febril

Documentacdo microbioldgica ou clinica de infeccdo, incluindo os casos de
bacteremia, ocorreu em 92 (53,1%) dos pacientes que tiveram febre associada a neutropenia
no Grupo A, e em 42 (41,2%), no Grupo B (p=0,05). O episodio de neutropenia febril
classificado como febre de origem obscura, ocorreu em 80 (46,4%) pacientes do Grupo A, e
em 60 (58,8%) dos pacientes do Grupo B (p= 0,04). Bacteremia ocorreu em 67 (38,7%) dos
pacientes do Grupo A e em 31 (30,4%) dos pacientes do Grupo B (p=0,15). A classificacdo e

a distribuicao do episodio de neutropenia febril estdo descrita na Tabela 8 e Figura 15.
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Figura 15. Gréafico da Classificacdo do episodio de neutropenia febril.

Grupo A (1x10%células/mL) composto de 173 pacientes, 172 casos de febre com neutropenia
febril (febre de origem obscura 80, clinicamente documentada 17, bacteremia 67,
microbiologicamente documentada 8). Grupo B (2x10°® células/mL) composto de 102
pacientes, 102 casos de febre com neutropenia febril (febre de origem obscura 60,

clinicamente documentada 11, bacteremia 31).
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5.2.6 Mortalidade

A mortalidade geral do estudo é de 2,2%. Quatro pacientes (2,3%) foram a o6bito no
Grupo A e dois pacientes (1,96%) foram a 6bito no Grupo B (p=1,00). O choque séptico foi a

causa de 6bito em todos os casos, Tabela 8.

Influéncia da concentracdo celular na recuperacéo da viabilidade e dos

progenitores CFU-GM.

5.3 Caracteristicas dos Produtos de leucaféreses

Foram analisados 419 produtos de leucaféreses referentes aos 275 pacientes estudados.
Duzentos e oitenta produtos foram criopreservados com concentracdo celular 1x108 células/
mL (protocolo A) e cento e trinta e nove com concentracdo celular 2x10° células/ mL
(protocolo B), Tabela 13.

A mediana do percentual de células vivas antes da criopreservacdo é maior no
protocolo A (100 e 99,4 p <0,01). Esta pequena diferenca pode ser consequéncia do maior
namero de bolsas que foram refrigeradas entre as bolsas criopreservadas com o protocolo B
em relacdo ao protocolo A. mediana da proporcdo de mononucleares e do nimero de células
CD34" é maior nas bolsas criopreservadas com o protocolo B (78 e 85; p<0,01 e 168,4 e
205,2 e; p<0,01), Tabela 13. A mediana do volume das bolsas criopreservadas é 1,25 vezes
maior no protocolo A. A mediana do percentual de células vidveis e a recuperacdo da
viabilidade dos produtos criopreservados com os protocolos A e B ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas, a mediana do CFU-GM x10* (252,08 e 372,67, <0,01) e da
recuperacdo do CFU-GM x10* (41,2 e 57,3; p<0,01) é maior no protocolo B, Tabela 14.

O calculo dos gastos, em reais, com a criopreservagdo dos produtos de leucaféreses

nos dos dois protocolos estudados (A e B) e a economia gerada com a utilizacdo do protocolo
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B estdo demonstrado na Tabela 15. O protocolo B promove a economia de R$ 162,28 (Cento

e sessenta e dois reais e vinte e oito centavos), Tabela 15.

Tabela 13. Variaveis dos produtos de leucaféreses antes da
criopreservacao.

