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Resumo

Este € um estudo prospectivo e controlado, de fase i, desenvolvido para
analisar a mobilizagdo e a coleta de células progenitoras hemopoiéticas periféricas
(CPP), no sentido de identificar fatores preditivos relacionados & coleta por
leucaféreses, em pacientes acometidos por doencas hematolégicas malignas. De
D1/1988 até 08/1098, 41 pacientes (26M/M5F), com idade mediana de 35 anos
{12 — 58}, foram submetidos a 115 procedimentos de leucaféreses para coleta de CPP.
Os diagnosticos foram: 21 (51,2%), Linfoma ndo-Hodgkin (LNH); 15 (36,6%), Doerca
de Hodgkin (DH); 2 {(4,9%), Leucemia mielbide cronica (LMC) e 3 (7,3%), Mieioma
muitiplo (MM). Os pacientes foram mobilizados com guimioterapia (Ciclofosfamida
(CY) 4g/m?, CY 7g/m*, Etoposide (VP-18) 2g/m? esquemas “DHAP” ou “Mini-lce™)
seguido por G ou GM-CSF. As leucaféreses foram iniciadas quando a contagem
leucocitéria periférica atingiu 1,0 x 10%L, objetivando coletar o minimo de 5 x 10°
células CD34*/Kg de peso. Onze (9,5%) procedimentos foram realizados em
equipamento Dideco Vivacell modelo BT 798 CE/A; Trinta & um (33,9%), em
equipamento Baxter CS 3000 plus e sessenta e cinco (56,5%), em equipamento
Fresenius AS 104. Nos analisamos as seguintes variaveis: idade, diagnéstico, regime
quimioterapico de mobilizagédo, tipo de fator de crescimento hemopoiético, numero de
linhas quimioterapicas prévias, antecedente de radioterapia, dias de recuperacio
leucocitaria apds quimioterapia de mobilizagdo e numero de procedimentos de
leucaféreses necessarios para a coleta da quantidade desejada de células CD34". A
analise estatistica foi utilizada com metodos descritivos, ajuste pela Gaussiana (tipo
“goodness of fit’), andlise univariada e multivariada (ANOVA), correlacéo de Pearson e

analise de regressdo com curva Gaussiana bivariada. Foram realizados a mediana de




Resume
trés procedimentos de leucaféreses por paciente (1 — 6). A mediana de dias para a
contagem leucocitaria periférica atingir 1,0 x 10%L apés o “nadir” foi 12 (7-19), e de
células CD34" coletadas foi 6,19 x 10%Kg (0,22 ~ 33,78). A mediana da eficiéncia de
coleta para as células CD34" foi 60,1% (2,40 — 326,79). Em onze pacientes (26,8%),
ngo foi conseguido coletar a guantidade desejada de células CD34", Os pacientes
mcbiiizados com CY 4g/in’, apresentaram recuperacdo leucocitdria mais répida
{p=0,03) & menor numere de procedimentos de leucaféreses, coletaram mais células
CD34" (p=0,04). Na analise multivariada (ANOVA), quando testamos a variavel “dias
para recuperacac leucocitaria®, obtivemos uma correlacdo linear dos preditores
"numero de procedimentos de aféreses” e “tipo de quimioterapia de mobilizacdo”
{coeficientes de 0,86 e 0,95 respectivamente). Para a varidvel “nimero de
procedimentos de leucaféreses” e “dias para a recuperagdo leucocitaria apds a
quimiocterapia de mobilizac@o”, obtivemos coeficiente de correlagdo de 0,36 (p=0,02).
Em conclus@o, este estudo mosira a viabilidade para mobilizar e coletar células
progenitoras  hemopoiélicas periféricas, em pacientes onco-hematolégicos,
previamente tratados com quimioterapia efou radioterapia, com alta eficiéncia de
coleta e baixa morbidade. Ha correlacio linear entre os dias para a recuperacao
leucocitaria, apés a quimioterapia de mobilizagdo, e © numero de procedimentos de
leucaféreses, necessarios para se coletar a quantidade desejada de células CD34°. O
estudo sugere que a rép'ida recuperacdo leucocitaria apds a quimioterapia de
mobilizacdo, principaimente guando usado ciclofosfamida 4 g/m?, & um importante
preditor para poucos procedimentos de leucaféreses, para se obter boa colsta de

células CD347,
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Sumaary

This is a prospective and controlied study to analyse the mobilisation and
coliection of pluripotent precursor cells in order to assess the predictive factors related
to CD34" yield in patients affected by haematological malignancies. From January/98
tq August/og, 41 patients (26 Male/15 Female), with a median age of 35 years (12 —
58}, underwent 115 procedures for CD34" cells collection. The diagnoses were: 21
{51.2%) non-Hodgkin lymphomas {(NHL); 15 (36.6%) Hodgkin's disease (HD): 2 (4.9%)
chronic myeloid leukaemia (CML) and 3 (7.3%) multiple myeloma (MM). Patients were
mobilised using chemotherapy (Cyclophosphamide (CY) 4 gim®, CY 7 g/m?, Etoposide
2g/m?, "DHAP" or "Mini-lce" regimens) followed by G or GM-CSF. Leukapheresis was
started when peripheral white blood celf count (WBC) reached 1.0x10%L. The aim was
to collect at least 5x10° CD34" celis/Kg of body weight. Eleven (9.5%) procedures were
performed in Dideco Vivacell BT 798 CE/A; thirty nine {33.9%) in Baxter CS 3000 plus
and sixy-five (66.5%) in Fresenius AS 104 equipment. We analysed the following
variables: age, diagnosis, CT mobilisation regimen, growth factor, previous C7T lines,
prior RT, WBC recovery and number of apheresis. For statistical analysis, we used
descriptive statistics, Gaussian adjustment (goodness of fit), univariate analysis and
multivariate analysis {ANOVA), Pearson's correlation and regression with bivariated
Gaussian curves. We performed a median of three procedures per patient (1-6). The
median of days needed for the WBC to reach 1.0 x 1091 after "nadic” was 12 (7-19).
The median of CD34"celis collected was 6.18 x 10%Kg {0.22-33.78). The median of
CD34" efficiency was 60.1% (2.40-326.79). Eleven patients {26.8%) failed fo collect the
target of CD34"cells. Patients mobilised with CY 4 g/m® presented recovery for WBC in
less days (p=0.03) and less apheresis procedures collected more CD34" cells (p=0.04).

In ANOVA, the days to WBC recovery had a linear function of the predictors “number of

v



Summary
aphereses” and “type of mobilisation CT” (coefficients: 0.86 and 0.95 respectively). For
“number of apheresis procedures" and “WBC recovery", we obtained a correlation
coefficient of 0.36 (p=0.02). This study shows the viability to mobilise and coltect PBPC
in patients with previous treatment for haematological malignancies, with high efficiency
collection and low morbidity related to the procedures. There is a linear correlation
between the days needed for WBC recovery after mobilisation and the number of
apheresis procedures to collect the target CD34” cells. The study suggests that early
WBC recovery, using mainly CY 4 g/m® mobilisation chemotherapy, is an important

predictor for a tow number of apheresis to achieve a good CD34" yield.
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Introdugdo
1.1. Consideracées Historicas

O primeiro uso da medula dssea humana para fins terapéuticos data de 1891,
sendo administrada oraimente. A administrac@o intravenosa foi realizada em 1937,
porém, os primeiros estudos clinicos apropriados comecaram em 1957, nos Estados
Unidos, com os trabalhos de Thomas e em 1958, na Franca, com os trabalhos de
Mathé. Os resuitados iniciais foram frustrantes, com a morte da grande maioria dos
pacientes. O desenvolvimento do conhecimento do sistema de histocompatibilidade no
final dos anos 60 e inicio dos anos 70, associado & evolugdo da hemoterapia, com o
oferecimento de suporte transfusional mais adequado e seguro, representoy grande
avango, caracterizando uma vis&o otimista do uso da medula éssea humana para o
tratamento em diversas doengas (DODDS & MA, 1986).

Até ha pouco tempo, a aspiracdo da meduia éssea foi 0 procedimento classico
para a coleta de células, visando a recuperagéo hemopoiética. Porém, é tida como um
procedimento desconfortavel ao doador ou paciente, uma vez que as pungdes sdo
dolorosas, exigem anestesia geral, e envolvemn grande perda de hemacias, havendo,
muitas vezes, necessidade de transfusdes homblogas ou autdlogas, Pode também ser
inviavel em determinadas condigbes, devido a contra-indicagbes cdlinicas ao
procedimento anestésico, a dificuldades mecanicas de aspiracBo, infiltracdo pela
doenca de base ou irradiagéo prévia do sitio de coleta (BUCKNER et al, 1894).

Na vida fetal, a circulacio periferica € a fonte primaria de células progenitoras
hemopoiéticas que migram, via fluxo sanglineo, até uma matriz medular aplasica.
Assim, o conceito bésico é de que as células progenitoras periféricas (CPP), em
determinadas condigbes clinicas, podem ser consideradas a fonte mais fisiologica para

repovoar a medula 6ssea rendida & mieloablagdo (KORBLING, 1991).
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Introducio
BRECHER & CRONKITE (1951) foram os pr.imeiras a documentar, em ratos,
que células progenitoras hemopoiéticas circulam no sangue periférico, e podem
proteger 05 animais irradiados e com faléncia medular. GOODMAN & HODGSON
{1862} demonstraram que células hemopoiéticas progenitoras encontradas na
circulagdo periférica, transplantadas em ratos iradiados, poderiam levar ao
gnxertamento de granulécitos e eritroblastos, originarios do doador. CAVINS et al,
também em 1962, reportaram a reconstituicdo da hemopoiese apds tratamento
ablativo com irradiacéo corporal total, com medula dssea estocada de cdes e, dois
anos apds, o mesmo grupo documentou o resgate hemopoiético com fraches
leucocitarias criopreservadas. As células capazes de formar coldnias a partir do
sangue periférico humano, foram primeiramente descritas em 1971, por McCREDIE et
al, sendo denominada GM-CFC (granulocyte and macrophages colony-forming cell).
Devido ao principio de que as células mieldides progenitoras estdo muito
aumentadas no sangue periférico de pacientes portadores de leucemia mieldide
cronica (LMC), o concentrado leuco-plaguetario, ou “buffy-coat”, criopreservade na
fase crbnica, foi primeiramente utilizado para restauracdo medular, apds o tratamento
ablativo na fase acelerada ou na crise blastica, por GOLDMAN et al {1979). Apos, foi
demonsirado que a recuperacdo hemopoiéfica, em situagBes semelhantes, foi mais
rapida do que com a utilizacdo da medula 0ssea, sendo tambem, sustentada até a
recorréncia da crise blastica (HAINES et al, 1984).
O sucesso do transplante de medula o6ssea com CPP em humanos, foi
primeframente reportado em fins de 1985 e 1986 (JUTTNER, 1985, KORBLING et al.
1986; REIFFERS ef al,1986; KESSINGER et al, 1988). A partir dai, houve crescente

tendéncia ao aumento do uso da coleta de CPP para transplante autdlogo, por
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Introdugiio
considerar que, além de promover reconstituiciio hemopoiética mais rapida, ela reduz
a possibilidade de contaminag8o com células malignas quando comparada & medula
Ossea, além de ndo haver necessidade de anestesiz geral para a coleta, & de se
prevenir os riscos da aspiragdo de grandes quantidades de medula dssea, em
pacientes que ja tém anormalidade neste tecido (JUTTNER &t 4, 1989).

KORBLING (1986) descreveu o caso de um paciente, portador de linffoma de
Burkitt, em remissdo completa, e que recebeu tratamento mieloablativo com
radioterapia e altas doses de ciclofosfamida (CY), seguido por transplante autSlogo de
CPP. A reconstituicho das trés linhagens celulares ocorreu rapidamente,
demonstrando que as células progenitoras periféricas slc capazes de restaurar
completamente a fungéo hemopoiética em humanos.

As células progenitoras, em condigOes habituais, sdo em nimero muito reduzido
na circulacdo periférica (UDOMSBAKI, 1992) e, para ser factivel coleté-la, pode-se
aumentar sua quantidade no sangue periférico, fendbmeno chamado de mobilizacgo,
que pode ser conseguido, fransitoriamente, na época da recuperacio apés a
quirnioterapia mielossupressiva com determinadas drogas, como a CY (TO et al, 1990)
e o Eloposide (VP-18) (GIANNI et al, 1992). Além disso, com o advento e
disponibilidade comercial das citoquinas, ou fatores de crescimento hemopoisético
recombinantes, tais como o fator estimulador de colénia de granuléeitos (G-CSF) ou o
fator estimulador de coldnia de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), pode-se amplificar
a mobilizacho destas células para o sangue periférico (KORBLING et al, 1985
MAJOLINO et al, 1995; SHIMAZAKI et al, 1995; HIURA et al, 1995, HAWKINS &
JUTTNER, 1995, entre outros). Quando utilizados seqlenciaimente, hé um sinergismo

na mobilizagdo, aumentando muito mais a quantidade circulante de células

4



Introdugdo
progenitoras, permitindo-se coletar um grande ndmero utilizande técnicas de
hemaféreses (RICHMAN et al, 1976; SIENA et al, 1989; HAAS et al, 1992; BOIRON et
al, 1993).

Ainda no inicio da década de 80, o transplante de medula Ossea autdlogo com
CPP era visto mais como um suplemento para o transplante autélogo convencional a
uma substituicdo, devendo cumprir as condi¢des bésicas de completa e sustentada
reconstituicgo hemopoiélica seguindo terapia mieloablativa (KORBLING, 1891).
Porem, este mesmo autor evidenciou que poderia haver indicagbes classicas para a
coleta de CPP, como nos casos de infiftrag8o tumoral pélvica ou prévia irradiacdo,
muitas vezes vistas em pacientes com linfomas. Ha indicios que, em doencas
hematoldgicas malignas, a coleta de CPP deva ser menos “contaminada” com células
tumorais clonogénicas do que a medula ssea, bem como mais rapida recuperagdo
hematoldgica nestes casos e, consequentemente reducdo do periodo de aplasia,
diminuindo a ioxicidade, reduzindo o© requerimento de antibidticos e produios
hemoterépicos, culminando no encurtamento do periodo de hospitalizagéo, e
reduzindo o custo total do procedimento (D'ARENA et al, 1998),

Dados recentes do Registro internacional de Transplante de Medula Ossea
{(IBMTR, 1985), mostram que, desde 1880, 0o nimero de fransplantes autdlogos t&m
excedido os alogénicos. Além do mais, desde 1993, as células sangiineas tém sido
usadas mais freglientemente que as medulares em transplantes autdlogos (TO et al,

1997).
Sendo assim, a crescente utilizagdo das CPP como resgate da terapéutica
quimioterdpica de alla dosagem constitui, hoje, em uma importante abordagem

terapéutica das neoplasias hematologicas como linfomas ndo Hodgkin (LNH)
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(KESSINGER et al, 1989, DREYFUS et al, 1992; SANTIN! et al, 1996), Doenca de
Hodgkin (DH) (GIANN! et al, 1993; BIERMAN, VOSE, ARMITAGE, 1994), mie.tema.
multiplo (MM) (FERMAND et al, 1993; MARIT et al, 1996) e leucemia mieldide cronica
{LMC) {(CARELLA et al, 1997).

L.2. Identificacdo e quantificacdo das CPP

O termo hemopoiese, refere-se ac processe de manutencdo controlado da
substituico homeostéatica das células do sangue. A hemopoiese aparece iniciaimente
no sace vitelinico (WOOD, 1982). Durante o desenvolvimento embrionario, o figado
fetal & o principal local de producéo das células sanglineas e, a partir dal, as células
migram, através da corrente sanglinea, para os 0ssos em desenvolvimento, 0s quais
passam a ser o principal centro da hemopoiese durante toda a vida adulta.

Na medula éssea s80 encontradas células sangiiineas em varios estagios de
desenvolvimento, bem como células mais primitivas, que funcionam como precursoras
das varias linhagens de células maduras. E conhecido atualments, gue essas ceélulas
precursoras derivam de uma célula comum, denominadas células primordiais ou
piuripotentes (ABRAMSON et al, 1977).

As células pluripotentes estdo presentes em quantidade reduzida,
comrespondente a cerca de 0,01 a 0,05 % do total de células nucleadas da medula
dssea, distinguindo-se das demais células hemopoiéticas pela sua capacidade de
proliferacdo, auto-renovaclo e diferenciac&o. No caminho deste processo, as células
pluripotentes produzem células de desenvolvimento mais restrito, como as células
multipotentes formadoras de coldnias mistas (CFC-mix) que, por sua vez, proliferam-

se e diferenciam-se para formar células maduras das varias linhagens mieldides, como
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as células progenitoras tripotentes formadoras de coldnias de granulocitos/mondcitos
{GM-CFC), as quais podem produzir neutréfilos, macréfagos e osteoclastos, além de
uma variedade de células progenitoras unipotentes que podem proliferar e
transformar-se em céluias maduras de uma Gnica linhagem (METCALF, 1998).

Estas células também podem ser detectadas em quantidade muito pequena em
situacdo fisioldgica, no sangue periférico. Quando mobilizadas, esta quantidade
aumenta significativamente, podendo ser coletadas por técnicas de leucaféreses, ser
criopreservadas e destinadas a transplantes autdlogos ou transplantadas “in natura’
para receptores alogénicos, devendo ser capaz de enxertar e restaurar a hemopoiese
apds terapia mieloablativa (BERENSON et al, 1991; KESSINGER et al, 1988;
WILLIAMS et al, 1990).

A quantificacdo das ceélulas progenitoras no sangue periférico e no produto da
aférese, pode ser determinada atraveés da contagem das unidades formadoras de
coldnias granulocitico-macrofagica (CFU-GM) por técnicas de cultura de células,
sendo considerada boa preditora para a reconstifuicdo hemopoiética apds
quimioterapia mieloablativa (JUTTNER et al, 1989). Porém, a informacéo € disponivel
somente apos cerca de duas semanas.

0O antigenc de superficie CD34, também identifica a populacdo de células
progenitoras, capazes de reconstituir hemopoiese, em humanos e animais letalmente
irradiados ou tratados com terapia mieloablativa. Estas células, denominadas células
CD34", podem ser estimadas quantitativamente por citometria de fluxo (SIENA et al,
1991; D"ARENA et al, 1996), provendo informagfes comparaveis aquelas obtidas com
ensaios de CFU-GM (D'ARENA, 1898), mas tendo a vantagem de poder ser

conhecida em cerca de uma hora, evitando-se assim, a realizacdo de procedimentos
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de leucaféreses desnecessarios, se a quantidade desejada de céiulas progenitoras ja
foi atingida ([ARENA et al, 1998).

Assim, o mimero de céluias CD34", por kg de peso do paciente, tem sido o mais
importante indicador para adequada recuperag@o da hemopoiese nos transplantes

autdlogos (BENSINGER et al, 1993; BENSINGER et al, 1994).

1.3. Mobilizagdo das células progenitoras para o sangue periférico

Em seres humanos, em situaclo fisiologica apds o nascimento, pouca
guantidade de células progenitoras estd presente no sangue periférico (McCREDIE et
al, 1971), insuficiente para garantir recuperacdo hemopoiética apds quimioterapia
migloablativa (HERSHKO et al, 1979). Ja foi observado que estas células circulantes
exibem alteragdes circadianas, com aumento aproximado de duas vezes a quantidade
por mililitro de sangue no periodo da tarde em relagdo ao periodo da manha (VERMA
et al,1980).

As observagbes de que as células progenitoras poderiam ser aumentadas no
sangue periférico, através do fendmeno da mobilizagdo, foram primeiramente descritas
na década de 70, em pacientes durante a recuperagcdo apds quimioterapia
mielossupressiva (RICHMAN, WEINER & YANKEE,1976; LOHRMANN et al, 1979). Foi
demonstrado também gue, seguindo a administragdo de sulfato de Dextran a caes, e
de endotoxina e adrenocorticotrofina e apds intenso exercicio fisico para seres
humanos saudéveis, havia um aumento significativo das células progenitoras
circulantes. Apesar deste aumento ter sido somente de duas a quatro vezes, e o fato
dos niveis retomarem ao valor basal em poucas horas e ndo ser suficientes Opara

coletar quantidade efetiva de CPP por aférese, mostrou-se que a mobilizaggo das
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célulag progenitoras para o sangue periférico, & um fénf)meno possivel de se induzir
(CLINE & GOLDE, 1977; BARRET et al, 1978).

A habilidade dos fatores de crescimento hemopoiético recombinante,
isoladamente ou incrementando a mobilizagdo induzida por quimioterapia, de
muitiplicar a quantidade de células progenitoras circulantes no sangue periférico,
aumentou o uso das células mobilizadas para fransplantes (GIANNI et al, 1989;
FUKUDA et al, 1992). Porém, pouco & conhecido acerca dos mecanismos de
mobilizacdo das células normais e malignas, sendo que os protocolos, ainda

permanecem ampiricos (T0 et al, 1997).

1.3.1. Biologia do fenbmeno da mobifizagdo

Em condicBes estaveis e normais, em ratos, ha um equilibrio entre o fluxo de
entrada ¢ saida das células progenitoras, tambem denominadas células formadoras de
cotonias granulocitico-macrofagicas (GM-CFC) dos sitios extravasculares para o
sangue circulante. Estudos em caes envolvendo mobilizacdo e leucaféreses, indicam
que estas populagbes celulares s&o allamente intercambiaveis (ZANDER &
COCKERILL, 1987).

Apesar de existir células progenitoras transplantaveis extramedulares (STARZL
et al, 1993), acredita-se que as células progenitoras hemopoiéticas mobilizadas para o
sangue periférico originam-se da medula éssea (TO et al, 1997). Ja é conhecido que a
hemopoiese ocorre na medula 0ssea pelo envolvimento de interagbes de adesividade
reguladas, entre as células e o microambiente hemopoiético, mediada pelas células
estromais. Em condigdes fisiologicas, acredita-se que esta adesividade seja

responsavel pela retencéo das células progenitoras primitivas na medula 6ssea e, uma
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perturbag@o destas interagbes, levaria ao fendbmeno da mobilizacdo para o sangue
periférico (TO et al, 1997).

O papel das interagbes de adesividade entre as células hemopoiéticas
primitivas e as células do estroma medular é pouco conhecido. Esta claro, atuaimente,
que a adesdo das células hemopoiéticas aos elementos estromais € mediado por um
numero de moléculas de adesdo celular da famiiia das integrinas $1 & B2, assim como
das L-selectinas. Estas incluem a 1-integrina “very late antigen 4° (VLA-4) e a p2-
integrina “leukocyte function-associated molecule-1” (LFA-1) (BELLUCC! et al, 1999).
LigacBes para muitas destas moléculas de adesdo celular, sao expressas pelas
células estromais na medula dssea (TAVASSOLI & HARDY, 1990}

Ha evidéncias que as molécuias de adesao celular podem estar envolvidas no
processo da mobilizagho. Muitos autores demonstraram que as células CD34"
mobilizadas por varios regimes e citoquinas, apresentam reduzida expressado de certas
moléculas de adesao celular em relacdo as células CD34" medulares em condictes
fisiolégicas, com conseqlente modificacdo da capacidade de ades&o ao estroma
medular (LUND & TERSTAPPEN, 1993, MOHLE, HAAS & HUNSTEIN, 1993).

Diversos estudos tém sugerido que, entre as muitas familias de moléculas de
ades3o, a B1 integrina VLA-4 e a L-selectina s&o provavelmente as mais envolvidas na
ades8o da célula progenitora & matriz exiracelular e, que estas alteragbes na
expresséo do VLA-4, podem resultar na saida da medula 6ssea de um grande nGmero
de progenitores hemopoiéticos (BELLUCCI et al, 1999). Estudos animais in vivo,
confirmaram o papel proeminente da VLA-4 na adesfo dos progenitores
hemopoiéticos ao estroma medular, pela pré-incubagdo de células medulares

transplantadas com anticorpos para VLA-4, ou pela administragdo, in vivo, de um
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bloqueador de ades&o anti-VLA-4, o qual leva a uma dramatica mobilizacéio das
células clonogénicas para o sangue periférico (WILLIAMS et al 1991
PAPAYANNOPQUIOU & NAKAMOTO, 1893).

As L-selectinas e as moléculas de adeséo intercelular e vascular (VCAM-1 para
VLA-4 e ICAM-4 para LFA-1), as quais correspondem aos sitios de ligacBes nas
células endoteliais, mediam um papel critico na ligaglo inicial e reversivel dos
progenitores ao estroma medular (BELLUCCH et al, 1899).

Em ensaios func‘ianais, o compartimento de células CD34" expostas, in vivo, a8 5
dias de administracdo de fatores de crescimento hemopoiético do tipo G-CSF, mostrou
um decréscimo na expressdo do VLA-4, LFA-1 e lL-selecting, e uma aderéncia
reduzida as células estromais, quando comparadas as células periféricas em situagdo
fisiologica. Porém, a expresso do VLA e da L-selectina nas células CD34" ndo varia
apads incubacdo in vifro, por 5 dias, com G-CS8F, 0 que indica que a complexidade
deste sistema, refletidc pela heterogeneidade dentro da populacdo de celulas
hemopoiéticas, pela variedade da matriz celular e extracelular e pelos mecanismos
nos quais a ades@o estromal € iniclada e estabilizada, necessita de métodos mais
sensiveis para idenfificar as varias vias de adesdo que podem estar envolvidas
{BELLUCC! et al, 1998).

Nao esta completamente claro se as alteracbes funcionais das células CD34",
durarte a mobilizaco, ocorrem com estas moléculas de adesdo, as quals no alteram
significativamente sua expresséo nas células progenitoras mobilizadas e se, diferentes
fatores de crescimento, induzem ao mesmo padriio de modificagdes fenotipicas e
funcionais como o G-CSF (BELLUCCI et al, 1999). A co-expresséo da LFA-1 e do

antigeno CD33 nas células CD34%, tem sido recentemente investigado, sendo sugerido
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gque a expressdo da LFA-1 deve distinguir duas sub-populages dentro das céiulas
CD34+/CD33- (GUNJI et al, 1992). Outros estudos tém sugerido a possibilidade de
que as moléculas de adesdo possam ser expressadas em diferentes etapas da
diferenciacéo da célula progenitora (TORESNMA et al, 1986), embora o grande
numero de antigenos a ser considerado e a variedade das moléculas de adesao
expressadas durante a diferenciacdo das células progenitoras, tornam estes estudos
de dificil interpretacio (BELLUCCI et al, 1899).

Todos estes dados sugerem que a mobilizacdo das células progenitoras
periféricas pode, pelo menos em parte, resultar das alteragbes citoquino-induzidas, na
funcéo integrina nas células CD34".

Apesar de ser um mecanismo desconhecido, tem sido reportado recentemente
a observacdo de que a express@o c-kit estd marcadamente reduzida nas celulas
CD34" mobilizadas para o sangue periférico, quando comparadas com 08 niveis das
células CD34™ na medula 6ssea e no sangue periférico em seu estado basal (TO, et al,
1994; SIMMONS et al, 1994). CYNSH! et al (1981) demonstraram que, em ratos com
mutacdes Steel ou WW, os quais perdem a habilidade para produzir o fator
estimulador de célula progenitora (SCF), ou tém um receplor c-kit defeituoso,
respectivamente, o G-CSF € muito menos eficiente para mobilizar células progenitoras
que os ratos ndo mutantes. Sendo assim, a mobilizag&o das células progenitoras em
resposta ao G-CSF pode, de fato, ser uma resposta & agéo conjunta do G-CSF com o
SCF endogeno.

BELLUCCI et al (1999), analisando o imunofendtipo e o potencial clonogénico
das células CD34" do sangue periférico de doadores saudaveis, em condigbes

fisiologicas e apds mobilizagho com G-CSF, mostraram que o ndmero de celulas
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D34 no sangue periférico expostas, in vivo, a cinco dias de administracdo de G-

CS8F, aderiram as células estromais significativamente menos que as células CD34" |
periféricas ou medulares em situagao fisioldgica.

Baseado em todos estes fatos, acredita-se que a melhor compreensdo dos

megcanismos de mobilizac@o, podera contribuir para o desenvolvimento de protocolos

mais eficazes e previsiveis (TO et al, 1987).

[.3.2. Mobilizagdo com quimioterapia

Durante a fase de recuperacdo da administracdo de quimioterapia nao
mieloablativa, o aumento do nimero de células CD34" no sangue periférico ja estd
bem documentado (RICHMAN et al, 1976).

Na década de 70, demonstrou-se uma elevagdo do numero de CPP apos
quimioterapia convencional da ordem de cinco a dez vezes (JUTTNER et al, 1985).
Trés observacSes foram colhidas a partir deste estudo: a existéncia de recuperacao
hematoldgica sustentada com recuperacdo da neutropenia e da plaquetopenia
precoces; a recuperacdo apls quimioterapia mielocablativa, porém, com tempo de
recuperacdo hematolégica ainda muito longa e a demonstracio de gue um numero de
50 x 10 Kg de CFU-GM promoviam a reconstituigdo hemopoigtica completa e
duradoura.

Estudos in vifro tém demonstrado que a atividade citotoxica de alguns farmacos
sAo dirigidos @os precursores j& comissionados, poupando os progenitores mais
imaturos {TARELLA et al, 1991). Outros farmacos, no entanto, lesam precursores em
fase GO, ou seja, ndo proliferantes. Exemplos importantes do primeiro grupo s&o a CY

{TO et al, 1990), o VP-18 (GIANNI et al, 1992). No segundo grupo, estdo o BCNU e o
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Bussulfan. A utilizacdo de CY em alta dosagem, apresentou uma coleta de CPP doze
vezes maior do que em coletas n&o mobilizadas. Este fato introduziu o conceito de que
quimioterapia mielotdxica poderia promover urﬁa coleta de células progenitoras
periféricas mais eficiente (GIANNI et al, 1992).

A CY, em particular, € um farmaco de amplo espectro com a melhor capacidade
mobilizante e apresenta uma correlagéio positiva entre dose e coleta de CPP. Doses
entre 4 e 7 g/m* sdo as de maior capacidade mobilizante (SANTINI et al, 1999). O VP-
18, nas doses de 2 a 2,5 g/m’, também apresentam esta capacidade (CARACCIOLO
et al, 1993}

Qutros regimes estdo sendo utilizados, atualmente, para mobilizacdo, em
situacdes especificas, como o “mini-ICE”, para pacientes com LMC (CARELLA &
FRASSONI, 1986) e 0 "DHAP”, para cerlos casos de LNH avancados (VELASQUEZ et

al 1988).

1.3.3. Mobllizagdo com fatores de crescimento hemopoisfico

BRADLEY & METCALF (1966) relataram que as células hemopoiéticas, imersas
numa tenra matriz gelatinosa e recebendo meios condicionades, produziram colbnias
de células contendo neutrdfilos e macréfagos maduros. Em estudos subseqlentes, os
fatores envolvidos na iniciagéo e estimulo ao desenvolvimento das células formadoras
de coldnias, foram isclados ¢ caraclerizados, cuja natureza e atividades precisas
ficaram incompletamente definidas durante varios anos. Entretanto, com ¢ advento da
melhor purificagéo e analise das proteinas, juntamente com o desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante, tornaram-se disponiveis grandes quantidades de

fatores estimulantes de colénias, permitindo a melhor compreenséo das propriedades
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moleculares, fisiologicas e das caracteristicas farmacol6gicas e terapéuticas dos
fatores de crescimento hemopoiético (METCALF, 1290).

Atualmente, os fatores de crescimento hemopoiético estdo representados por
um numero cada vez mais crescente de produtos génicos distintos, sende os mais
difundidos para uso clinico, o G-CSF, o GM-CSF e o SCF. A produgdo industrial e a
seqguranca clinica dos fatores estimuladores de coldnias recombinantes, tornou
possivel seu uso, em larga escala, para o tratamento de pancitopenias graves
seguindo quimioterapia mieloablativa e mobilizacBo de células progenitoras para o
sangue periférico.

BELLUCCI et al (1999) avaliaram a expressdo fenotipica, atividade funcional e
potencial clonogénico das células CD34" no sangue periférico de 20 doadores normais
em situacdo fisiologica ¢ apbs administracéo de G-CSF, demonstrando que o G-CSF
causou uma expanséo do compartimento das células progenitoras periféricas tanto em
termos de numero absoluto de células CD34” como no ndmero de progenitores
pluripotentes e mais diferenciados.

A utilizacio de fatores de crescimento hemopoiético para mobilizar células
progenitoras para o sangue periiérico, tanto em doadores normais como em pacientes,
t&m mostrado um crescimento de até 100 vezes o nimero de precursores, com doses
variando entre 0,3 a 60 ugr/Kg/dia (DUHRSEN et al, 1888).

Em relagio ac GM-CSF, os niveis de células progenitoras periféricas pode ser
aumentado cerca de 18 vezes quando usado isoladamente e até 62,5 vezes quando

associado a quimioterapia mobilizante (JUTTNER et al, 19838).
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1.3.4. Mobilizagdo com quimioterapia associado a fatores de crescimento

hemopoistico

A quimioterapia foi primeiramente utilizada isoladamente para mobilizar células
CD34" (TO et al, 1990). Fatores de crescimento hemopoiético, como Unico agente,
podem também mobilizar um numero adequado de células CD34" (DE LUCA,
SHERIDAN & WATSON, 1892), mas a administragac de quimicterapia seguida de
fatores de crescimento hemopoiético, resultam em um efeito sinérgico, com aumento
da mobilizacio das células progenitoras para o sangue periférico (RICHMAN et al,
1976; SIENA et al, 1989; HAAS et al, 1992; BOIRON et al, 1893).

A associacéo de CY ou VP-16 com G ou GM-CSF em LNH agressivos, levaram
a recomposicao rapida, em termos de neutréfilos maior que 0,5 e 1,0 x 10°0. (8 e 10
dias respectivamente); plaguetas maior que 50 X 10%/Litro de 11 dias e reducéo da
mucosite (GIANNI et al, 1988). A racionalidade deste procedimento esta em promover
a redugfo da massa tumoral obtida pelo citostélico, e uma coleta eficiente, obtida pela
associacio com o fator de crescimento (SIENA et al, 1994).

Atualmente, esquemas de mobilizacdo utilizando-se altas doses de CY (4 ou
7 g/m?) seguidas por fatores de crescimento hemopoiético recombinantes, s&o os mais
amplamente utifizados (DREYFUS et al, 1992; TARELLA et al, 1891; GOLDSCHIMIDT
et al, 1996), porém, o regime mais efetivo, e a intensidade mais adequada da
quimioterapia de mobilizaggo, permanecem ainda a ser definidos (KETTERER et al,
1998).

O salto da quimioterapia convencional, para a megaquimioterapia em dose
escalonada e o transplante autdlogo com a utilizagéo de CPP, mobilizadas durante a

terapéutica com alta dose de CY ou VP-16 é, de fato, o grande avango, hoje
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disponivel, para a terapéutica de salvamento nos linfomas e outros tumores, assim
como parte da primeira linha, em pacientes com alto risco de recidiva (DE SCUZA &

MARQUES, 1999).

1.3.5. Fatores que influenciam o fenémeno da mobilizagdo

Cada paciente, responde diferentemente & mobilizaclo das células progenitoras
para a circulag8o periférica. A obtencéo da célula progenitora mobilizada parece ser
afetada pelo diagndstico (SHIMAZAK! et al, 1995; HAAS et al, 1994), tempo entre O
diagnostico e a coleta, duragdo cumulativa de regimes quimioterapicos prévios,
administracio prolongada de agentes alquilantes, tratamento utilizando fludarabina
(KETTERER et al, 1998), duragéo prolongada de tratamentos prévios, grande numero
de ciclos quimioterapicos anteriores, doses cumulativas de ciclofosfamida
(BENSINGER et al, 1995; HAAS et al, 1994, GOLDSCHIMIDT et al, 1997) e histdria
prévia de radioterapia (BENSINGER et al, 1995; DREGER et al, 19985). A importancia
de outros parametros, como o tipo de doenga ou o envolvimento infiltrativo da medula
dssea, ndo estéio ainda definidos (HAAS, et al, 1994; KOTASEK et al, 1992 WATTS et
al, 1997).

Pacientes anteriormente tratados com quimioterapia, demonstram influéncia
negativa para mobilizagéo e coleta de células CD34", muitas vezes apresentando
alteragBes mielodisplasicas (D'ARENA et al, 1996, GORDON & BLACKETT, 1995
GIANNI 1994; TO et al, 1990; NOROL et al, 1933, BENSINGER et al, 1993; HAAS et
al, 1994; LIN et al, 1998, MOSKOWITZ et al, 1998). O mesmo acontece em pacientes
que ja receberam radioterapia anterior & mobilizaggo (NOROL et al, 1993

BENSINGER et al, 1993; BENSINGER et al, 1995).
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Estes dados leva-nos & acreditar que, danos prévios as células tronco e leses
estromais devido & prévia quimioterapia, podem explicar, pelo menos em parte, a
freqlente pobre mobilizacdo gquantitativa viste em alguns pacientes (TO et al, 1993),
por prejudicar o rebote hemopoiético durante recuperacéo da mielossupresséo.
Desta forma, preconiza-se que a CPP, deva ser mobilizada e coletada o mais
premoemente possivel, dentro do contexto da histdria cronoldgica da doenga, pois, o
tratamento, prejudica coletas futuras, sendo aconselhdvel a coleta precoce, se

possivel, para repetidos transplantes (LONG et al, 1995).

14. Coleta das CPP

A coleta de quantidade suficiente de CPP para se assegurar répida e
sustentada hemopoiese ap6s guimioterapia mieloablativa, requer procedimentos de
leucaféreses, geralmente realizados em dias consecutivos, quando, através da
inducdo do processo de mobilizagdo, as células progenitoras estdo em quantidade

aumentada no sangue periférico.

1.4.1. Hemaféreses

O termo hemaférese, em medicing, significa a separacdo e a retengdo de um
componente sangllineo, com retorno ao doador ou paciente, dos componentes
remanescentes. A perspectiva de uma grande variedade de aplicagbes clinicas,
resultou no desenvolvimento tecnolégico de equipamentos cada vez mais sofisticados
e seguros, tanto para o tratamento de diversas doengas, como para a coleta de

componentes hernoterdpicos, destinados a transfusdes.
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O principio dos equipamentos de hemaféreses é baseado no processamento do
sangue em um circuito extra-corpdreo, separando 0s diversos componentes por
metodos de centrifugacdo efou filtragdo. A centrifugacdo € mais amplamente usada
para separacéo e retencio de um componente, como por exemplo, concentrado de
plaquetas. Ja a filtrag8o, é empregada no sentido de reter uma substancia especifica,
como anticorpos.