Protocolo Média DP Mediana Min.-Max. p*

CNx10° A 360,7 2026 309,6 8,7-1049,1 <0,01

B 5158 2164 480 150-1527,2

Vial. % A 99,5 1,10 100 90,5-100,0 <0,01
B 98,9 1,43 99,4  88,7-100,0

MNC % A 74,5 15,6 78 11-9 <0,01
B 80 16,9 85 21-100

CD34 x10° A 2749 3344 1684 5,8-3577,5 0,04
B 3706 5557 2052 1,1-4689,9

CFU-GMx10* A 13428 22726 6687 2,7-216357 0,24
B 1365 24533 672  22,2-23752

DP = Desvio Padrdo; Min. = minimo; Max. = Maximo; *Mann Whitney test; CN = Células
Nucleadas; Viab. = Viabilidade; MNC=Células Mononucleares; Recup. = Recuperacao; CFU-
GM = Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units; Protocolo A= 1x10® células./mL (280
leucaféreses); Protocolo B = 2x108 células/mL (139 leucaféreses)
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Tabela 14. Variaveis dos produtos de

criopreservacéo.

leucaféreses apos a

Protocolo Média DP  Mediana Min.-Max. p*
N° de bolsas A 5,0 2,6 4.0 1-20 <0,01
B 3,7 1,6 4.0 1-11
Vol. das A 348,8 190 300 60-975 <0,01
bolsas/aférese
B 259.,8 107,6 240 75-745
Viab. % A 86,4 8,2 87,6 59-100 0,53
B 85,3 8.8 87,3 47.1- 98,6
CFU-GM x10* A 596,9 1097.3 2520 1,5- <0,01
115729
B 869.,4 1503,1 372,6 14.1-
12260
Recup. da A 86,9 8,2 88,1 59,1- 100 0,92
viabilidade
B 86,5 8.8 87,9 47 5-100
Recup. do A 459 32,0 412 1,2-2545 <0,01
CFU-GM
B 667 440 573  40-2204 <001

DP = Desvio Padrdo; Min. = minimum; Max. = Maximo; *teste de Mann Whitney; CN =
células nucleadas; Viab.= viabilidade; MNC= células mononucleares; Recup.= Recuperacao;
CFU-GM = Granulécitos e Macrofago-Granulocyte-Momocyte Colony Forming Units;
Protocolo A = 1x10® células./mL (280 leucaféreses); Protocolo B = 2x10® células/mL (139

leucaféreses).
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Tabela 15. Célculo da economia do processo de criopreservacao
comparando os dois protocolos.

Meio de Bolsa de
DMSO Cultura Congelamento Total

Precoemreais (R$) 55/mL  0,15/mL 108/unid. -

Consumo médio do
protocolo A
Consumo médio do
protocolo B
Gastos com protocolo

A, em reais (R$) 191,8 20,9

Gastos com protocolo
B, em reais (R$) 142,8 15,6 432 590,4

DMSO = Dimetilsulfoxido; unids.=unidades; Protocolo A=1x10%células/mL: Protocolo B =

34,8mL  139,5mL 5 unids.

259 mL 103,9 mL 3,7 unids.
540 7527

2x108 células/mL
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6 DISCUSSAO

A concentracdo celular ideal a ser utilizada nos protocolos de criopreservagéo de
CTHs permanece indefinida. A justificativa desta indefinicdo deve-se ao fato do limitado
namero de estudos sobre este assunto. A concentracdo celular ideal poderia se definida como
a concentragcdo celular maxima que ndo causaria prejuizos a recuperacao celular, apés o

descongelamento, nem a recuperacdo hematopoética, nos pacientes transplantados.

Apesar da falta de padronizacdo nos protocolos de criopreservacdo de CTHSs, a
concentraco celular da até 2x10° células/mL é utilizada por diversos Centros de Transplante
do Mundo (WINDRUM et al. 2005; BAKER, 2006). Esta concentracdo também foi adotada
pelo Laboratério de Cultura e Criopreservacio de Medula Ossea/ Servigo de Hematologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho- HUCFF. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar as mudancas do protocolo de criopreservagdo de CTHSs, ocorridas neste

Centro de Transplante, no que diz respeito as diferentes concentracdes adotadas.

O maior nimero de pacientes (275 pacientes) avaliados e a consideracdo das variaveis
clinicas, como fatores potencialmente influentes para a recupera¢do hematopoética dos
pacientes transplantados, tornaram este estudo mais completo em relacdo aos estudos de
Perseghin et al. e Kawano et al., que também estudaram os efeitos da concentracdo celular até

a concentracdo de 2x10° células/mL (PERSEGHIN et at. 1997; KAWANO et al., 2004).