A separacdo dos diversos componentes do sangue por centrifugagdo, &
possivel pela diferente densidade existente entre eles. Esta propriedade é regida pela
iei de Stokes, a qual descreve o principio fisico do comportamento de particulas
esféricas imersas em um liquido viscoso e submetido a um campo gravitacional,
modificada para as condigbes do sangce, por Hawskley e Vand (MARCONI, 1985).

Os equipamentos de hemaféreses por centrifugac@o, podem ser de fluxo
continuo ou descontinuo. Os equipamentos de fluxo continuo s&o, geralmente, mais
avancados, permitindo procedimentos mais qualificados, répides e com maior
estabilidade hemodinamica.

Uma das modalidades aplicativas destes equipamentos € a realizagdo de
procedimentos de coleta de CPP destinadas a transplantes, autologos ou alogénicos.

A possibilidade de se coletar células progenitoras hemopoiéticas a partir da
circulagdo periférica, por leucaférese, foi primeiramente demonstrada, em individuos
normais, por KORBLING, FLIEDNER & PFLIEGER (13980} e, como dito anteriormente,
desde 1993, as células sanglineas tém sido usadas mais freqlentemente que as
medulares em transplantes autdlogos.

Com o avanco da tecnologia, e com o aumento da seguranga dos

procedimentos, esta sendo empregada a coleta de CPP por hemaféreses até em
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criancas de baixo peso, isto é, menos de 20 Kg, com minima morbidade (TAKAUE et

al, 1995; LEIBUNDGUT et af, 1995},

1.4.2. Quantidade de células progeniforas necessérias para enxertamento

Jé foi demonstrado que entre 0,1 a 0,5 x 10° células nucleadas de medula
dssea por kg, foram capazes de reconstituir a hemopoiese, apds iradiac@o supraletal
e, com amostras contendo acima de 0,5 x 10° células nucleadas por Kg, todos os
animais sobreviveram ao procedimento de ftransplante (GORIN et al, 1978;
APPELBAUM et ai, 1978). Quando se utilizam leucdcitos periféricos como meétodo de
resgate apés o fratamento mieloablative, a maioria dos estudos encontraram que 326
x 10° células nucieadas por kg, s@o suficientes para completa reconstitui¢éo
hemopoiética (NOTHDURFT et al, 1978; ZANDER et al, 1984).

Apds, com a possibilidade de quantificacio das GM-CFC, foi proposto,
primordialmente, que a quantidade minima destas celuias, deveriaestarentre 02e 2,0
x 10% por kg, para se conseguir enxertamento segurc e eficaz (ZANDER &
COCKERILL, 1987).

JUTTNER et al (1989), estudando 13 pacientes portadores de leucemia
mieldide aguda submetidos a transplante autélogo com CPP, estabeleceu que, apesar
do enxertamento inicial ser répido com doses menores, a dose minima de CFU-GM
requerida para sustentada reconstituigio hemopoiética, deveria ser de 50 x 10% por kg.

Como dito anteriormente, o nimero de células CD34"%, por kg do paciente, tem
sido, atualmente, o mais importante indicador para adequada recuperacdo da
hemopoiese nos fransplantes autdlogos. Algumas controversias ainda existem acerca

da quantidade destas células que deveria ser infundida para um enxertamento seguro
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apos o transplante. Trabalhos foram publicados indicando que a quantidade destas
células deveria estar entre 22 e 2,5x10‘511<g (KORBLING &t al, 1995), minima de
2,5x10%Kg (HAAS et al, 1994), minima de 2,9x10%Kg (PASSOS-COELHO et al, 1995)
e minima de 5x10%Kg (TRICOT et 4, 1895). Porém, mais recentemente, tem sido
observado que doses de CD34" menores que 5x10°%células/Kg, apesar de
frequentemente ser de sucesso, expde uma fragdo de pacientes ao risco de
reconstituicdo plaquetaria tardia ou defeituosa, sendo este valor, o atualmente
requerido para se considerar suficiente coleta de céiulas CD34" para transplante na

maioria dos centros de fransplantes (’ARENA, 1998).

1.4.3. Parémetros para determinar a época da coleta das CPF

Varios critérios, incluindo a contagem leucocitaria periférica absoluta, a cinética
da recuperacdo leucocitaria, a contagem plaquetaria e a concentracéo de células
CD34" circulantes, tém sido demonstrados ser importantes para definirmos a época
ideal para a realizacéo de leucaféreses, visando a coleta de CPP para fransplante
autdlogo (TO et al, 1892, KOTASEK et al, 1992; HANSSON et al, 1995; CAGNONI &
SHPALL, 1996, GIANNI et al, 1989; SIENA et al, 1989).

O aumento das células progenitoras na circulagdo periférica, induzido pelo
processo de mobilizacdo, é de curta duragfio, sendo, portanto, imperativo concentrar
08 procedimentos de leucaféreses neste periodo. Ja foi demonstrado gue o pico das
contagens de CFU-GM e de células CD34", ndo é atingido até que a contagem
leucocitaria chegue a 10,0 x 10%1, apbs o “nadir’, durante a aplasia induzida pela
quimioterapia de mobilizacdo, recomendando-se, para se evitar a realizagdo

desnecessdria de procedimentos, gue a coleta por leucaféreses deveria se iniciar
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quando a contagem leucocitaria aproximasse destas cifras (DREGER et al, 1993).
Mais recentemente, estudos demonstram que quando a contagem leucocitaria
periférica atinge 1,0 x 1071, quantidade suficiente de células CD34” pode ser coletada
por leucaféreses (D'ARENA et al, 1888).

Desta maneira, foi proposto que os procedimentos de coleta devam comecar a
ser realizados quando a contagem leucocitdria, apés a aplasia induzida pela
quimioterapia de mobilizacéo, chegue a 1,0x 10%L ou ainda, quando a quantidade de
células CD34" for maior que 20/ul na circulacdo periférica, sendo atualmente, o
protocolo mais utilizado na prética clinica (HAAS et al, 1994; D'ARENA, MUSTO,
CARQOTENUTO, 1997; D'ARENA, 1998).

Conclui-se dai, que a determinagac diaria das células CD34” circulantes por
citometria de fluxo, é a melhor ferramenta para orientar um programa de leucaférese
para coleta de CPP em pacientes.

Em relacdo aos equipamentos de hemaféreses, JUTTNER et al (1989)
demostraram que coletas de CPP realizadas com equipamentos controlados por
computador, s&o significativamente mais efetivas que quando realizadas com
equipamentos de geracdo anterior. Em sua casuistica, 15 de 20 pacientes (75%)
portadores de leucemia mieldide aguda em remissdo precoce, submetidos a
procedimentos de coleta de CPP em equipamento Fenwalit CS 3000, coletou-se mais
de 50 x 10° CFU-GM por Kg. Em confrapartida, somente dois de 10 pacientes (20%)
submetidos a procedimentos em equipamento Aminco-centrifuge, esta quantidade foi
alcancada, concluindo que os equipamentos mais modernos podem coletar quantidade

adequada de CPP, com poucos procedimentos.
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Assim, a tendéncia, atualmente, é de realizar o minimo de procedimentos de

leucaféreses, processando-se o maximo de volume sangtiineo por procedimento, em

época estratégica (AZEVEDO et al, 1995; NEGRIN et al, 1995; NAKAGAWA et al,

1995; KOHNO et al, 1995; LANE et al, 1995; KOBAYASH! et al, 1985, SCHWELLA et
al, 1985, VIGORITO et al, 1997; MARQUES & DE SOUZA, 1998).

1.4.4. Fatores preditivos para a coleta das CPP

Diversas relagbes estgo sendo propostas no sentido de se definir os fatores que
afetam a coleta de células CD34™.

DE ARRIBA et al (1995) realizou leucaféreses didrias em nove pacientes
estimulados com G-CSF, e concluiu que ¢ contelido dos produtos das aféreses, em
termos de quantidade de células CD34", correlacionou positivamente com o nimero
destas células circulantes no sangue periférico.

SCHWELLA et al (1995), publicou um estudo sobre o valor preditivo de
contagens celulares sanglineas pré-procedimento de leucaférese, sobre as células
progenitoras coletadas, e a correlagdo entre a quantidade de células reinfundidas ¢ a
reconstituicdo hemopoiética, em pacientes submetidos a transplante autdlogo. Foram
analisados 108 pacientes portadores de neoplasias, submetidos a 285 procedimentos
de leucaféreses, sendo realizados 2 a 5 procedimentos de leucaférese por paciente.
Qs autores concluiram que o valor preditive, pode ser Gtil para se definir a methor
época para se iniciar a realizagdo dos procedimentos, além de predizer a quantidade
de CPP, a ser coletada em um unico procedimento.

Diversos oufros irabalhos, demonstraram correlagdo entre a contagem das

células CD34" circulantes, pré-procedimento, e a quantidade das células CD34"
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coletada (D’ARENA et al, 1998; YU et al, 19939; SANTOIS et al, 1999; SHIMIZU et al,
1998; AUER et al, 1998). D'ARENA et al (1998}, demonstrou que a correlacdo das
células CD34", pré-procedimento, com a quantidade destas células coletadas, s6 é
valida, quando a sua determinagdo pré-procedimento é realizada no mesmo dia da
coleta. Também demonstrou que ndo ha correlaco entre o ndmero total de leucteitos
ot de células mononucleares circulantes, pré-procedimento, com a quantidade de
células CD34" no produto.

FORD, PACE & LEHMAN (1998} publicaram, recentemente, estudo acerca da
eficiéncia da coleta de células CD34°, no sentido da identificagdo dos fatores
preditivos. Demonstraram que a eficiéncia da coleta comrelacionou-se inversamente
com a contagem leucocitaria periférica, hematocrito e concentracéo de albumina sérica
pré-procedimento. Interessantemente, o grupo relacionado com citopenias mais
avidentes, ou seja, composto por pacientes com mais quimicterapia anterior, infiftracdo
da medula 0ssea e mobilizag8o com quimioterapia associado a fator de crescimento
hemopoiético, mostrou maior eficiéncia de coleta de células CD34", sugerindo certas
atitudes, como por exemplo, transfundir mais tardiamente concentrado de hemacias

nos pacientes durante o periodo da mobilizag&o.

1.5. Racionalidade do estudo

A racionalidade para a realizag8o deste estudo, foi a de determinar os fatores
que possam influenciar a mobilizacgo e a coleta das CPP em pacientes onco-
hematologicos, como a quantidade de ciclos de quimioterapia recebidas anteriormente,
o antecedente de radioterapia, o tipo de guimioterapia de mobilizaggo, entre outros,

além de identificar possiveis fatores preditivos para coleta eficaz destas células, e,

24



Introducio
avaliar o impacto da leucaférese para os dados hematoldgicos dos pacientes, no
sentido de melhorar a qualidade do produto de hemaférese e a seguranca do

procedimento.

25



I1. Objetivos




Objetives

Estudar, em uma populag¢io brasileira de pacientes portadores de
hemopatias malignas, a mobilizagdo e a coleta, por método de leucaféreses,

das células progenitoras hemopoiéticas a partir do sangue periférico.

Estudar o processo de mobilizacdo e definir possiveis valores preditivos para
a eficiéncia da coleta das células progenitoras hemopoiéticas periféricas em

pacientes onco-hematologicos.

Estabelecer correlacies que nos permitam implantar methorias nos
protocolos vigentes, identificando fatores que influenciam, positiva ou
negativamente, a eficicia da coleta das células progenitoras hemopoieticas

a partir do sangue periférico.

Realizar andlise critica sobre os dados obtidos, que possam esclarecer €
contribuir para melhorar a estratégia de coleta das células progenitoras
hemopoiéticas  periféricas por leucaféreses em pacientes onco-

hematolbégicos, em nasso meio.
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Casuistica e Métodos
fiL1. Elegibilidade
O inicio do estudo ocorreu em janeiro de 1998, e o término da coleta de dados, em
agosto de 1999, sendo efetuado em pacientes portadores de doencas hematolbgicas
malignas e inseridos, consecutivamente, para fratamento através de
megaquimioterapia seqlencial, seguido do transplante autdlogo de células
progenitoras hemopoiéticas, seguindo os Protocolos Institucionais. Explicacbes
detathadas acerca dos procedimentos de mobilizacgdo e coleta das células
progenitoras hemopoiéticas, a partir do sangue periférico, por metodo de leucaféreses
e suas potenciais complicaches, foram fornecidas aos pacientes. Termo de
consentimento informado foi obtido de todos os pacientes envolvidos, utilizando-se
protocoios e impressos, de acordo com nossas regulamentacdes Institucionais
{anexo [}.
Os critérios de inclus@o dos pacientes sdo especificados a seguir:
- idade: Pacientes com menos de 60 anos, com excecdo dos portadores de
mieloma mdltiplo, de até 65 anos;
- Peso: O peso minimo foi de 30 Kg;
- Pacientes com diagndstico confirmado de Doenca de Hodgkin, Linfoma Nao-
Hodgkin, Mieloma multiplo ou Leucemia mielbide cronica;
- “ECOG performance status” 0 — 2, fungbes cardiaca, renal, pulmonar e hepatica
NorMmais;
- Sorologias negativas para HIV, HTLV-, Hepatites virais Be C.
- Condigbes clinicas: Pacientes aptos a suportar todo o procedimentc de
transplante como um todo. Febre no momento, ou nos dias gue antecederam 0s

procedimentos de coleta, ndo foi contra-indicacéo para as leucafereses. Nestes

29



Casnistica e Métodos
casos, hemoculturas com antibiograma foram coletadas e, no casc de
positividade, foi administrado ao paciente antibidticos adequados, quando da
ocasifio do descongelamento e reinfusdo destas céiulas. No caso de
negatividade da hemocultura, foi realizada a profilaxia antibidtica conforme
protocoio em vigor.

Uma vez caracterizada a indicagdo do tratamento através de transplante de células
progenitoras, os pacientes foram submetidos a quimioterapia de mobilizagéo, de
acordo com o diagnostico e quadro evolutivo, e receberam fator de crescimento

hemopoiético, diariamente, até o Ultimo procedimento de leucaférese.

.2, Regime de mobilizacdo

A fase de mobilizaciio das células progenitoras hemopoiéticas para o sangue
periférico, foi definida como o periedo entre o dia da administragaoc da guimioterapia
mobilizante, definido como dia zero, até o dia do Gltimo procedimento de coleta por
leucaférese.

O processo de mobilizagdo nos pacientes, foi induzido atraves de esquemas
guimioterapicos conforme o diagndstico, tipo histolégico e estadio clinico, seguido da
administracéo de fatores de crescimento hemopoiético {rhG-CSF . - Granulokine®,
Roche, S@io Paulo, Brasil, ou hGM-CSF - Leucomax", Novartis Biociéncias, S&o
Paulo, Brasil), conforme disponibilidade do servico.

O esquema quimioterépico utilizado para a mobiliza¢go foi um dos seguintes:
CY 4 ou 7g/m? divididos em irés ou cinco doses, respectivamente {SANTINI et al,
1999), “DHAP” (VELASQUEZ et al, 1988), VP-16, 2g/m? (CARACCIOLO et al, 1993)
ou “Mini-ice” (CARELLA & FRASSON!, 1996).
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Os pacientes receberam fator de crescimento hemopoiético a partir do dia
seguinte a guimioterapia de mobilizagao, por via subcutanea, na dose de 10ug/Kg/dia,
diariamente, até o ditimo dia de coleta por leucaférese, inclusive. Nos pacientes
portadores de LMC, o fator de crescimento foi iniciado no oitavo dia apds o término da
quimnioterapia de mobilizacéo (CARELLA & FRASSONI, 1996).

Por se tratarem de pacientes que, invariavelmente, [& foram submetidos a
sessdes de quimicterapia endovenosa, preconizou-se instalacéo de catéter tunelizado
de duple iimen, calibroso, tipo Hickman, calibre 13,5 (Bard Access Systems, Salt Lake
City, Utah, USA), no sentido de se promover tante a administrac&o da quimioterapia de
mobilizacio e de medicamentos e componentes sanglineos, como a realizacdo do
procedimento de leucaférese, com maior facilidade tecnica.

As complicacfes durante o periodo de mobilizagio, foram observadas a partir
de avaliacBes clinicas e laboratoriais diarias.

A recuperacdo dos leuctcitos e plaquetas, apos a aplasia induzida pela
quimioterapia de mobilizago, foi definida atraves da sua determinagao diaria. Foram
preconizados os valores ‘cortes” de ascenso, apds o “nadi’, de 1,0 x 10%L de
leucécitos e de 50,0 x 10%/L de plaquetas, respectivamente.

O tempo de hospitalizagdo foi definido como os dias decorridos entre a
administragdo da quimioterapia de mobilizacdo e a alta hospitalar. Os procedimentos

realizados a nivel ambulatorial, foram identificados pelo numero zero.

31



Casuistica e Métodos
#1.3. Cuidados de suporte

Os pacientes receberam, durante o periodo de mobilizacdo, fluconazol na dose
de 200 mg/dia por via oral, como profilaxia para infecgdes fungicas e ciprofloxacing, na
dose de 500 a 1000 mg/dia por via oral, como profilaxia de infecgbes bacterianas
oportunistas. Em caso de quadro febril, os pacientes foram tratados de acordo com
nosso protocolo Institucional, usando Cefepime, como fratamento de primeira linha, e
ajustando a antibicticoterapia de acordo com a positividade das culturas
microbiolégicas. Cuidados constantes pela equipe de enfermagem e profilaxia da
sindrome da lise tumoral com aliopurinol 300 mg/dia, hidratacdo, alcalinizaco, eic
também foram tomados.

Os pacientes receberam concentrado de hemacias deleucocitados quando o
nivel de hemoglobina apresentou queda, ficando abaixo de 8,0 g/dL. Concentrados
plaquetarios, randomizados ou obtidos por aféreses, foram transfundidos,
profilaticamente, quando a contagem plaquetaria apresentou nivel inferior a 10 x 10%L
ou, em situacdes com febre, nivel inferior a 20 x 10%L. Também foram indicados na
ocorréncia de complicacbes hemorragicas ou procedimentos invasivos. Todos os
produtos sangiiineos foram irradiados com 20 Gy.

Durante todo o procedimento de leucaférese, 0s pacientes permaneceram com
monitorizaco cardiaca, ficando em repouso, apos o término por, no minimo, 40
minutos. Os procedimentos nao foram realizados em jejum.

A determinacdo da pressdo arterial, do pulso radial, da freqléncia respiratona e
da temperatura, foram realizadas imediatamente antes e apds e, guantas vezes

fossem necessarias, duranie o procedimento.
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A quantificac@o da transfus&o de concentrado de hemacias, referiu-se ao
numero de unidades transfundidas no periodo de mobilizacdo, e da transfusdo de
concentrado de plaquetas, ao numero de episddios fransfusionais, neste mesmo

periodo,

iti.4. Coleta das CPP

Os procedimentos de leucaféreses foram iniciados quando a contagem
teucocitéria periférica chegou a 1,0 X 10%/L, apods o periodo de aplasia induzida pela
quimioterapia de mobilizagdo. O alvo foi coletar mais que 5,0 x 10° células CD34"/Kg
peso do paciente. Nos pacientes portadores de LMC, as leucaféreses foram iniciadas
quando a contagem leucocitéaria, apds o “nadir”, alcancou 0.8 x 10%L (CARELLA &
FRASSONI, 1996). Quando os leucdcitos ndo cafram abaixo de 1,0 x 10%L, as
teucalféreses foram iniciadas no dia seguinte & menor contagem. A administracdo
digria dos fatores de crescimento hemopoiético foi interrompida apos realizada a Ultima
leucaférese.

Os procedimentos foram interrompidos em uma das trés situagbes. quando se
atingiu o alvo de 5,0 x 10° células CD34'/Kg peso do paciente; quando a contagem
leucocitaria pré-procedimento chegou a 30,0 x 10%/L ou quando a contagem de células
£D34", pré-procedimento, diminuiu ou foi persistentemente baixa.

Baseado no ndmero de células CD34" coletadas, nds consideramos os
pacientes como bons mobilizadores, quando foi possivel coletar mais que o alvo
desejado de 5,0 x 10° células /Kg, e como médios e maus mobilizadores, quando
somente de 2,0 a 5,0 x 10° células /Kg e abaixo de 2,0 x 10° células /Kg puderam ser

coletadas, respectivamente.
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A escolha dos equipamentos se deu aleatoriamente, conforme disponibilidade
dos mesmos na Seclo de Procedimentos Especializados do Hemocentro da
UNICAMP, durante o periodo de estudo, sendo todos por fluxo continuo.

Os eguipamentos ulilizados para a realizagdo dos procedimentos de
leucaféreses foram:

(@) Dideco Vivacell modelo BT-798 CE/A (Mirandola, laly), kit 460F-405, que
consiste em uma separadora de células sanglineas por fluxo continuo, dotada de
funcéo automatica de caiculo do volume sanglineo e balango dos fluidos coletado e
infundido, porém, necessitando de controle manual constante do operador durante
todo o periodo da coleta. Este controle é feito através de uma clmera de video
acoplada a camara de separagio.

(b) Baxter C83000 Plus (Fenwall Laboratories, Deerfield, IL, USA), camaras
SVCC/Granulo, que consiste em uma separadora automatica de fluxo continuo, com
duas camaras seqienciais de separagao e controle computadorizado do processo de
coleta.

{c) Fresenius AS 104 (Fresenius, Schweinfurt, Germany), Kit C4Y, programa
PBSC/LYM, que consiste em uma separadora automatica de fluxo continuo,
caracterizada por apresentar um sistema de cinta acoplada a uma centrifuga. Todo o
processo de separacdo & submetido a controle automatico através de um sistema de
interface, e é dotado de vérios detetores de sensibilidade e monitores.

As técnicas detalhadas para a realizagdo dos procedimentos em cada
equipamento, s&o descritas nos anexos I, 1, iV).

Foi utilizado a solucdo anti-coagulante ACD formula A (Citrato de s6dio 2Hz20:

22g/L; Glicose H20: 24,5g/L; Acido citrico: 7,3g/L), sem heparina, infundida em
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proporgao de 1:10 em relaggo ao sangue refirado, sendo esta proporcio reduzida
durante ¢ procedimento até 1:18.

G fluxo sangliineo de retirada variou de 40 a 70 m! por minuto, dependendo das
condigbes do catéter e do conforto do paciente, sendo processado até 14 Litros de
volume sanglineo por sessao.

O controle de qualidade do concentrado de CPP, foi feito através da
determinacdo da hemogiobina, da contagem leucocitaria global e especifica, da
contagem das plaguetas e da determinagéo da quantidade de células CD34", além da
cultura bacteriolégica de todos ©s concentrados produzidos. Logo apds serem
coletados, estes concentrados foram encaminhados para o laboratorio de criobiologia,
para preparagéo e congelamento.

Os parametros gquantitativos pré e pos-procedimenio e do produto, foram
determinados tanto no sentido de avaliarmos o impacto do procedimento no paciente,
como de quantificarmos cada elemento no produto. Os principais calculos efetuados
foram:

- Queda de plaquetas (%). 1 — (contagem de plaquetas pés-procedimento
dividido pela contagem de plaquetas pré-procedimento).

- Volume processado menos anticoagulante (mi): Volume processado
visualizado no “display’ do eguipamento — (Volume processado visualizado no
“display” do equipamento vezes concentracdo média do anticoagulante).

- Eficiéncia (%): Quantidade fotal de determinada célula no produto, dividida
pelo produto da média pré e pos-procedimento desta célula com o volume processado

menos ¢ anticoagulante.
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- Seletividade (nUmero absoluto), Razao enfre a porcentagem de células
especificas em relacio ao total de células nucieadas, nas amosiras pré-procedimento
& produto.
- Quantidade fotal de células obtidas (numero absoluto): Concentraf;ém de
determinada célula, multiplicada pelo volume do produto.
- Quantidade de células por Kg do paciente: Quantidade total de determinada

célula, dividida pelo peso do paciente, em Kg.

i1.5. Contagens celulares e quantificacdo das células CD34"

Os pacientes foram submetidos, diariamente, & contagem das céiulas
sangliineas periféricas e células CD34" durante todo o periodo da mobilizagdo, e
imediatamente pré e pds cada procedimento de leucaférese. Estas determinagbes
também foram realizadas nos concentrados de CPP.

As contagens celulares e plaquetdrias foram realizadas por analisador
hematotogico automatico ABBOTT — Cell-Dyn®, modelo 1600 (Unipath, Mountain View
Ca-USA). Nestas amostras, ndo foram realizadas as contagens diferenciais por
observador humano.

A guantificacdo das células CD34" foi determinada por citometria de fluxo, como
previamente descrita por SUTHERLAND et al (1994). As amostras dos pacientes e do
produto, foram diluidas para obtengao de 5,0 x 10°% células e incubadas em tubos
Falcon contendo os anticorpos monoclonais especificos, durante 30 minutos em
camara escura. A marcagdo ocorreu adicionando-se anticorpo monoclonal CD14
conjugado a FITC (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA), simultaneamente com o

anticorpe controle igG1 conjugado a PE (Becton & Dickinson). No iubo CD34
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adicionou-se anticorpo moneclonal CD14/FITC e o anticorpo monocional CD34
HPCA2/PE. Apés a incubagdo, foi adicionada solugdo tampéo lisante de células
vermethas em cada tubo e deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos, sendo
lavadas duas vezes com tamp&o PBS em centrifuga Beckman (Palo Alto, CA, USA) a
1800 rpm por 10 minutos. As células foram ressuspensas em solugdo tampéo PBS e
analisadas no citbmetro de fluxo modelo FACscalibur (Becton & Dickinson). A
compensac@o do aparelho foi realizada com calibration beads (Becton & Dickinson) e
os dados foram coletados utilizando-se parametros de disperséo frontal (forward
scatter ~ FSC) em escala linear, dispersdo 90 graus (side scaffer ~8SC), também em
escala fnear e fluorescéncia FL-U/FITC e FL-2/PE em escala logaritmica

(MASSUMOTO ef a/,, 1997).

i1.6. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando-se métodos estatisticos descritivos,
com tabelas de freqliéncia e medidas de posico e dispersdo, e estatisticas de ordem
{quantis), com box-plots, histogramas, ajuste pela curva Gaussiana {tipo “goodness-of-
fit'y. Analise wunivariada foi obtida para idade, diagndstico, tipo de regime
quimioterapico de mobilizacéo, tipo de fator de crescimento administrado {G ou GM-
CSF), numero de linhas quimioterapicas previas, antecedentes de radioterapia, dias
para a recuperacdo leucocitaria atingir 1,0 x 10° leucocitos/l., apds aplasia induzida
pela guimicterapia de mobilizacdo, e nimero de procedimentos de leucaféreses
necessarios para se obter a guantidade desejada de células CD34'. A andlise

multivariada foi realizada por analise de variancia (ANOVA). Correlagdo de Pearson foi
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utiizada para agrupar varidveis e comelacho parcial fol feita para identificar a
possibilidade de efeitos indesejaveis na comrelagéo multipla.

As variaveis “numero de procedimentos de leucaféreses’ e “dias de recuperagéo
leucocitaria”, tiveram uma distribuicdo de Poisson, e foram transformadas para
distribuigdo Gaussiana e, assim, pudemos analisar as regressdes entre as duas
variavels e, também, considerar os efeitos de outras variaveis como diagnéstico,
guimicterapia de mobilizacdo, efc. Pela criac8o de uma curva Gaussiana bivariada
para este par de variaveis, foi possivel fazer uma predicdo desta associaco,
utifizando-se as curvas de nivel, com suas probabilidades associadas, estabelecendo-
se a relacdo entre os dados e 0s valores preditos.

Os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com a quantidade de
células CD34" coletadas, sendo o ponio de corte, a quantidade total de 5,0 x 10°
célutas CD34"/Kg do paciente.

O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dados hematolégicos pré
& pos-procedimento, para se estabslecer ¢ seu impacto no paciente.

Todos os calculos foram realizados com o0s softwares comercialmente
disponiveis Splus vers@o 4.5 e SP38. O nivel de significancia adotado foi de 5%

(ARMITAGE & BERRY, 1994; RAQ, 1995).
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Resultados
V. 1. Caracteristicas dos pacientfes

No periodo de janeiro de 1998 a agosto de 1999, foram estudados,
seqiienciaimente, 41 pacientes acometidos de neoplasias hematologicas malignas
submetidos a mobilizag@o e coleta de CPP, no Centro de Hematologia e Hemoterapia
da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, com o objetivo de realizar
transplante autdlogo utilizando estas células como fonte de resgate apds quimioterapia
de alta dose. Todos 0s pacientes submetidos aos procedimentos de mobilizagdo e
coleta foram elegiveis para o estudo. A Tabela 1 resume as principais caracteristicas
dos pacientes. Foram incluidos vinte e seis pacientes (63,4%) do sexo masculino e 15
(36,6%), do sexo feminino, com mediana de idade de 35 anos (12 — 58), e do peso
corporal de 60 Kg (41-100). Vinte e um pacientes (51,2%) eram portadores de LNH; 15
{36,6%), DH; dois (4,9%), LMC e trés (7,3%), MM. A mediana das dosagens de
Lactato desidrogenase (LDH), na época da mobilizacao, foi de 328 U/L (128 — 1200). A
mediana de linhas quimioterapicas recebidas previamente pelos pacienies portadores
de finffomas e mieloma, foi duas (1 — 4), sendo que, 18 pacientes (46,2%), foram
mobilizados, como parte do tratamento de primeira linha e, 21 pacientes (53,8%),
coma salvamento. Os dois pacientes acometidos de LMC, foram tratados previamente
com Hydroxiuréia e interferon. Vinte e sete pacientes (65,9%) j& haviam recebido
tratamento radioterapico anterior aos procedimentos de mebilizacdo e coleta das CPP.
Seis pacientes (14,6%) apresentavam infiltragdo medular pela doenca de base na
época da mobilizagdo, sendo quatro portadores de LNH e dois, de DH. Todos os
pacientes portadores de MM e LMC, obviamente, apresentavam comprometimento

medular.
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Tabela 1: Caracteristica dos pacientes submetidos a mobilizacgo e coleta de CPP.

Caracteristica Pacientes (n=41)
idade (anos)* 35 (12~ 59)
Sexo (M/F) 26715
Peso (Kg)* 60 (41 - 100)
Diagnostico
Linforna nao-Hodgkin 21 (51,2%)
Doenca de Hodgkin 15 (36,6%)
Leucemia mieldide crbnica 2 (4,9%)
Mieloma mditiplo 3(7,3%)
Lactato desidrogenase pré mobilizagéo (U/L) 328 (128 - 1200}
Linhas quimioterapicas prévias™ 2{1-~4)
Tratamento de primeira linha 20 (48,8%)
Tratamento de salvamento 21 {51,2%)
Radioterapia {S/N) 27114
infiltracio medular
Linfoma ndo-Hodgkin 4 (19%)
Doenca de Hodgkin 2 (13,3%)

* mediana {variac2o), M: masculino, F: feminino; 8 — sim, N - néo

Dos vinte e um pacientes portadores de LNH, um (4,8%) apresentava estadio
clinico 1A; um (4,8%;), 1A, um (4,8%), HB; um {(4,8%), HIA; trés {14,3%), HIB; quatro
{19,0%), VA, e dez (476%), VB, incluidos neste grupo, um VB com infiltracdo
espienica; um VB, mediastinal, e um, “Bulky” de mediastine.

Dos quinze pacientes portadores de DH, um (8,7%), apresentava estadio clinico
A; um {(6,7%), 1B; quatro (26,7%), I1A; um (6,7%), HB mediastinal; um (6,7%), HA; um
{6,7%), HB; um (6,7%), IVA e cinco (33,3%]), IVE.

Todos os pacientes portadores de MM foram estadic 1A, segundo a
classificacdo de DURIE & SALMOCN (1975).

(Os dados individuais dos pacientes estdo no anexo V.
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V.2. Regimes de mobilizacédo

O resumo dos dados do regime de mobilizago utilizado, € mostrado na Tabela
2. Todos os pacientes foram mobilizados usando quimioterapia, associada a fator de
crescimento hemopoiético. Vinte e quatro pacientes (58,5%), receberam CY, 7 g/m?,
dividido em 5 doses, em apenas um dia. Treze pacientes {31,7%), receberam CY, 4
g/m” dividido em 3 doses, em um dia, e quatro pacientes (9,8%), receberam outros
regimes quimioterépicos de mobilizaco, sendo um, VP-16, 2g/m?, um, “DHAP”, e dois,
“Mini-fce”.

A partir do dia seguinte & administragdo da quimioterapia de mobilizagéo,
injecbes diarias de fator de crescimento hemopoiético, G-CSF ou GM-CSF, na dose de
Sng/Kg, foram administradas, exceto para os dois pacientes portadores de LMC, nos
quais, o fator de crescimento foi iniciado apds oito dias da quimioterapia de
mobilizac&o. Vinte e cinco pacientes (61%) receberam G-CSF e 18 (39%), GM-CSF.

Os dados detathados estdo no anexo V.

Tabela 2: Caracteristica dos regimes de mobilizagdo das CPP com quimioterapia e

fator de crescimento hemopoiético.

Mobilizagao n=41
Quimioterapia
Ciclofosfamida 7 g/m? 24 (58,5%)
Ciclofosfamida 4 g/m® 13 (31,7%)
“DHAP” 1 (2.4%)
VP-16 1{(2,4%)
“Mini-ice” 2 {4,9%)
Fator de crescimento hemopoiético
G-CSF 25 (61%)
GM-CSF 18 (39%)
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V.3, Efeitos colaterais e toxicidade
Todos os pacientes, realmente, receberam o regime de mobilizagdo proposto,
com quimioterapia e fator de crescimento hemopoiético. O programa de mobilizacdo
foi geralmente bem ftolerado, a despeito dos efeitos colaterais esperados dos
medicamentos administrados. Vinte e oito pacientes (68,3%) apresentaram
complicagbes durante o perfodo da mobilizagdo, sendo que um paciente (3,6%),
apresentou trombose venosa subclavia, provavelmente relacionado ao catéter
implantado. Os 27 pacientes restantes (96,4%), apresentaram febre, sendo que, em
oito casos (29,6%), foi também relacionado ao catéter. Foi tentado isolar os patégenos
para a administracio especifica da antibioticoterapia. Dez pacientes (24,4%)
apresentaram febre de origem indeterminada e nos dezessete restantes (60,7%),
fomos capazes de reconhecer 0 agente infeccinso, sendo seis Sfaphylococcus sp, um
associado com Candida sp, dois Sfreptococcus sp, dois Pseudomonas sp, dois
Acinefobacter sp; dois Enterobacter sp e um para cada dos seguintes
microorganismos: Serratia sp, Coryneobacterium sp e Candida sp. N3o houve nenhum
epistdio de cistite hemorragica ou sangramento cutaneo-mucoso. N&o ocorreu
foxicidade importante durante os procedimentos de leucaférese, mesmo processando

grande volume sangiineo em cada sesséo.

V.4, Procedimentos de leucaféreses

A Tabela 3, resume os dados relativos aos procedimentos de leucaféreses. Foram
realizados 115 procedimentos, para os 41 pacientes estudados, sendo onze em
equipamento Dideco Vivacell (9,5%), 39 em equipamento Baxter CS 3000 plus

{33,9%) e 65 em equipamento Fresenius AS 104 (58,5%). A mediana do volume
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sanglineo processado em cada procedimento foi de 9286 mi (4457 — 13929), ¢ do
tempo de procedimento, de 233 minutos (100 — 365). As medianas dos célculos da
eficiencia da coleta das células nucleadas totais, das mononucleadas, das
granulociticas e das CD34™ |, foram 14,12% (1,01 — 79,03); 41,61% (2,37 - 94,60);
7,85% (0,71 — 54,57) e 60,10% (2,40 — 326,79), respectivamente. Para efeitos de
avaliagho da seletividade da coleta, testamos as proporches das céiulas
mononucleadas e das CD34” em relagéio as células nucleadas totais, nas amostras
sangQineas pré-procedimento e nas do produto, obtendo os resultados de
022 (003 - 0,86) para as células mononucieadas pré-procedimento, e de
0,56 (0,05 - 0,94), para o produto. Para as células CD34", obtivemos a proporgéo pré-
procedimento de 4,72 x 10% (0,026 — 48,36), e, no produto, de 1591 x 10%
(1,16 - 1182.8), demonstrando que os procedimentos s30 altamente seletlivos,

principaimente em relacéo as células CD34". Os dados detalhados estéo no anexo VI

Tabela 3: Dados relativos aos procedimentos de leucaféreses (n=115).

Mediana Variagdo
Volume sangilineo processado menos anticoagulante (mi) 9286 4457 — 13929
Tempo (min) 233 100 — 365
Eficiéncia das células nucleadas (%) 14,12 1,01 -79,03
Eficiéncia das células mononucleadas (%) 41,61 2,37 - 94,80
Eficiéncia das células granuiociticas (%) 7.85 0,71 - 84 57
Eficiéncia das células CD34” (%) 60,10 2,40~ 326,79
Mononuclearssinucleares pré 0,22 0,030,856
Mononuciearesinucieares produto 0,56 0,05 -0.94
CD34 mucleares pré (x 1079 472 0,026 - 48,36
CD34 nucleares produto (x 10"‘) 159.1 1,16 - 11826
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V.5, Impacto dos procedimentos de leucaféreses nos pardmetros hematolégicos
dos pacientes
Os parametros hematolbgicos, pré e p6s procedimento s&o sumarizados na
Tabela 4. Quanto ao impacto das leucaféreses nos parametros hematoldgicos dos
pacientes, coletados imediatamente antes e quarenta minutos apds os procedimentos
e comparados afravés do teste de Mann-Whitney, concluimos que, apesar do grande
volume sanglineo processado, a contagem das diversas células sanglineas
permaneceram estaveis, com excecdo da queda significante dos niveis da
hemoglobina e da contagem das células CD34", pds procedimento. Também houve
tendéncia & gqueda de plaguetas, sem fendmenos hemorragicos inerentes ao
procedimento. N&o foi observado qualquer problema clinico relacionade diretamente

ao procedimento de leucaférese. Os dados detalhados estéo no anexo VIH,

Tabela 4: Parametros hematolégicos pré e pds cada procedimento de leucaférese.