A avaliacdo da variavel concentracdo celular de forma categorica, em dois protocolos
(1x108 e 2x108 células/mL), e a exclusdo de pacientes que receberam infusdo com produtos
nas duas concentragOes, contribuiram para a precisdo e confiabilidade dos resultados
analisados por este estudo. Por outro lado, nos estudos de Rowley et al., Cabezudo et al. e
Martin-Henao et al., a concentracdo celular foi categorizada em dois grupos com grande

variagdo entre os valores minimos e méximos em relacdo a mediana (ROWLEY et al., 1994;
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CABEZUDO et al. 2000 MARTIN-HENAO et al., 2005). Nestes estudos, a recuperacdo da
viabilidade ou dos progenitores foi menor nos protocolos com concentracdo celular mais alta,
porém as medianas dos tempos para a recuperacdo hematopoética dos pacientes, que
receberam produtos criopreservados nos dois protocolos, ndo foram estatisticamente
diferentes (ROWLEY et al., 1994; CABEZUDO et al. 2000 e MARTIN-HENAO et al.,
2005). No entanto, é necessario salientar que Cabezudo et al. e Martin-Henao et al. nédo
mencionam o controle do transplante com produtos criopreservados em uma Unica
concentracdo estudada.

Além das variaveis clinicas estudadas pelo grupo de Martin-Henao et al., o presente
trabalho avaliou outras varidveis consideradas relevantes aos desfechos analisados. Assim, o
numero de ciclos quimioterapicos e os diferentes regimes administrados antes da terapia com
transplante aut6logo, o regime de condicionamento, a doenca de base, a idade, 0 sexo, 0
protocolo de mobilizacdo de CTHs empregado, o dia que se iniciou 0 G-CSF, o numero de
células CD34 infundidas, o nimero de progenitores CFU-GM infundidos, foram considerados
neste estudo.

Tricot et al. demonstram a importancia da analise da intensidade dos regimes
quimioterapicos ao correlacionar os fatores preditores para recuperacdo hematopoética apos
transplante autélogo em pacientes com diagnostico de Mieloma Madltiplo (TRICOT et al.,
1995). Gandhi et al. relataram o efeito do nimero de ciclos de quimioterapia, prévia ao
transplante, como fator influente para recuperacdo de pacientes apos transplante autélogo
(GANDHI et al., 1999). Embora os estudos sobre o efeito da administragdo de quimioterapia
prévia na recuperacdo hematopoetica apresentem resultados controversos, a consideracao
desta variavel foi inevitavel para avaliacdo dos desfechos propostos neste estudo (DRAKE et

al., 1997; MARTIN et al. 2005).

O beneficio do uso precoce ou tardio do G-CSF, apés o transplante, para a velocidade
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de recuperacdo hematopoética tem sido investigado em diversos estudos (DE AZEVEDO et
al. 2002; THOMPSON et al. 2009).

A possibilidade de atraso no tempo para recuperacdo hematopoética em decorréncia de
infeccdo microbiologica apos o transplante também foi considerado como fator importante
para analise dos resultados.

A escolha das variaveis estudadas também foi baseada no estudo de Olivieri et al. que
analisou os fatores que afetam a recuperacdo hematopoética apds transplante autélogo
(OLIVIERI et al., 1998). E certo que a determinac&o dos fatores preditores para a recuperacao
celular e hematopoética ndo é objetivo deste estudo, porém a consideracao destes fatores foi
relevante para a elaboragdo do mesmo.