Pré Pos P
procedimento procedimento
Hemaoglobina (g/dl.) 95(6,7-12,4) 8,5(51-114) <0001
Células nucleadas (x 10%/L) 4,0(0,9-252) 4.4 (0,7 -24.4) 0,32

Células mononucleadas {x 109L) 08(0,1-7.8)  08(02-57) 0,29
Células granulociticas (x 10%L)  2,8(0,3~245) 34(03-2186) 0,21
Células CD34" (/) 17,1 (0,1 -328,8) 13,3(0,3-1995) 0,05
Plaquetas (x 10%1) 47,5 (4,0-2350) 40,0 (50-259,0) 0,06

*mediana (varia¢éo)
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IV.6. Caracteristicas dos produtos obtidos por leucaférese

As caracteristicas dos produtos obtidos em cada procedimento de leucaférese,
estéo sumarizadas na Tabela 5. O volume do concentrado de CPP produzido, variou
com 0 equipamento utilizado, com uma mediana de 341 mi (50 - 835). Os niveis da
hemoglobina do produto, também variaram, com mediana de 1,6 g/dL (0,2 — 10.6). A
mediana da quantidade de células nucleadas, no produto, foi de 1,0 x 10°/Kg de peso
do paciente (0,18 — 6,42), a de células mononucleadas, 0,53 x 10%Kg ¢ a de células
grarulociticas, 0,4 x ‘ifﬁKg {0,03 — 2,89). Foi possivel obter, em cada procedimento, a
quantidade mediana de 1,6 células CD34"/Kg de peso do paciente (0,03 — 25,66). A
guantidade de plaquetas presente no concentrado de CPP, de cada procedimento, fo

de 0,70 x 10" (0,08 — 14,25). Os dados detalthados estéo no anexo IX.

Tabela §: Caracteristicas dos produtos obtidos em cada procedimento de leucaférese.

Mediana Variacao
Volume produto {(mi) 341 50 - 835
Hb (gfdL) 1,6 0,2 -10,6
Células Nucleadas (x 10%Kg) 1,0 0,18 - 6,42
Células Mononucleadas (x 10%/Kg) 0,53 0,05 - 5,41
Células Granulociticas (x 10%/Kg) 04 0,08 - 2,89
Células CD34" (x 10%Kg) 1,8 0,03 - 25,66
Quantidade de Plaguetas (x 10'") 0,70 0,08 — 14,25

iV.7. Caracteristicas clinicas e biologicas da mobilizacédo
Os dados relativos as caracteristicas clinicas e biologicas da mobililagéo, estéo

na Tabela 6. Seguindo a administragdo da quimioterapia de mobilizacdo, a mediana
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para os leucdcitos atingirem 1,0 x 101, ap6s o “nadir’, foi de 12 dias (7 - 19), como
ilustrado no histograma da Figura 1. A contagem plaquetéria recuperou para niveis de
20,0 e 50,0 x 10%L em 10 dias (0 — 30) e 13 dias {0 — 30), respectivamente. Durants
todo o pericdo da mobilizac8o, compreendido desde o dia da quimioterapia, até o
ultimo procedimento de leucaférese, a mediana do nimero de concentrade de
hemacias lavadas e irradiadas transfundidos, foi de duas unidades (0 — 15). O ntimero
de epistdios transfusionais de plaguetas, variou de 0 a 17 {(mediana: 0,5). A mediana
do numero de dias de internacao foi de 17 (0 — 35) e, da somatdria das células CD34"
coletadas, por paciente, foi 6,19 x 10%Kg (0,22 ~ 33,78), como demonstrado no
histograma da Figura 2. N6s coletamos quantidade suficiente de CPP, realizando
pequeno numero de procedimentos, com uma mediana de frés procedimentos por
paciente (0 ~ 6). A mediana da somatoria das células nucleadas coletadas, ao fongo
de todos os procedimentos, foi de 3,19 x 1081|<g (0,33 — 8,84) e das mononucleadas,

de 1,38 x 10°%Kg (0,16 — 7,5). Estes dados detalhados, estio no anexo X.

Tabela 6: Caracteristicas clinicas e bioldgicas da mobilizagéo.

Mediana Variagdo
Leucheitos > 1.0 x 10%1 (dias)* 12 7-18
Plaguetas > 20.0 x 10°/L (dias)* 10 0-30
Plaguetas > 50.0 x 10%L (dias)* 13 0-30
Concentrado de hemacias transfundidos™ 2 0~15
Transfusdo de plaguetas (episodios)™ 0.5 0-17
Dias de hospitalizacdo™ 17 0-35
Procedimentos de leucaféreses 3 1—-6
Células CD34" (x 10%Kg) (total) 6,19 0,22 33,78
Células nucleadas (x 10%Kg) 3,19 0,33-984
Células mononucleadas (x 10%Kg) 1,39 016-75

*dias apds gquimioterapia de mobilizagdo; ™periocdo entre a quimicterapia de
mobilizac&o e o ditimo procedimento de leucaférese.
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Figura 1: Histograma dos dias de recuperacdo leucocitaria apds a quimioterapia, para
os leucocitos chegarem a 1,0 x 10%L, em funcdo da porcentagem dos

pacientes.
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Figura 2: Histograma da obtencdo das células CD34" (somatbria de todos os

procedimentos).
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IV.8. Comparagéo entre os pacientes quanto & coleta do ntmero alvo de CPP
Nés analisamos dois grupos, de acordo com a obtencdo das células CD34",
considerando as caracteristicas dos pacientes que coletaram acima ou abaixc do aivo
dgsajado, isto &, 50 x 106!Kg. Estas caracteristicas, s&0 mostradas na Tabela 7. Em
onze dos 41 pacientes (26,8%), nao foi possivel coletar este alvo, sendo que, destes,
seis (54,6%), eram portadores de LNH e cinco (454%), de DH. Cinco foram
mobifizados com CY, 4 g/m?, cinco com CY, 7 g/m? e um paciente, foi mobilizado com
VP-18, 2g/m”. Cinco pacientes foram mobilizados com guimioterapia e G-CSF e seis,
com quimioterapia e GM-CSF. Dois apresentavam envolvimento medular na época da
maobilizacdo e quatro, ja tinham recebido radioterapia anterior. Quatro pacien_tes
receberam uma linha quimioterapica prévia; cinco, duas linhas e dois, quatro linhas.
Do total dos 41 pacientes estudados, quatro (9,8%), n&o atingiram a quantidade de 2,0
x 10° células CD34"/Kg, com a somatdria do coletade em todos os procedimentos de
leycafereses. Dois pacientes eram portadores de LNH e dois, de DH. Trés pacientes
foram mobilizados com CY 4 g/m® e um, com VP-18, 2g/m*> Somente um paciente
apresentava envolvimento medular pela doenga de base na época da mobilizacéo.
Dois pacientes foram mobilizados com quimicterapia e G-C8F e dois, com
guimioterapia e GM-CSF. Trés ja tinham recebido radioterapia anterior. Dois deles ja
haviam recebido quatro linhas quimicterapicas prévias e dois, duas linhas. Nenhum
dos pacientes com MM ou LMC, coletou menos que o nivel proposto de células
progenitoras.
Note-se que houve, significativamente, menos células mononucieadas nos

produtos das aféreses entre os pacientes que apresentaram bom rendimento, quando
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comparado ac grupo contendo os pacientes considerados maus e médios
mobilizadores (F = 0,05).

Para o grupo dos bons mobilizadores (n = 30), fazendo-se a analise univariada,
observamos que a Unica varidvel preditora para os “dias de recuperaco leucocitéria®,
fol 0 “numero de procedimentos de aféreses” (P = 0,047). Para o grupo que nao
mobilizou adequadamente (n = 11), a varidvel preditora foi a “quimioterapia de

mobilizaggo” (P = 0,08).

Tabela7: Caracteristicas da mobilizagdo e coleta de acordo com a obtencio das

células CD34*
CD34™ > 5x10°/Kg  CD34* < 5x10P/Kg

(n=30) (n=11)
Idade (anos) 32 (12-59) 35 (18-57)
Diagnbstico (DH/LNH/outros) 1071575 51610
Ciclos de guimioterapia prévia 2 (14} 2(1-4)
Radioterapia prévia (N/S) 20710 714
Quimioterapia de mobilizacio (CY4/ICY7/Outros) 8/18/3 57871
GIGM-CSF 20710 516
Nimero de procedimentos de aféreses 2{1-5) 3 (1-6)
Recuperacio leucocitaria > 1.0x10° (dias) 12,5 (7-19) 12 (10-19)
Células mononucieadas (x10%Kg) 1,25 (0,34-7,50) 2,13(0,168-423)
Células nucieadas (x10%Kg) 2,93{(0,91-0,84) 3,36 (0,33-8,35)
Células CD34" obtidas (x10°/Kg) 6,74 (5,11-33,78) 3,12 (0,22-4,93)

DH: Doenga de Hodgkin, LNH: Linforna ndo-Hodgkin, CY4: Ciclofosfamida 4 a/m? CY7:
Ciclofosfamida 7 g/m®; N: nfio; S: sim. Mediana (variacéo).
V9. Varidveis gue influenciaram a obtencdo das células CD34" - Fatores
preditivos

Considerando-se 0 grupo tofal, ndo houve contribuico das variaveis idade,

diagndstico, radioterapia prévia e tipo de fator de crescimento utilizado, para a
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correlagdo entre a variavel “dias para a recuperacéio leucocitaria’ apds o “nadir’, e as
variaveis ‘numero de aféreses” necessdrias para se coletar a quantidade alvo de CPP,
& “tipo de quimioterapia de mobilizagéo”.

Na analise multivariada (ANOVA), quando testamos a varidvel “dias para
recuperacdo leucocitaria®, obtivemos uma correlagéo linear dos preditores “nidmerc de
procedimentos de aféreses’ e “tipo de quimioterapia de mobilizacio” (coeficientes de
0,86 e 0,95, respectivamente). Quando analisamos os dados conjuntamente, somente
a variavel “numero de procedimentos de aféreses’, mostrou significancia (F = 0,01). A
“quimioterapia de mobilizacdo”, ndo mostrou significancia. Entretanto, quando fizemos
o mesmo tipo de andlise, separando os tipos de quimioterapia de mobilizagéo,
manteve-ge a significAncia envolvendo a variavel “numerc de procedimentos de
aféreses”. Quanto ao “tipo de quimioterapia de mobilizaglo”, somente se manteve a
significancia para o grupo de pacientes que receberam CY 4 g/m? (P = 0,04), e nao,
para os que receberam CY 7g/m® ou oulros tipos de quimioterapia de mobilizag3o
{F =027 e 0,33, respectivamente).

Assim, para 0s pacientes que apresentaram recuperac@o leucocitdria mais
rapida, houve necessidade de menor nimero de procedimentos de aféreses, para se
atingir o alvo de CPP, como € mostrado na Figura 3. Da mesma forma, os pacientes
mobilizados com 4 g/m® de CY, necessitaram de menos dias para a recuperagio
leucocitaria atingir 1,0 x 10°/L ap6s o “nadir”, como mostrado na Figura 4.

Centrando-se agora a andlise sobre as varidveis “dias para a recuperago
leucocitaria (tempo de espera)” e “nlmero de procedimentos de aféreses’, vemos que
podemos utilizar conhecimentos estatisticos, para justificar distribuicGes de

probabilidades, para estas duas variaveis. Flas tiveram uma distribuic&o de Poisson, e
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porisso, foram ajustadas para a distribuicdio Gaussiana, para realizar as andlises
seguintes. As Figuras 5 e 6, mostram a fung8o de distribuicdo cumulativa ajustada das
varidveis ‘numero de aféreses” e “dias para a recuperacdo leucocitaria®,
respectivamente, comparadas as curvas Gaussianas hipotéticas. Ambas as curvas,
580 muito similares as fungdes de distribuicdo cumulativa normal hipotetizadas.
Temos, portanto, evidenciada, a disfribuicdo conjunta das varidveis transformadas
“dias para recuperacao leucocitaria” e “numero de procedimentos de afereses’, como
uma Gaussiana bivariada, com vetor de média {0 — 0), velor de variancia (1 — 1) e
coeficiente de comelagée de 0,36 (P = 0,02). Justificando ¢ ajuste da distribuicdo
bivariada Gaussiana, aos pares ftransformados para as duas varigveis em guestdo, ao
plotarmos estes pares, vamos juntar a eles as curvas-contornos da distribuicéo
bivariada para algumas probabilidades de escotha. Com tais curvas, assim chamadas
curvas de nivel (contour), podemos definir regides, cujas probabilidades, justificam o
ajuste da distribuicdo tedrica aos dados experimentais (Figura 7). Para melhor jlustrar
a afirmacgdo anterior, simulamos, na curva Gaussiana bivariada, com os parametros
acima descritos, uma amostra de 1000 casos tedricos, € mostramos o resultado
obtido, na Figura 8.

Na nossa casuistica, ndo houve influéncia da idade, do nimero de ciclos
quimioterdpicos anteriores, do tratamento radioterépico anterior, ou do tipo de fator de

crescimento utilizado, para a obtencéio das células CD34",
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Figura 3: “Boxplot” mostrando os valores descritos do numere de procedimentos de
aféreses e dias até a recuperacio leucocitaria, apds a quimioterapia de
mobilizac8o. As areas achuriadas estdo relacicnadas ao intervalo de

confianca de 95% da mediana.
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Figura 4: “Boxplot” mostrando os valores descritos do tipo de quimioterapia de

mobilizagdo e recuperacfo leucocitaria apds a quimioterapia mobilizante.

As éreas achuriadas estdo relacionadas ao intervalo de confianga de 85%

da mediana.
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Figura 8: Curva de probabilidade acumulada hipotética e empirica para a variavel
“‘namero de procedimentos de aféreses’, em modelo Gaussiano. A linha

sélida representa a funcdo de distribuico empirica, e a pontithada, a

hipotética.
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Resnirados
Figura 6. Curva de probabilidade acumulada hipotética e empirica para a variavel
“dias para recuperacio leucocitaria”, em modelo Gaussiano. A linha solida

representa a funcao de distribuicdo empirica, e a pontilhada, a hipotética.
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Figura 7: Distribuicdo Gaussiana Bivariada , com dados ajustados e tedricos. A linha
inclinada mostra a regressdo linear entre as varidveis “namero de

procedimentos de aféreses” e “dias para recuperagio leucocitaria” (r=0,36).

N° de aféreses: Valores acima e abaixo da mediana

Dias para resuperacio leucocitéria: Valores acima e abaixo da mediana
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Figura 8: Distribuicio (Gaussiana Bivariada, simulada com 1000 amostras (azuis) ¢

dados ajustados (vermelhos).

3 2 -4 0 1 2 3

N° de aféreses: Valores acima e abaixo da mediang

Dias para recuperagdo leucocitéria: Valores acima e abaixo da mediana
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Discussiio

Este & um estudo prospectivo, controlado, de fase il, que nasceu a partir da
protocolizac@o da abordagem terapéutica dos pacientes portadores de doencas onco-
hematologicas, com indicacdo para transplante autSlogo de células progenitoras
hemopoiéticas, em nossa Instituicdo.

Nossa casuistica reuniu pacientes com doencas malignas avangadas, a maioria
com estadios clinico Il e IV &, em mais da metade, o tratamento foi de salvamento.

A ibgica do procedimento de mobilizac&o com quimioterapia de alta dose é, ndo
somente a de promover coleta de quantidade suficiente de células progenitoras
hemopoiéticas periféricas para posterior infuséo pos quimioterapia mieloablativa, mas
também de testar a quimiossensibilidade do tumor a quimioterapia e, logicamente,
diminuir 8 massa tumoral,

O presente estudo, demonstra a viabilidade para mobilizar e coletar células
progenitoras, a partir do sangue periférico, em pacientes previamente tratados para
neoplasias hematologicas. Os efeitos colaterais e a toxicidade, usando alta dose de
ciclofosfamida, na maioria dos pacientes, foram aceitaveis.

A ciclofosfamida, tem mostrado aumentar linearmente a contagem periférica
das células progenitoras com o incremento da dose (ROWLINGS et al, 1992), porém,
o regime mais efetivo e a adequada intensidade da quimioterapia de mobilizagao,
estao ainda para ser definidos (KETTERER et al, 1998).

Nos demonsiramos a grande capacidade da alta dose de ciciofosfamida,
sequida por fator de crescimento hemopoiético, de mobilizar as células progenitoras
para © sangue periférico, incluindo pacientes pesadamente ftratados com
quimioterapia, associada ou ndo a radioterapia anterior. Nos nfo fomos capazes de

demonstrar a influéneia do ndmero de linhas guimioterapicas prévias e da radioterapia
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prévia na guantidade obtida de células CD34", apesar destes fatores ferem sido
cansiderados importantes, em trabalhos publicados (BENSINGER et al, 1995; HAAS et
al, 1994; GOLDSCHMIDT et al, 1997). Estas observacfes, provavelmente, estdo
relacionadas ao pequeno numero de pacientes estudados no presente trabalho. O tipo
de fator de crescimento utilizado, o diagnéstico e a idade dos pacientes, ndo
apresentaram correlagdo com os dias necessarios para a recuperagdo leucocitaria
apds quimioterapia de mobilizacgo, e com o0 numero de procedimentos de aféreses
necessarios para se obter boa coleta de células CD34".

Ambos os fatores de crescimento hemopoiético utilizados no nosso estudo - rh-
G-CSF ou th-GM-CSF - parecem ser iguaimente efetivos como agentes mobilizantes,
porém, atentamos ao fato de termos analisado pequeno numero de casos, e de néo se
tratar de estudo randomizado desenhado para responder tal questdo. Trabalhos da
fiteratura sugerem que o rh-G-CSF possa ser superior para a mobilizac&o das celulas
progenitoras para o sangue periférico (PETERS et al, 1993; BOLWELL et al, 1994).
Nenhum grande estudo prospectivo, randomizado e controlado, comparando as
células progenitoras mobilizadas com estes dois fatores de crescimento hemopoiético,
foi ate entéo realizado.

Até muito recentemente, no inicic dos anos 80, algumas questbes basicas
relacionadas ao transplante de células progenitoras hemopoiéticas periféricas ainda
estavam abertas e necessitavam ser respondidas, como, por exemplo, o nimero exato
de células mononuclieadas requeridas para assegurar enxertamento seguro e eficaz,
além da exata natureza das ceélulas progenitoras hemopoiéticas periféricas

(WILLIAMS et al, 1990). Mais tarde, com o desenvolvimento da identificacao e da
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guantificagdo das células CD 34", tomou-se possivel estimar a quantidade de células
progenitoras entre as células mononucleadas coletadas (KORBLING et al, 1985).

Diversos trabalhos publicados, sugerem que o pico das células progenitoras
hemopoiéticas periféricas ocorre principalmente do segundo ao quinto dia de
administracdo de fatores de crescimento hemopoigtico, quando administrados em
individuos sadios, submetidos a coletas destinadas a transplante alogénico (De
ARRIBA et al, 1995 RUSSEL et al, 1995, AZEVEDO et al, 1995). Nas coletas
destinadas a transplante autdlogo, ja é estabelecido que este pico ocorre durante a
ascensdo dos leucocitos na recuperacdo medular pds quimioterapia de mobilizagdo
(HAAS et al, 1994), porém, a época ideal para se iniciar os procedimentos de aféreses
ainda esta indefinido. Diversos parametros sdo encontrados na literatura, que incluem
principalmente a cinética da recuperacéo leucocitaria, a contagem plaquetdria, e a
contagem pré-procedimento das células CD34 que, mais recentemente, parece ser a
mais efetiva,

A morbidade e a morialidade dos pacientes, tanto na época da mobilizagéo,
quanto na época da infusdo das CPP, apbs quimioterapia mieloablativa, esido
estreitamente relacionadas aos dias de aplasia, pelas conseqlentes complicacbes
infecciosas e hemorragicas, além da dependéncia transfusional. Assim, € importante
abreviarmos este periodo, oferecendo reinfuséo de quantidade suficiente de CPP, para
assegurar mais rapida recuperagdo hemopoiética. A quantidade das CPP para se
garantir a completa e sustentada hemopoiese quando da reinfus&o apos quimioterapia
mieloablativa, vem sendo constantemente modificado pela literatura. O valor de 5,0 x

10%Kg, definido por TRICOT et al (1995), foi a referéncia para o nosso trabalho.
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Mo presente estudo, conseguimos coletar acima da quantidade alvo de células
CD34", na maioria dos pacientes (73,2%), tendo como mediana, 6,19 x 10%Kg, em
uma mediana de trés procedimentos de leucaférese por paciente. Isto nos demonstrou
gque ¢ nesso protocolo de coleta realmente & efetivo e cdmodo, & que 0s nossos
equipamentos s8o adequados para a quantidade proposta de células CD34" gque
desejamos coletar. Mesmo para o grupo de pacientes em gue nao conseguimos
coletar a quantidade alvo de células CD34" (26,8%), o transplante foi realizado e, em
apenas dois pacientes, Iprocedemos a coleta de medula Sssea adicional, no sentido de
elevar 0 nimero de células progenitoras.

No geral, 0os procedimentos foram bem tolerados pelos pacientes, tanto no
aspecto da mobilizagéo, através de quimioterapia e fator de crescimento hemopoiético,
como pelos procedimentos de leucaféreses. Porem, as complicagbes relacionadas ao
catéter de longa permanéncia, foram relativamente freqlentes, ocorrendo em 22% do
total de pacientes estudados.

As infeccbes s80 as principais causas de complicacdes em catéteres de longa
permanéncia (PRESS et al, 1984; GUENIER, FERREIRA & PECTOR, 1989) e estudos
tém atribuide a manutencéo sub-&tima do catéter, a causa das altas taxas de infecgéo
(WAGMAN & NEIFELD, 1986; WEIGHTMAN, 1988). O patdgeno isolado mais comum
& o Staphilococcus sp (LANDAY Z, et al, 1984), e a razéo para esta predominancia
inclui sua prevaléncia na pele (ROTSTEIN et al, 1988) e sua habilidade para aderir aos
materiais de degradacio no catéter (PRESS et al, 1984). Nossos dados também
mostraram conformidade com ¢ observado na literatura, quanto a predominancia do
Staphilococcus sp. No nosso estudo, as freqlentes complicagbes infecciosas foram

controladas com antibioticoterapia, em todos os pacientes. Porem, o grande numero
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de complicagOes infecciosas, deve nos levar a methorar os cuidados de manutencao
do catéter quanto a heparinizagdo, a lavagem e a desinfeccéo, por pessocal qualificado
de enfermagem, adotando protocolos mais rigorosos ¢ realizando controles periodicos.

Recentes estudos indicam que as obstrugies que ocorrem no catéter s&o muito
freqlientes, provavelmente devido a depodsitos de fibrina nos poros da superficie
interna (CRAIN et al, 1996), promovendo ¢ mecanismo de “valvula®. Esta obstrucdo
parcial prejudica os procedimentos onde s&o realizados pressdes negativas, como
aspirar o sangue do paciente, tanto para a coleta de amostras para exames ou
culturas, e para os procedimentos de aféreses. Na nossa experiéncia, também
pudemos observar a grande ocorréncia de obstrugbes na época das aféreses,
provavelimente, devido a ampia manipulagdo do catéter para a administragdo de
guimioterapia, de antibidticos e de outros medicamentos e de transfusbes. As
desobstrugbes foram, habituaimente, dificeis, necessitando de nova heparinizacao,
realocacao do catéter ou até mesmo, nova implantacéo.

Quanto a necessidade transfusional durante o periodo de mobilizaco e coleta
de CPP, notamos que 12 (29,3%) e 20 (48,8%) dos 41 pacientes estudados, nao
tiveram necessidade de administragio de concentrado de hemacias ou de plaqustas,
respectivamente, o que demonstra a baixa morbidade do procedimenio.

Os procedimentos de aféreses foram bem tolerados, a despeito da grande
guantidade de volume sangUineo processado. A duragBo das aféreses ndo foi t&o
longa a ponto de causar desconforto aos pacientes e os efeitos colaterais do
anticoagulante foram leves. Os produtos coletados mostraram “boa gqualidade’,
definida através da alta guantidade de células CD34", e baixos niveis de hemoglobina.

As alteracbes nos valores hematoldgicos determinados imediatamente antes, e
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quarenta minutos apds os procedimentos, foram minimos. Somente o nivel da
hemoglobina foi significante, porém, néo limitou os procedimentos consecutivos, nem
causou a interrupcdo do proprio procedimento.

Os procedimentos de leucaféreses transcorreram em ambiente agradavel; Os
pacientes puderam conversar, assistir a programas de televis@o e se alimentar, com a
presenga de um familiar, quando desejasse. Estas atividades, contribuiram para
tranqilidade dos pacientes, no sentido de suportar o tempo, relativamente longo
(mediana de 4 horas), dos procedimentos.

As leucaféreses foram extremamenie seguras gquanto ao impacto para o0s
parametros hematologicos dos pacientes, ndc havendo deplecdo significativa de
células, Nao obtivemos significancia quando comparamos a contagem plaguetaria pré
e pos-procedimento (P = 0,08}, o que ndo é observado quando se trata de doadores
alogénicos (AZEVEDQ et al, 1995, VIGORITO et al, 1997). Provavelmente esta
observagdo seja devida a plaquetopenia dos nossos doentes no pré-procedimento
imediato, o que leva a uma menor amplitude de variac@o, possiveimenie interferindo
nos calculos estatisticos,

Sao encontrados na literatura, protecolos gue preconizam © processamento de
grande guantidade de volume sangliineo em cada sessao, podendo-se chegar até 40
iitros (COMENZO et al, 1985). HILLYER et al (1993), demonstraram que ha um
aumento do rendimento da coleta de CFU-GM quando se processa mais de trés
volemias. O aumento de 56% do volume processado, levara ainda, a um aumento de
142% na gquantidade de CFU-GM coletada, sugerindo que possa haver uma

mobilizac&o durante e associado ao procedimento de leucaférese.
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Neste estudo, o processamento de quantidade moderadamente grande de
volume sangliineo, em cada sessdo de leucaférese, nos permitiu, além de reduzir
custos com “kits”, solutos e tempo despendido pelos funcionarios, concentrar os
procedimentos nos dias onde haveria maior quantidade de células progenitoras
circulantes. NGs acreditamos gue o processamento de maior quantidade de volume
sanglineo, em cada sessdo, aumentaria os efeitos colaterais, o cansaco dos
pacientes e dos funcionarios, diretamente relacionados ao aspecto operacional dos
procedimentos.

Ha diversos equipamentos de aféreses disponiveis para a realizacéo de
procedimentos de coleta das ceélulas progenitoras hemopoiéticas periféricas, e a
fiteratura mostra diversos estudos caracterizando a eficacia e a seguranca, inclusive
comparando diversos equipamentos.

DEL MONTE et al (1890}, em um dos primeiros estudos do género, submeteu
nove pacientes a 50 procedimentos de coleta de CPP em equipamento Dideco
Vivacell, andloge a um dos utilizados por nos, neste estudo. iniciou as aféreses,
guando as contagens leucocitaria, monocitaria e plaquetaria atingiram 1,5 a 2.0 x
10%L, 8 2 10% e 50,0 a 100,0 x 10°L no sangue periferico, respectivamente, com
intervalo entre os procedimentos de 24 a 48 horas. A média dos valores totais de
leucocitos e células mononucleadas coletadas foram 6,5 e 5,5 x 10°, respectivamente,
demonstrando a efelividade do método em oito pacientes, através dos valores da
reconstituicdo hemopoiética.

WILLIAMS et al (1980), relatou a coleta das CPP, em outro equipamento
utilizado por nds - Baxter CS 3000, em 18 pacientes, submetidos & alta dose de

quimioterapia, sendo coletada a média de 31,9 x 10° céhdas mononucleadas, o que
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correspondeu a 4,85 x 10° células mononucleadas/Kg. Em quinze pacientes, realizou
ensaio “in vitro” para CFU-GM, obtendo a média de 2,7 x 10° CFU-GM/Kg. Quando da
reinfusdo das células, as recuperagbes granulocitaria, para 0,5 x 10%Litro e
plaquetdria, para 500 x 10%Litro ocorreram, em média, apds 15 e 43 dias,
respectivamente, sendo que, quatro pacientes apresentaram plagquetopenia
prolongada apos a infusdo. Concluiu que, a coleta e infusdo das células hemopoiéticas
periféricas, sao procedimentos seguros e efetivos para a reconstituicdo hemopoiética,
apos alta dose de quimioterapia, para a maioria dos pacientes, evidenciando que,
devido a reconstituicdo hemopoiética incompleta observada em alguns pacientes,
estes procedimentos regueriam novas investigagfes.

PIERELLI et al (1993), relataram 29 pacientes submetidos a 110 procedimentos
de coleta de CPP em equipamento Fresenius AS 104, Quarenta e sete procedimentos
foram realizados apos mobilizac&o somente com quimioterapia, enquanto que, 83
procedimentos, em pacientes apds mobilizagdo com quimicterapia mais fator de
crescimento hemopoiético. Nos pacientes submetidos a mobilizacdo com
quimioterapia e fator de crescimento, a obtenc@o das células foi significativamente
maior. A eficiéncia de coleta das células mononucleadas e dos progenitores
hemopoiéticos, fol comparavel ou superior aos reportados por BENDER (1992), que
utilizou equipamento Baxter CS3000. |

Neste estudo, © uso dos equipamentos foram aleatdrios, conforme
disponibilidade da Instituicdo, agendamento dos doadores de plaquetas, realizagéo de
procedimentos terapéuticos e da ocorréncia de dois ou mais procedimentos de coleta
de CPP no mesmo dia. Porém, nds propusemos, e conseguimos, utilizar o mesmo

equipamento para ¢ mesmo paciente, isto é, quando comegamos as coletas de CPP
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em um determinado equipamento, este era mantido até se completar o niimero de
procedimentos Necessarios.

O equipamento Dideco Vivacell, foi o Gnico gque necessitou controle manual
constante do operador durante todo o periodo da realizacio dos procedimentos. Este
fato exigiu um trabatho mais laborioso por parte do bidlogo e do médico operador.
Apesar deste fato ndo ser limitante, € necessario que estes procedimentos sejam
realizados por técnicos bem treinados, havendo possibilidade de resultados diferentes,
conforme o operador. Nos outros dois equipamentos, todos os controles relacionados
& coleta sdo automatizados e previamente programados no equipamento, sendo gue
nestes casoes, a interferéncia do operador & guase inexistente.

O concentrado de células progenitoras periféricas ideal, seria aquele que
possuisse grande quantidade das células “desejaveis’ e pouca quantidade das “n&o
desejaveis”, As primeiras consistem nas células CD34", e as segundas, principalmente
nos globulos vermethos, granuldcitos e plaquetas, que podem interferir negativaments
durante a criopreservacdo. Os nossos prodidos de concentrado de CPP podem ser
considerados de "boa qualidade®, quantc ao aspecto da guantidade de células
desejadas e nao desejadas.

Para se chegar mais prdximo a este concentrado de CPP ideal, podemos
proceder a realizagdo de calculos, para ofimizar a coleta. O céiculo da eficiencia de
coleta & preconizado para se avaliar o quanto de uma determinada célula, que passou
através do equipamento, fol possivelmente retida, sliminando-se a interferéncia da
quantidade absoluta destas células, Nos procedemos os célculos da eficiencia para os
diversos tipos celulares, para estabelecer a especificidade do procedimento. Nao nos

interessa, por exemplo, proceder o congelamento das células granulociticas em
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grande guantidade. O que desejamos observar foi coletar, eficientemente, mais células
progenitoras hemopoiéticas. Estas células tém morfologia semelhante ao linfécito. Os
valores acima de 100%, observados neste trabalho, quando se determinou a eficiéncia
das células CD34", significa que, em virtude do relativo grande volume sanglineo
processado, houve recirculagdo destas células, que puderam ser coletadas em
posterior passagem peio equipamento.

O caleulo da seletividade é extremamente Util para se determinar a “gualidade”
intrinseca dos procedimentos de aféreses, relacionados aos operadores, aos
programas, e ao proprio equipamento. Nés procedemos  realizaciio destes calculos
no sentido de observarmos a inverséo da concentracio de uma determinada célula do
sangue periferico para o produto. Neste estudo ficou nitida esta inversdo,
principalmente quanto as células CD34", que partiu de 4.72 x 10™ no sangue circulante
pré-procedimento para 159.1 x 10 no produto aferético, demonstrando a seletividade
dos procedimentos quanto a coleta das células CD34",

As caracteristicas relatadas por FORD et al (1998), referindo-se as situacbes
8m que maior leucocitose, maior hematderito efou maior concentragso sérica de
altbumina, no periodo pré-procedimento, levariam a uma menor eficiéncia de coleta das
células CD34", podem explicar, de fato, nossa alta eficiéncia, com mediana de 60,1%,
devido a anemia e leucopenia dos nossos pacientes.

Nos também observamos que, pacientes que coletaram um bom numero de
célutas progenitoras a partir do sangue periférico, mostraram, para 0 mesmo numero
de leucdcitos sanglineos periférices, menor quantidade de células mononucisadas
que aqueles gue nao coletaram bem. Nos pacientes bons mobilizadores, 0 aumento da

guantidade de leucteitos totais foi acompanhado pelo aumento das células
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polimorfonucleadas. Por outro lado, nos pacientes que mobilizaram mal, o aumento
dos leucocitos foi devido, principalmente, ao aumento das células mononucleadas.
Portanto, no presente estudo, o nlmero de células mononucleadas néo pbde ser
considerado um bom parametro para monitorar a qualidade da obtencdo das células
CD34”.

VALBONES! (1893), reportou que o nimero de procedimentos de aféreses
necessarios para a coleta de quantidade suficiente de células progenitoras, a partir do
sangue periférico, durante a rapida recuperagdo hemopoiética que se segue &
quimioterapia citotoxica de mobilizagcdo, depende do tipo de doenga, do tipo de
quimicterapia, das condigbes clinicas dos pacienfes, das contagens pré-
procedimentos, da concomitante administracdo de fator de crescimento hemopoiético,
da epoca otima da realizacao dos procedimentos de aféreses, do acesso vascular, dos
equipamentos de aféreses e do tipo de técnica utilizada. O aufor concluiu gue 0
performance e a qualidade do produto pode ser totalmente diferente, dependendo ndo
36 do equipamento, mas também das condi¢ces clinicas dos pacientes.

Baseado neste principio de procurar definir fatores preditivos para a mobilizagdo
£ g coleta das ceéluias progenitoras periféricas, para transplante autologo em pacientes
com doencas malignas hematologicas, varios estudos comegaram a  surgir
recentemente na literatura (HAAS et al, 1994; BENSINGER et al, 1995
GOLDSCHMIDT et ai, 1897, WATTS et al, 1997; KETTERER et al, 1998; FORD et al,
1998, D'ARENA et al, 1998, GANDHI et al, 1989).

Um resultado interessante obtido no presente estudo, foi a correlagdo linear
entre os dias necessarios para a recuperacdo leucocitaria apds a guimicterapia de

mobilizacdo ¢ © numero de procedimentos de aféreses necessarios para a coleta de
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quantidade suficiente de células CD34". No nosso estudo, a recuperaciio leucocitaria
precoce foi um fator preditivo para poucos procedimentos de aféreses necessérios
para se alingir a quantidade desejada de células CD34" no produto das aféreses. Nos
pacientes que necessitaram mais dias para a recuperacgéo leucocitaria, 0o nuimero
esperado de procedimentos de aféreses foi maior, e a eficacia da coleta, menor. Além
do mais, os pacientes, quando mobilizados com 4 g/m? de CY, mostraram maior
efetividade para a mobilizacdo, do que quando mobilizados com 7 g/m?, no sentido de
coletar células CD34”, além de apresentarem recuperagdo leucocitéria mais precoce.
Estas caracteristicas estdo, provavelmente, relacionadas, entre oufros fatores, a

menor lesdo medular induzida pela dose menor de CY.
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Conclisdes

O presente estudo, nos permitiu formuiar as seguintes conclusdes:

Houve correlacio linear entre o nimerc de procedimentos de leucaféreses
necessarios para se coletar a guantidade desejada de células CD34" e a
velocidade de recuperagdo leucocitaria apbs a quimioterapia de mobilizacao;
A recuperacéo leucocitéria precoce apds a guimioterapia de mobilizacao,
levou a alta probabilidade para boa coleta de CPP com poucos
procedimentos de leucaféreses:

Pacientes que foram mobilizados com CY na dose de 4g/m®, apresentaram
recuperacao leucacitaria mais rapida;

A recuperagio leucociiana precoce, principaimente guando se utiiza CY
dose de 4 g/m?®, mostrou ser um importante preditor para poucos
procedimentos de leucaféreses, para se coletar a quantidade desejada de
células CD34™

Quando foram necessarios maior numero de procedimentos de
leucaféreses, para se coletar o alvo de células CD34", coletou-se maior
quantidade de células mononucleadas e menor quantidade de células
CD34™;

Mao houve correlacio entre as variaveis “idade”, “diagndstico’, “radioterapia
prévia” e “ipo de fator de crescimento hemopoioético (G ou GM-CSFY e as
variaveis “dias para recuperacdo leucocitaria apds quimioterapia de
mobilizaggo” e “nimero de leucaféreses para se coletar a quantidade

+a.

desejada de células CD34™;
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Né&o houve influéncia da idade, do niimero de ciclos quimioterapicos previos,
do tratamento radioterapico anterior ou do tipo de fator de crescimento
hemopoietico (G ou GM-CSF), para a obtencéio das células CD34*:
Os procedimentos de mobilizacdo e coleta das CPP foram factiveis nos
pacientes portadores de neoplasias hematolégicas malignas avancadas e
previamente tratados com quimioterapia e/ou radicterapia;
Os regimes com CY 4 ou 7 g/m? “DHAP®, “Mini-ice” e VP-18, 2g/m?
seguidos de fator de crescimento hemopoiético, foram efetivos para
mobilizar suficiente quantidade de células CD34" para o sangue periférico,
viabiiizando sua coleta por leucaferese;
O parametro adotado para o inicio das coletas por leucaférese, de contagem
leucocitéria acima de 1,0 x 10%/L, foi adequado e promoveu coletas efetivas;
A toxicidade, os efeitos colaterais e a morbidade dos procedimentos de
mobilizacéo e coleta das células CD34", em pacientes onco-hematolégicos,
foram minimos, neste grupo seqt‘}enciai'analisado;
O impacte dos procedimenios de leucaféreses sobre os parametros
hematoldgicos nos pacientes, néo foi significativo;
Os procedimentos de leucaférese foram seguros, efetivos e seletivos para a

coleta das células CD34".
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Anexo I

Termo de Consentimento Informado para coleta de CPP

HEMOCENTRO UNICAMP
DIVISAQ DE HEMOTERAPIA

SECAOQ DE PROCEDIMENTOS ESPECIALIZADOS

TERMO DE CONSENTIMENTO

, portador (a) do RG N°

, consinto com o procedimento de doagiio de componentes sangiiineos por

método de aférese em equipamento de fluxo continuo a que serei submetido (a) no dia de hoje.