Em relacdo a analise dos resultados, para a avaliacao de desfechos do tipo “tempo-
para-um-evento”, que podem incluir casos censurados (pacientes que foram a Obito sem
atingir a recuperacdo), recomenda-se 0 uso de métodos de analise de sobrevida (CHAN,
2004b). O meétodo de Kaplan-Meier foi usado neste estudo. Em relacdo aos demais estudos
que avaliaram o efeito da concentracdo celular criopreservada na recuperacdo hematopoética,
apenas Rowley et al. e Martin-Henao et al. utilizaram este procedimento. Os demais autores
utilizaram os testes de Mann-Whitney para compararem a mediana dos tempos para
recuperacdo hematologica (PERSEGHIN et at. 1997; KAWANO et al., 2004; ROWLEY et
al., 1994; CABEZUDO et al. 2000 e MARTIN-HENAO et al., 2005).

Na comparacdo dos dois grupos de pacientes estudados (grupo A e B), observou-se
que as variaveis protocolo de mobilizacio, quantidade de células CD34" infundidas,
quantidade de progenitores CFU-GM infundido e classificacdo do episédio febril
encontravam-se distribuidas de forma diferente entre os dois grupos. Estas diferencas foram
estatisticamente significantes e foram consequentes das mudangas de protocolo transcorridas

no HUCFF, no periodo de tempo avaliado no estudo. Assim como, a ado¢do mais recente do
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protocolo de criopreservacdo B (maior concentracdo), a mobilizacdo com G-CSF tem sido
mais empregada, justificando a maior proporc¢édo de pacientes que utilizaram este protocolo de
mobilizacdo no Grupo B. No tratamento do Mieloma Multiplo, a realizacdo de leucaférese
para dois transplantes teve adocdo mais recente. Trinta e cinco pacientes, que participaram
deste estudo, tiveram os produtos de leucaféreses destinados para a realizacdo de dois
transplantes. Desta forma, apesar da mediana da quantidade de e células CD34" colhidas ser
maior nas bolsas criopreservadas no protocolo B, a necessidade de distribuicdo do produto
final criopreservado para dois transplantes justifica a mediana da dose de CD34" infundida ser
menor no Grupo B.

Em relacdo aos desfechos clinicos, o uso de antibioticoterapia com ciprofloxacina
iniciou no ano 2006 e parece ser responsavel pela menor proporcdo de casos de neutropenia
febril com documentacdo bacterioldgica no periodo de recuperacdo hematopoética apds o
transplante (BUCANEVE et al., 2005; GAFTER-GVILI et al., 2005). A mediana do tempo
para recuperacdo de neutrofilos > 500/uL ¢ maior nos pacientes do Grupo B, 0s quais
receberam produtos criopreservados com a maior concentracdo estudada (protocolo B ou
2x108células/mL). As medianas do tempo para recuperacdo das plaquetas e de duracdo da
neutropenia ndo sao estatisticamente diferentes nos dois grupos estudados (A e B).

Para avaliar o impacto da concentracdo celular e das demais variaveis, com
distribuicdo diferente nos dois grupos, na recuperacdo hematopoética e na duracdo da
neutropenia foram realizadas Andlises Univariadas e Multivariadas do tipo Regressdo de Cox.
Apenas as variaveis CD34"x10%/Kg e CFU-GMx10%/Kg infundidos influenciaram no tempo
para recuperacdo hematopoética.

O ntimero de células CD34" infundidas é, atualmente, aceito como o melhor parametro
para se avaliar a probabilidade e predizer a velocidade da recuperacdo dos neutréfilos e

plaquetas (PEREZ-SIMON et al., 1999). Apesar de ndo haver consenso sobre a dose ideal, a
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faixa de 5-8 CD34"x10%Kg tem sido recomendada (OLIVIERI et al., 1998; JILLELLA &
USTUN, 2004). Doses abaixo de 2,5x10° CD34%/Kg s&o consideradas inadequadas e
associadas a maior risco de faléncia do enxerto, porém a dose acima da qual ndo haveria
beneficios adicionais permanece em discussao (JILLELLA & USTUN, 2004). Nos resultados
deste estudo, observa-se a correlagio direta entre a concentracio de células CD34" infundidas
e os desfechos hematoldgicos estudados (recuperacdo de neutrofilos, recuperacéo de plaguetas
e duracdo da neutropenia). A importancia desta variavel como fator preditor para recuperagédo
hematopoética e duracdo da neutropenia foi também demonstrada nas analises multivariadas
realizadas. A dose acima de 3x10° células CD34+ apresentou-se como fator preditor bom para
a recuperacdo hematoldgica. No entanto, a selecdo dos pacientes para este estudo limita a
definicio da dose de células CD34" preditora, para a recuperacio hematopoética, no
transplante aut6logo.

A importancia da concentracdo de progenitores CFU-GM infundido (CFU-
GMx10*/Kg), como fator preditor para recuperacdo hematopoética, tem sido discutida e por
vezes pouco aceita (YANG et al., 2005; JANSEN et al., 2007). Isto se deve a grande
variabilidade nos protocolos de ensaio de cultura, adotados pelos diversos Centros de
Transplante (BURGER et al. 1999), e aos diferentes métodos de analise estatistica empregado
para avaliacdo dos resultados.

Jansen et al. apresentaram a mesma correlacdo entre a dose de CFU-GM e CD34"
infundido deste estudo (r = 0,63, p<0, 001). No entanto, os autores analisaram as duas
variaveis em um unico modelo de Regressdao Multivariada, concluindo que apenas a dose de
células CD34" tem valor preditivo para a recuperagio hematopoética (JANSEN et al., 2007).
Neste estudo, considerou-se a correlagdo destas duas variaveis bem como a interdependéncia
das mesmas. Desta forma, a adocdo de apenas um unico modelo de regressdo € inadequada

(CHAN, 2004a). A analise em modelos separados das duas variaveis demonstra a importancia
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das mesmas na recuperacdo hematopoética e na duracdo da neutropenia. Bender et al.
relataram a dose de 20x10* CFU-GM/Kg e 2x10° CD34*/Kg como fatores preditores para a
rapida recuperacdo hematopoética apos o transplante com CTHs mobilizadas para o SP
(BENDER et al., 1992). A importancia desta variavel como fator preditor para recuperacao
hematopoética e duracdo da neutropenia foi também demonstrada nas analises multivariadas
realizadas neste estudo. A dose acima de 12x10* progenitores CFU-GM apresentou-se como
fator preditor bom para a recuperacdo hematoldgica. No entanto, a selecdo dos pacientes para
este estudo limita a defini¢do da dose de progenitores CFU-GM preditora, para a recuperacdo

hematopoética, no transplante aut6logo.

Na analise dos 419 produtos de leucaféreses, ndo se observou prejuizo na recuperagdo
da viabilidade e dos progenitores CFU-GM. A recuperacdo dos progenitores CFU-GM é
maior no grupo B, possivelmente, devido a reducdo da citotoxicidade promovida pela maior
propor¢do de células em relacdo ao volume de DMSO. A grande variabilidade nos resultados
da recuperacdo dos progenitores CFU-GM entre os pacientes dos dois protocolos foi
observada. A razdo para esta variabilidade permanece desconhecida. Um estudo mais
abrangente considerando a quimioterapia e radioterapia prévia ao transplante, bem como,

variaveis clinicas faz-se necessario para a avaliacdo destes resultados.

A prevaléncia de pacientes que apresentaram sintomas adversos durante a reinfusdo
ndo foi observado neste estudo. No entanto, a mediana do volume de DMSO infundido foi
40% menor no grupo B. Certamente, a reducdo do volume de DMSO infundido diminuiu o

risco de reacGes toxicas relativa a este crioprotetor.