Declaro ainda que me foi explicado por acerca da necessidade de

anti-coagulacic com solugio de citrato de sédio, bem como os sintomas que o procedimento

podera ocasionar.

Campinas, __ de de 19

assinatura do paciente ou responsavel




Anexo H

Técnica para coleta de CPP em equipamento Dideco Vivacell BT 798 CE/A

insumos:

Kit 460F405; 2 frascos de solucdo fisiologica 0,9% (500 mi e 250 mi); 1 ou mais
frascos de anticoagulante ACD, formula A. '
Técnica:

Ligar o equipamento; Acoplar o kit, procedendo-se a identificac8io das bolsas de
coleta; Acoplar o frasco de solucdo fisioldgica de 500 ml junto & linha de retirada (paralela)
e o de 250 ml na via de reinfus8o (plasmatica);, Acoplar o frasco de anticoagulante na
respectiva via; Apertar a tecla "PRIME” e acionar a bomba de retirada a 100 mi/mine a de
anticoagulante para 1:8. Quando a solucdo fisiologica alcancar a bolsa de descarte,
acionar @ bomba de concentrado de hemacias a 100 mi/min, até que 75% da “bureta”
retentora de ar, da via de reinfusao, esteja preenchida; Acionar a bomba de plasma a 100
mi/min, até que a solucao fisiolégica comece a gotejar na “bureta” e refirar o ar da via de
reinfusdio; Puncionar a via de reinfusdo do paciente, coletar as amostras necessarias e
acopla-la ao kit, permitindo 0 gotejamento da solucdo fisiologica; Puncionar a via de
retirada no pacients, fechar o soro fisiolégico da via paralela a de retirada, ativar as {eclas
“‘PLASMA™ & “START", seqlencialmente; Regular a velocidade de centrifugagao para 1050
rpm e ativar 2 bomba de coleta do “buffy-coat” para 10 mi/min durante 2 minutos; Ativar as
bombas de retirada e de plasma para 80 e 20 mi/min, respectivamente, reguiando a bomba
de anticoagulante para 1:12, a qual deverd decrescer gradativamente durante o
procedimento até atingir a proporgao de 1:16; Observar a tela da camara de separacio até
surgir o nivel de concentrado de hemacias, quando devera ser acionada a bomba de coleta
de *huffy-coat” a 3 mifmin; A regulagem para manter a colorag@o résea clara é feita pelo
controle da bomba de concentrado de hemacias; Quando surgir plasma na bolsa de
descarte, apertar a tecla “CLAMP” ¢ fechar a linha de solugéo fisiolégica, mantendo em
torno de 100 mi de plasma na respectiva bolsa; Manter o procedimento trocando as bolsas
de coleta do “huffy-coat”, sucessivamente; Quando o volume sanglinec proposto for
atingido, apertar a tecla “STOP” e fechar todas as bombas. Apertar a tecla “REINFUSAO" e
devolver plasma e hemacias ao paciente; Refirar a agulha da via de refirada, apés ser
coletada as amostras pos-procedimento; Apds férmino da reinfusio, apertar a tecla
“STOP e re_tirar & agutha da via de reinfusdo.

c



Anexo I

Técnica para coleta de CPP em equipamento Baxter CS 3000 pius

insumos:

Cémara de separaglo TNX 6 (azul) e de coleta SVCC (preta); kit 4R 2180 (solugdes
acopladas},
Técnica:

Ligar o equipamento; Acoplar o kit, fechando as bolsas de transferéncia (CPP) e
abrindo a de coleta de plasma; Programar no “software”, op¢éo “Special” 1, 2 ou 3,
conforme o fluxo de retirada desejado (60, 50 ou 40 mi/min, respectivamente); Atfivar
“Master resef” e "MODE”, acertando a concentraciio de anticoagulante para 1:11; Ativar
“Priming” cormn “START”; Inverter o refentor de ar até enché-lo com solugdo fisioldgica;
Enquantc o sequipamento estiver realizando © “priming”, acionar a iecla "EDIT,
programanda 0 “location 687, de acordo com ¢ hematocrito do paciente e a tabela fomecida
pelo fabricante; Apds encerrado o “priming”, abrir o "clamp” da via de retomo, até que a
solugdo fisioldgica chegue proximo a enfrada da bolsa de coleta de amostras; Abrir o
“‘clamp” da via de retirada, preenchendo-a com solucao fisioldgica; Proceder a ientificagio
das bolsas; Apds o “priming”, programar a velocidade conforme as condigdes venosas,
antropométricas e clinicas do paciente; Ativar a tecla “DISPLAY/EDIT” e tectar “I* ou “U*
para programar o limite do volume sangiiineo a ser processado; Conectar as respectivas
vias de reinfusdo e retirada no catéter e acionar as teclas “MODE” e “START/RESUME”,
seglenciaimente; Apds o término do primeiro “spillover’, ir apertando a tecla
"DISPLAY/EDIT" até chegar em “inferface Detector Baseling®; Apertar “ENTER" e
“‘DISPLAY/EDIT” seqiienciaimente; Quando necessario, coletar 100 a 200 mi de plasma
nesta fase; Quando o volume sanglineo processado atingir o valor desejado, apertar
seqiienciaimente as teclas "MODE” e "START, para se iniciar a reinfusdo; Fechar a linha
de retirada, coletar as amosiras pds- procedimento e desconectar a agutha da via de
refirada; Terminada a reinfus@o, retirar a agulha respectiva; Abrir a cdmara de coleta,
apertar a tecla "START”, liberando ¢ “clamp” da bolsa de transferéncia de plasma, fazendo
com que ¢ produto escoe para a bolsa de coleta; Homogeneizar e transferir, por gravidade,
o concentrado de CPP para as respectivas bolsas, coletando do “espaguete” amostras para
anélise de rendimento.




Anexo IV

Técnica para coleta de CPP em equipamento Fresenius AS 104

insumos:

Kit C4Y; 1 frasco de 1000 mi de solucéo fisiologica 0.8% (2 acessos); 1 ou mais
frascos de 500 mi de solugo anticoagulante ACD, formula A.

Técnica:

Ligar o equipahlento, apertar as teclas “ENTER” e *{I*, seqienciaimente, para
selecionar a opcdo PBSC/AYM, apertando novamente a tecla “ENTER”; Acoplar o kit no
equipamento, seguindo as onenta¢des no “display”, pelo acionamento da tecla “?”; Acoplar
os frascos de anticoaguiante e solugdo fisioldgica nas respectivas vias; Acertar 0s niveis
nas buretas do anticoagulante e solugdo fisioldgica e apertar a tecla “PRIME", Apbs
terminado o “priming”, apertar "ENTER” e ajustar para “FREPARE SEPARATION”, Fechar
os “clamps” de retirada e reinfusdo e ajustar o gotejamento das vias de solucao fisioldgica;
Apertar “ENTER” e ajustar para "CONECT DONOR”;, Puncionar a via de reinfuséo e
proceder a coleta das amostras; Conectar a linha da reinfus@o e deixar gotejando
lentamente; Puncionar a via de retirada, apertar “ENTER”, abrir a bolsa do “prime’, apertar
novamente “ENTER”, fechar a via de reinfuso, apertar novamente "ENTER” e *START",
Quando comecar a reinfuséo de hemacias, atraves de alarme sonoro ¢ instrugbes no
“display”, fechar a bolsa do “prime”, abrir a via de retomo e apertar a fecla “START”. Em
posse do resultado do hemograma, apertar “ALTER” e, através da tecla “l © localizar no
“display” @ inscricdo “spillover’. Apertar "ENTER” e colocar os resultados do hematdcrito,
além de acertar a concentragdo de anticoagulante para 1:12, a qual deverd ser alterada
progressivamente até 1:16 durante o procedimento; A velocidade de retirada devera ser de
50 mifminuto, podendo ser alterada, dependendo das condicbes venosas do paciente;
Afingido o volurme a ser processado, apertar “ENTER®, fechar o “clamp™ azul e abrir o
vermetho (salina); Aperiar "ENTER” e “START", seglenciaimente, para iniciar a reinfusao;
A reinfusdo preestabelecida é de 6 minutos efou 180 mi de solugdo fisioldgica, no fim da
qual, € dada a op¢ao para continua-la em passos de 30 mi efou 1 minuto, ou encerrar o
procedimento. Retirar a via de reinfuséo e apertar a tecla “STOP”.




Anexo V

Caracteristicas dos pacientes

Mpse DIQTmob Idade Sexo Peso Diagndstico  Estadio LDH QT prévia RT prévia inf. MO

1 2Bllan/as 45 F 59 LNH A 207 2 =1 N
2 01/Mar/on 21 F 64 LNH Bulkymed  ND 1 N N
3 16/Abr/98 24 M 45 LNH WB/med 195 2 N N
4 231AbiIG8 44 M 79 LNH VB 176 2 N N
5 07MVaigs 33 F 41 ENH VB 77 1 ] N
& 21/Maifog 39 M 89 3 iB 128 2 N N
7 04/dun/S8 43 M 45 LENH VB 1200 1 N N
8 88/06/15 36 E 61 CH A 328 2 N N
£ 01 a 830 0ul/e8 48 F &0 LMC 146 Hy/FN N Phi+
16 30/Julo8 26 F 70 DH A 321 2 M N
1 O71Aga/98 27 M 82 LNH g ND 2 N N
12 20/Age/B8 48 F 48 DH ne 363 1 8 N
13 02/5et/48 31 F 80 DH Vi ND 4 8 M
14 10/8et/08 20 M 48 DH HHA ND 2 N N
1& 15/0ut/a8 18 M 82 |_&iH HED NG 1 N N
18 18088 28 M 53 g Ve 370 1 N N
17 280u98 19 M 70 LiNH IVA. ND 1 N N
18 17iMovie8 3¢ M 70 MM 1HA 280 2 8
18 20/Novf58 23 M 83 LNH Ve 329 1 N N
20 08/Dez/a8 28 F 50 DM fHA 240 1 8 N
2t 08a10Dez/g8 22 M 100 EMC 878 HyAFN M PR+
22 12iFevig9 42 M 55 DH V8 392 2 N N
23 12iFevioa 87 F 66 LNH ftA 522 3 5 M
24 25/Fev/ad 22 F 60 bH HE 272 1 3 N
25 26/Feviub 39 M 58 LNH VA, 346 1 N N
26 03Mar/a9 53 F 50 ENM kB 483 2 3 N
27 04/Maria9 15 M 64 DH ve ND 1 N N
28 10/Mar/S9 35 F 51 LNH VB 808 4 8 N
28 Ma13Margd 38 M 51 LNH e 844 2 8 N
30 O2AbrfA8 18 M 90 DH tHB/med 305 2 8 N
31 ZHAR/SS 12 F 48 DH VB 325 4 N 8
32 84/Maifob 43 F 75 MM HiA 384 1 N N
33 12Mai/as 31 M 61 LNH ing 242 1 N N
34 20/Mai/og 28 M 81,5 BH HA 618 2 8 M
35 03Aun/e8 38 M &0 LM ve 416 2 N 8
36 OOANUN/SR 23 W &0 BH VA 332 3 N 8
37 16/Jui9g 48 M 85 LNH e 283 prd 8 N
36 28JuVeg 56 M a2 MM HA 231 1 N
39 30Auli8D 55 M 85 LN IVA ND 2 N 8
44 O5/Ago/ee 48 M 54 LNH VB 298 1 N g8
41 125g0/99 48 M 85 LMNH WA 284 1 N 8

¥ Doenga de Hodglin, LNH: Linforma nSo-Hodgkin, Estadio A& Ann Arbor; LD Desidrogenase Lactica pré
mobilizacio; HYAFN: Hydroxiuréia + inferferon; med mediastino; NI n&o disponivel.

o




Anexo VI

Regime de mobilizacio
N pac QT Mobilizagédo Fator de Crescimento
1 CY 7ghm” G
2 CY 7gim® G
3 CY 7gin® GM
4 CY 7ghm? G
5 CY 7gim’ GM
8 CY 7g/m® GM
7 CY 7gim? GM
8 CY 7g/im® GM
9 “Mird-lce™ G{D+8)
10 CY 7am? GM
11 cY 7gim* GM
12 CY 4g/m? GM
13 CY 4gm? GM
14 CY 4gim* GM
15 CY 7g/m? GM
16 oY 7g/mt GM
17 CY 4g/m” GM
18 oY Fgim® G
18 CY Tgm* GM
20 CY 7gim® G
21 “Mini-lce" G(D+8)
22 CY dghm? G
23 CY 7gim® G
24 CY 7amr’ GM
25 CY 4gint’ G
26 CY 7y G
27 CY 7gim? G
28 VE2gim? G
29 “DHAP” GM
30 CY g’ G
31 CY 7gim’® G
32 CY 7gim? G
33 CY 4g/m” G
34 CY Agim’ G
35 CY 4gim? G
36 CY 4gim? G
37 CY 4gim* G
38 CY dgie? G
38 CY 4gim® G
40 CY Taim® G
41 CY 7gim? G

CY: Ciclofosfamida; “MinHles® e “DHAP™ vide texto; G rh G-CSF; GM: rh GM-CSE; G{D+8}. inicio do fator de
crescimento no oitavo dia pds quimicterapia de mobiftzacio.




Anexo VII

Caracteristicas técnicas e eficiéncia de coleta dos procedimentos de Leucaféreses

Npac Mproc Equipamenic Tempo{min) Volprocfml) EFCN{%} EYCMN(%; EfGran (%} EfcDas %)

1 1 Ditdeco 270 G285 NI N ND ND

1 2 Dideco 240 8500 ND MD N ND
2 3 Dideco 180 11142 20 473 20 3268
2 4 Cideeo 1685 7428 1G4 He 73 1680
3 5 AB 104 365 oz 85 577 g4 63,4
3 & AS 104 230 9iaz 138 =7 98 328
4 ? Dideco 210 9285 63 15,8 56 47,8
4 8 Dideco 180 9285 16.4 BLE 13,1 1306
4 g Dideco 150 11142 68 619 45 ND
5 10 AS 104 251 9217 168 49 4 62 324
& 11 AS 104 2585 o102 10,6 538 78 8B5
5 12 AS 104 275 o1 10,4 50,6 7.8 529
8 13 AS 104 239 gz 17 38,6 56 X523
8 14 AS 104 245 o216 24,6 1 218 17,3
& 15 AB 104 180 B5 7.1 88 18 24
[ 16 BAXTER 180 o285 ars S5 128 678
7 17 AS 104 236 o182 X2 63,7 13,6 43,0
7 18 A8 104 237 L3 2arg 246 536 13,2 488
7 19 AS 104 233 Q27 207 61,0 16,1 834
7 2 AS 104 242 a227 17,1 M3 8.2 57,0
B8 21 AS 104 287 g2 22,68 47,1 a6 1205
B 22 A8 104 237 2220 16,4 48 7 54 1040
8 23 AS 104 238 gt 1585 55,6 45 1223
B 24 AS 14 Z38 8228 =4 40,7 14,1 35
8 .l AS 104 23 G228 109 421 87 885
8 26 AS 104 i84 4457 41 .2 1,7 1248
g 27 Dideco 165 11442 78,0 S4.6 54,6 2258
a 28 Dideco 170 9285 KD ND ND N
9 25 Dideco 150 G285 ND ND N N
& 30 Dideco 120 G128 ND ND ND NG
G 31 A8 104 i o218 12,2 24,2 78 346
10 32 AS 104 230 o218 7o 4.8 36 1220
11 =3 AS 104 245 o248 83 17,0 57 215
11 34 AS 104 2365 az219 4.0 138 24 137
12 x*Hn BAXTER 245 8078 10 24 07 18,2
13 6 AS 104 345 =25 5 26,0 84 448
13 37 AS 104 288 11142 52 15,6 4.4 B3
13 =B AS 104 304 11142 2,7 186 20 72
14 » AB 104 235 o8 53,4 8,0 $2.2 623
14 40 AS 104 238 o248 B5 546 184 44,4
14 41 AS 104 242 8217 143 e 84 465
15 42 AS 104 235 o217 1 N 66,5 el 00,2
15 43 AS 104 244 9247 17,8 858 84 53,6
16 44 AS104 221 o217 M5 828 82 B5
16 £ AS 104 202 o257 55 110 an 28
16 46 AS 104 28 o217 155 268 13,2 773
15 47 AS 104 212 =re ¥y 82 378 85 =g
17 48 AS 104 238 9217 B7 487 34 851
17 48 AS 104 235 oMe 15 232 83 36,7
17 50 AS 104 23 o216 93 48 £3 3BY
18 51 AS 104 237 8220 293 470 204 1034




Continuagfo anexo Vi

Npac Nprov Equipamento Tempo (min) Voiproc(ml) EFCN{% EfCMN{%) EfGran (%) EfCDids o8