A utilizacéo do protocolo B promoveu em média a reducdo do custo do procedimento
até R$ 162,30/leucaférese. Para esta base de calculo foram utilizados os precos licitados, pela

Administracdo do HUCFF, do agente crioprotetor DMSO, do meio de cultura RPMI e das
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bolsas de congelamento, que foram os materiais que tiveram maior redugdo com a utilizacéo

do protocolo B.
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7 CONCLUSOES

A criopreservacdo das Células-Tronco Hematopoéticas, mobilizadas para o sangue
periférico, com concentragéo celular de 2,0 x10° células/mL diminui o custo do procedimento
de criopreservacdo, sem prejudicar a recuperacdo da viabilidade, a recuperacdo dos
progenitores CFU-GM e recuperacdo hematopoética, quando comparada com o congelamento

com concentracdo celular de 1x10%células/mL.
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9 ANEXOS

Anexo | - Fichas para Coleta de Dados

Ficha para coleta de dados clinicos dos pacientes.

1. IDENTIFICACAO

Nome:

Prontuério

2. Diagnostico / doenca de base:

3. Data do TMO (D ZERO): [/

Data de nascimento: [/

Concentracao Celular:

CD34*x10%Kg infundido:
GMCFUx10%/Kg infundido:
4. Tratamentos prévios:

L1 s N

5. Tipo de tratamentos prévio:

[ ]oT [ ] o0 Radioterapia

Descricdo do tratamento:

6. Condicionamento:

Células viaveis infundidas:

GMCFUx10%/Kg viaveis infundido:

7. Tempo em dias da pega do enxerto:

Neutrofilos > 500/uL:
Plaquetas > 20.000/pL:

Duracéo da neutropenia:
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8. Episodio Febril:

[] s [] N

9. Classificacdo do Episédio Febril:

|:| FOO |:| Bacteremia
|:| Clinicamente documentada sem bacteremia
[ ] Microbiologicamente Documentada

Tipo de agente microbioldgico:

10. Mortalidade:

[1s (1o N

11. Tempo em dias de hospitalizacdo:




107

Ficha para coleta de dados da criopreservacao dos produtos de leucaféreses.

1. IDENTIFICACAO

Nome:
Prontuario Data de nascimento: Il
Peso: Data da coleta: I Data da reinfuséo: I

2. Numero de leucaféreses:

3. Numero de bolsas criopreservadas:

4. VVolume de bolsas criopreservadas:

5. Massa celular criopreservada:

6. Viabilidade celular:

Antes da criopreservacao:
Apbs a criopreservacgao:

7. Percentual de Células Mononuclear:

8. Células CD34":

9. CFU-GM:
Antes da criopreservacgéo:
Ap0s a criopreservacgao:

10. Concentracao celular criopreservada:
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Anexo 11 - Deliberacdo do Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Coordenador:
[l Alice Helena Dutra Violante
Medico- Prof. Associada

Secretdrio:

[l ZuaraRodrigues daSiva
Professora

Membros Titulares:

[ BetrizMaria Alasia de Heredia
Médico- Prof®, Associada

[ JEduardo Jorge Bestos Cortes
Médico- Prof. Assisterte

[ JElizaRegina Ambrosio

I Hckra Warzgnsky
Representarte dos Usudrios

[[] Luzia daConceico de Araiio

Marques

Enfermeiro- Mestre

[l Msio Teixeira Antonio
Fammeoéutico - Especialista

[ INurimar Conceicfio Femandes
Médico-Prof Associado

[JRegiane de Fatima
Rivelli
FammacéuticaDoutoranda

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO —n.° 646/08 Rio de Janeiro, 04 de setembro de 2008.
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dra. Sibelle Mattos Flores
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.
Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da
Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Satude e, devidamente
registrado na Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagio referente ao protocolo de pesquisa
paginas 001 a 025 e seu respectivo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 140/08 - CEP

Titulo: “Criopreservagio de Células-Tronco Hematopogticas
do Sangue Periférico — Impacto sobre a Recuperagdo Celular e na Pega do
Enxerto no Transplante Aut6logo.”

Pesquisador (a) responsavel: Dra. Sibelle Mattos Flores

Data de apreciagfo do parecer: 01/09/2008

Parecer: "APROVADO.”

Informo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatorio
semestral, previsto para 01/03/2009, anual e/ou relatorio final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL 13.d., da
Resolug#o n. ° 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

QUIITELITNVEL,
Prof’. Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP
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