18 52 AS 104 247 a7en 18,2 525 1o 778
gt 52 BAXTER 185 9285 21,2 05 4.6 5.0
19 54 BAXTER 180 aoes 1.3 23 286 870
1% &5 BAXTER 115 82T 103 8 14 HBE
0 56 AB 104 205 3628 ND KL NG 334
20 a7 AB 104 20 230 ND ND ND 272
21 o0 AS 14 220 9230 N NG N 847
21 W AS 104 300 12853 ND ND KD T8
21 & AS 104 220 o234 ND ND ND 67,2
22 &1 A3 104 30 11168 500 673 26,0 L8
s 82 AS 104 285 167 3.7 645 16,2 233
22 83 AS 104 A5 11185 03 56,5 57 885
2 B84 BAXTER 220 a308 15,4 328 12,3 440
23 & BAXTER 260 10676 179 24,7 15,1 459
23 33 BAXTER 270 114867 33 28 1.0 433
23 &7 BAXTER 293 10270 64 30,7 4.4 431
4 88 AS 104 244 G218 10,7 19.2 92 80,2
24 & AS 104 27 11142 105 45,6 6,6 528
24 Kis! AS 104 20 11142 28 173 72 685
5 7 BAXTER 210 9285 o 8.7 241 43,86
25 72 BAXTER 220 11142 123 L 65 68,0
s} 73 BAXTER 220 11142 g1 262 45 728
2% 74 BAXTER 220 T4z 10,3 41,3 48 1028
26 I AS 104 237 8217 202 84,4 58 71,8
%8 76 AS 104 36 @217 131 548 41 765
28 77 AS 104 238 o182 1] ;7 88 837
27 8 BAXTER 210 9285 I3 84,0 20,5 58,7
27 73 BAXTER 160 ®0es 278 64,3 14,0 1034
st 80 AS 104 286 11142 16,8 24 1.3 563
25 81 AZ 104 281 11142 26 41,2 40 361
28 82 AS 104 284 11167 133 57,7 45 440
et & BAXTER 220 11442 432 808 F»S 737
X0 84 BAXTER 210 w285 245 85 83 o7
3 o5 BAXTER 220 11142 24,3 61,4 88 Tr3
20 86 BAXTER 20 11142 1.6 494 B3 g1.6
31 av BAXTER 196 285 407 4055 57 g
ey 68 BAXTER 180 o285 41,6 810 15,3 2.1
31 BAXTER 180 o265 286 5.3 83 556
3 BAXTER 175 @285 10,1 4740 25 685
H et BAXTER 175 9285 7.6 Be 28 530
32 o2 BAXTER 238 11142 47 127 38 3_B5
32 g3 BAXTER 30 1142 28 14,0 17 339
a2 84 BAXTER 220 11142 83 264 43 889
23 o5 BAXTER 200 11142 26 234 24 48,3
34 25 BAXTER 240 11142 B4 89 B 56,3
34 97 BAXTER 215 11142 16,1 328 12,7 ¢4
34 o8 BAXTER 100 5571 83 348 46 1010
x & BAXTER 80 9285 2% HT 34,7 169
p- 31 100 BAXTER 210 11142 39,1 -2 394 802
B 1ot BAXTER 180 11142 46,2 45,2 472 923
B 102 BAXTER 200 11142 323 299 353 B9
38 103 BAXTER 246 8285 NI NE N ND
36 104 BAXTER 20 G285 103 420 38 NE
F7 165 AS 104 20 o1o2 a7 12,4 75 ND
I 106 AS 104 20 oiez 4.1 9,7 106 808
3 107 AS 104 225 17 14,1 NEr NI nND




Confinsapdo anexo Vi

Mpac Nproc Equipamento Tempo (min) Vol proc (ml} EfCN(%) EfCMN(%) EfGran({%) EfCD3f (%)
B 18 AS 104 210 @217 53 36,9 16 458
®» e AB 104 260 11142 ND ND ND ND
110 AS 104 255 11142 ND ND ND ND
< IR EN AS 104 230 10585 ND ND ND ND
8 12 AS 104 251 11167 17,6 68,1 70 85,0
© 13 AS 104 264 11167 16,4 730 87 89,4
4 114 BAXTER 210 11142 8.2 M2 37 80,0
41 115 BAXTER 210 9285 87 53,6 4,1 83,1

Ef: eficiéncia; CN: células nucleadas;, CMN: céiulas mononucleadas, Gran: granulbcitos; ND: ndo disponivel.




Anexo VIIT

Parametros hematolégicos pré e pos procedimentos de leucaférese

N N Hh ON CMN  Gran  CD38° Plag  Hb CN CMN Gran D34 Plag
pac__proc  pré  pré pré pré  pré pré  pos  pés  pos  pés pos  pos
1 1 MND B7 ND ND ND 144 ND ND ND ND ND N
1 i ND 171 ND HD WD NE ND ND ND ND ND ND
2 3 g 33 8 25 03 ) g2 83 05 54 0.9 120
4 4 a2 123 15 0.8 428 117 84 10,4 1.4 9 £.5 o4
2 5 9¢ 25 1 15 344 &8 83 18 07 1.1 158 47
3 5 102 57 11 46 7.0 &0 103 59 13 46 33,6 46
4 7 83 78 08 72 340 138 82 11,8 0.8 111 2.8 105
4 8 74 54 04 5 174 110 8 g 03 87 12,7 104
4 9 74 a5 G3 83 ND oG 7.3 12,7 08 124 345 85
5 10 3,6 1.7 a2 i5 80 18 88 2.1 0,2 1.8 27 19
5 11 102 25 01 24 138 24 95 26 02 24 91 20
5 12 105 62 Q4 58 123 44 16,1 75 0.4 7,1 4.6 )
g 13 85 58 a5 53 36 G 83 7.9 04 75 9, 48
6 14 85 4.4 35 08 840 162 85 43 38 07 830 175
8 kS 10 7.1 57 1.4 2790 233 82 6a 5,1 1.7 55 197
g 16 o4 133 78 85 0.0 235 87 11,9 87 62 870 166
7 17 85 v 4 6] 55 o 78 1.7 05 1.2 23 12
7 i8 8 14 05 08 10.8 " 68 18 D4 1.4 67 ¥
7 1 FA 1.4 04 1 52 4 6.1 1.7 04 1.3 23 8
7 20 82 21 04 1,7 98 2 71 25 04 21 44 &7
8 21 a7 1.3 04 08 84 62 84 13 a5 08 52 42
g8 22 82 21 05 18 53 = 78 18 o5 13 17 21
8 23 ND 27 05 22 43 2 ND 18 05 13 1,0 24
8 24 ND ND 1.1 ND ap ND ag 43 07 36 87 11
8 2% 0B 33 08 27 7.a 32 a7 51 04 47 42 19
8 26 109 84 1 54 48 Kl 82 &4 086 58 14,7 46
& o7 84 1 08 14 56 <01 7.3 Ga a5 03 a7 31
o g 8.4 15 DG D8 KD 2% Hy] ND ND ND N NC
[+ ] 105 24 0,7 1.7 ND 13 NG KO ND ND ND NI
L 30 a8 36 1.1 27 ND 3R ND ND ND ND NE ND
0 3 o5 23 07 186 8.5 226 85 33 0B 25 .4 188
10 32 10,4 2} 09 8.1 44 4 221 2.3 E2he, 1.2 8.7 127 197
11 =3 86 28 07 z1 1354 227 68 44 1 3.4 1956 0
11 2 a1 86 1.3 7.3 25 190 85 21 1,2 7o 1773 179
2 3% 102 33 08 25 80 104 e 33 04 29 80 e
13 ' 102 34 06 28 6.4 136 as 45 c8 37 10,4 120
13 37 103 10G 0o 2.1 10,7 155 85 97 g 9.1 87 &%
13 38 908 15,8 G5 153 86 140 a8 12.8 08 12,2 56 1
14 ag 104 1 05 05 8.2 1" 73 07 3 04 5 1
14 40 B 18 05 1.1 245 " 69 12 03 29 173 T
14 A 105 34 07 27 B4 23 94 3 04 28 e el
15 42 87 1.2 3 a9 B3 55 82 15 03 1,2 283 Kis]
15 &3 31 42 07 35 cto 108 85 2.4 o5 1.9 28,2 o3
16 44 109 1407 0892 0378 0475 122 7 136 0774 D584 22 100
i6 45 103 398 1.33 2,65 52 114 104 498 1,408 3572 44 o968
16 45 14,2 10,6 253 7,87 18 151 8,7 73 1451 5938 141 121
16 47 1 142 1.4 128 16,7 M w1 109 1,1 9 1.5 126
17 48 10,4 29 1.2 1,7 14,2 161 19,1 28 09 1.7 13,1 136
17 42 11,4 93 21 T2 04 167 Q 8 1.6 G4 .7 138
17 5 tos 157 37 12 20 167 108 135 23 1.2 17,8 187




Contintiagdo anexa Vil

] N Hb GN CMN  Gran  CD34" Flag  Hb CN  CMN Gran ¢DM* Plag
pac_proc  pré  pré pré pré pré pré  péz  pos  pos  pos pés pés
18 1 7.7 1.7 0S5 1.2 16,1 46 6% 18 g7 1.2 17,4 3
18 &2 a7 4 1 3 41,2 40 78 35 08 29 26,4 48
19 5 we 11 05 08 17,1 &5 92 1 05 05 138 47
® 8 107 23 08 18 22.4 s 87 35 1.1 24 18,8 a7
15 55 109 42 1,2 3 836 124 9.1 35 15 23 55,6 113
e b2 11 154 1 14,4 885 210 NE ND ND ND 2.4 M
¥ 57 11 25,2 07 245 70,2 128 ND ND ND ND 335 N
21 85 81 05 o5 0.4 89 18 ND NE ND ND 133 ND
Al g 101 24 G7 1.7 32,4 H ND S ND ND 27,1 KD
21 a 88 2 1 1 351 52 ND ND NG ND 435 ND
2z &1 79 1.6 1 08 a8 149 EXi 15 og 4,7 56 1
2 & w7 27 08 18 13,0 102 404 29 09 2 B0 o
2 83 124 151 1.6 135 192 182 11 14 14 128 171 143
22 64 89 1,8 02 1.3 &3 2] 77 1.5 03 15 82 34
23 65 8o 28 04 24 18,0 34 78 21 c3 18 25 =3
23 &6 94 6 0@ 51 B3 32 85 8 0g T4 730 26
23 8 1we 105 08 87 28,4 A tas 142 Qg 133 181 20
24 &8 72 14 02 1,2 85 10 7 2 03 17 68 17
24 8 11,3 54 04 5 223 20 o5 55 6,7 49 18,0 16
24 T4 87 e32) 78 341 15 85 5.2 48 106 247 14
25 74 He 13 03 1 741 2D g4 18 06 1,2 81 Y]
= m 16 4 08 34 138 ) g2 38 08 31 10,8 %
s 7 78 34 o7 27 w4 B 78 48 09 39 83 Pt
s T4 B 7 1.3 57 116 34 85 9.6 1.2 87 133 3B
B/ B W04 18 05 1,3 118 14 99 21 05 1.8 10,4 10
95 s 102 38 (850} 29 B0 X 94 47 (8153 4,1 23,1 14
26 77 88 &5 05 6 33,8 3 51 35 05 33 11,1 19
27 8 a6 13 0.4 08 16,5 o7 7.4 13 06 el 18,5 45
27 75 5.7 a G.e 2.1 307 gl 69 32 u}:] 24 270 93
= 80 a5 47 05 38 48 16 85 & 1.2 45 48 12
28 g1 82 57 0o 48 2.4 L1 58 83 09 5.4 1.4 5
< 82 B4 87 4 5.7 32 10 15 78 1,4 8,4 2.4 B
B 8 94 1.9 1 0% 78,1 15 79 17 08 09 68,0 9
0 a4 285 18 07 1,1 3.5 41 B8 2 08 1,2 38 28
a3 a5 108 3 Gg 2.4 61 2 73 3 08 22 56 27
20 56 85 123 18 104 375 43 78 145 14 13,1 20,2 32
31 87 04 18 13 03 24 26 7.4 13 05 0.4 13 12
3% Fics] TH 24 14 1 16 15 88 23 1.3 1 13 7
31 29 85 45 1.8 27 58 = 68 38 15 23 75 27
o1 0 88 98 2 78 16,7 37 87 11,2 16 25 149 35
pol o 25 18,6 3.1 155 338 B0 a8 174 2,2 15,2 178 22
K ¥ a2 85 31 03 28 19,6 &3 58 21 02 18 103 31
32 a3 =] % 0E 45 PN 4 85 49 03 48 10,6 ba
ag 84 B 72 oy 65 459 82 73 39 G3 386 19,7 32
™ o 103 ] 1,4 78 3288 47 8.4 1= 1.2 87 1005 36
a4 o6 10,2 36 18 18 0 57 78 25 1.1 1.4 11,2 47
a4 a7 12,1 81 14 6,7 185 48 81 91 1.5 75 16,7 4z
34 o 05 =7 3 27 137 55 93 244 zB 21,6 14,7 a6
a5 [=s] a7 17 1,3 G4 20 16 8,1 1.6 07 09 03 40
b2 100 G 38 24 15 0.1 a2 74 32 1,6 16 03 9
B W o8 22 19 0,3 03 8 o2 47 15 32 04 11
%5 102 88 4.9 18 31 20 &7 7.2 5] 1.3 3,7 07 33
3\ 18 88 39 1 2.5 1084 B4 ND NG NE N ND N
B W4 91 6,1 1.3 48 1465 105 7.2 83 4] 1 55 1m0 85

g



Continuagdc anexo Vi

N Hb CN CM!H Gran  Cha4®  Plag Kh N CMN Gmen CpR34"  Plag
praoc _ pré pré pre pré pré pé  pés  pis  pos  pos pés pos

105 8.7 44 04 4 O 45 3,3 6,94 2,28 4,65 446 18,1
06 825 843 0858 8,171 21,3 518 s8gs 731 DB 8808 8,7 40,2
7 ND 477 KD ND KD 128 11,4 a5 1,7 81 8T 108
W0R 106 211 2.4 18,7 434 128 10,2 16,6 18 15 30,1 91
W08 ND [110] MD ND ND ND ND ND NI ND ND ND
10 ND ND KD NE NI ND ND ND ND ND ND NE
111 ND ND ND ND ND NE ND NI ND RO ND ND
112 89 37 Q7 3 17.5 62 7.7 32 05 2,7 12,7 44
193 2 56 08 48 21,2 5 75 53 08 48 18,2 45
114 122 56 0,8 458 Falls; 20 a8 45 0,4 41 .0 15
115 11,4 &85 o7 &8 113.2 14 106 108 08 97 896 0

ARARBBREBYYE=

Hb: hemoglobina em g/dl; CN, CMN & Gran: céluias nucleadas, células mononucieadas e granulbeitos (x 10°1.),
respectivamente; CD34" por pl; piag plaguetas {x 10°4)




Caracteristicas dos produtos coletados por leucaféreses

Anexo IX

Npac Nproc Volprod  Hbprod CN CMN Gran Céls CH34™  Plagtot
{mil} fgidl)  16%Kay x10°Kg)  (x10°Kg)  {x10%Kg) {x16")
1 1 680 08 330 05 2580 17,08 14,3
1 2 422 053 302 038 2,63 12,33 37
2 3 520 0,96 244 0,71 1,73 25,66 23
2 4 500 072 1,38 054 0,84 812 16
a 5 a0 19 1,41 1 0,41 325 08
3 & 336 1,7 1,84 0,73 1,11 3,48 6.7
4 7 380 13 073 013 06 1,54 25
4 8 400 1,63 1,39 033 1,08 2,47 37
4 9 544 084 107 039 0,65 2,74 3.4
8 10 337 2 0,45 022 0,24 0,39 03
5 11 337 2 0,5t 0,18 043 093 0,3
5 12 38 19 16 045 1,15 157 06
] 13 340 2.2 1,19 030 038 288 07
6 14 335 08 1,38 1,19 0,19 1,92 1.4
8 18 108 02 0,4 037 003 0,32 05
8§ 16 £ 8 6,42 5,41 1,01 8,00 3.1
7 17 338 13 086 050 027 036 0.1
7 18 342 1,6 081 048 032 083 0,1
7 19 341 1,4 088 05 038 088 o1
7 20 342 1,7 081 0,40 032 083 62
8 21 343 17 0.44 032 012 133 0.6
&8 22 342 16 048 036 012 055 04
& 23 342 14 054 0.42 0,12 0,49 03
8 24 344 1,4 083 056 027 053 02
8 %5 3 14 089 032 0,37 081 04
8 26 173 13 024 0,15 008 0,89 03
g 27 835 08 1,43 107 036 2,16 26
9 28 660 o1} 1,21 0,72 0,40 1,06 0.8
9 29 584 13 156 0,72 0,84 co 04
9 ) 333 186 1,61 678 085 0ge 05
10 31 342 05 0,45 0,24 0,21 343 2.2
10 32 341 09 098 058 0.4 485 25
11 33 342 1,1 053 0,26 027 63 20
1 34 3H 1.2 0,63 031 032 545 18
12 5 50 0.4 033 0,16 017 023 0.2
13 36 343 18 071 0,28 043 0,58 12
13 37 343 1.2 1,44 0,28 088 o557 23
13 38 343 1 082 042 08 0,40 08
14 <] 343 13 091 053 038 0,98 o1
14 £ 341 11 08 0,44 G336 1,86 01
14 % 343 1,4 092 0,42 o5 3,41 03
15 42 342 14 063 03 033 459 15
18 43 343 13 087 05 na7 384 18
16 44 342 $.7 079 0,72 0,07 015 1.4
18 r) 342 18 038 0,23 015 0,19 1,4
16 a6 344 1,6 231 091 1,4 154 16
14 47 343 1.4 1,74 0,74 1 1,24 20
17 48 344 23] 1,29 058 07 1,53 20
17 v ] 344 05 1,31 056 0,75 203 18
17 50 344 06 1,78 098 08 1,21 18




Continuscdo anxo IX

Npac MNproc Volprod  Hbprod CN CMN Gran  CelsCD34"  Plag fot
i) (gldi]  {x10°Kg} (x10°Kg) {x16°Kqg)  (x10°Kg) {x10"
18 &1 342 19 0,69 042 0,27 226 07
18 82 220 14 0e3 053 04 329 06
19 53 300 06 0,39 035 004 1,38 08
19 54 20 08 058 0,49 008 3,14 08
19 5 290 04 0,43 038 0,04 224 1.9
i 56 489 09 1,68 657 1,11 656 3.1
20 57 ..o 08 1,14 0.24 09 28 1.0
21 58 340 1.6 0.45 0.3 c15 0g7 03
21 5 442 1,2 098 0g 038 2,76 08
21 a0 341 14 o84 054 0.3 2,44 08
2 1 410 19 157 1,23 0,34 156 23
22 62 40 2 1,8 1,18 082 1,8 21
2% 63 £9 13 3,06 154 1,52 253 286
3 84 80 42 0,36 0,12 0,24 0,45 05
23 & &0 37 0,74 02 051 102 05
23 66 &0 48 030 0,20 04 18 08
pal 67 &0 38 1,23 047 0,76 156 086
24 66 341 18 028 007 021 0,62 ot
24 &9 411 18 1,08 047 051 158 03
24 70 410 18 212 088 1,24 3,76 03
25 71 0 38 0,78 0,38 042 0,53 03
% 72 &0 44 094 053 0,41 18 o8
P 73 80 34 072 04 032 1,31 08
25 74 8 42 1,67 099 0,68 2,46 09
26 ki 341 1,7 0,75 0,59 016 1,45 0.2
2% 78 341 12 1,02 0,69 0,33 33 03
26 77 340 16 0,85 03 05 2,63 04
27 78 113 13 0,7 0,46 0,24 1,44 08
27 yi:] 0 53 1,25 0,79 0,46 433 20
28 80 401 15 203 095 1,08 080 a3
28 81 40 1,6 1,28 083 0,48 D15 0,1
28 8z 411 1,6 245 158 08 027 02
2 83 &0 55 17 1 07 1,76 03
0 84 58 41 0,48 038 01 027 07
0 88 58 45 09 0,65 0,25 056 06
20 86 &0 8,1 192 1,01 o 3,78 08
M 87 58 54 1,12 0o5 0417 0,08 52
31 &8 ) B3 185 1,56 0,29 0,08 02
&1 89 58 5 225 1,86 0,39 07 05
31 % 2} 54 202 18 0,42 199 07
4 o1 50 53 26 153 1,07 245 47
32 @ 59 58 018 005 0,13 081 07
2 el 59 85 021 009 0412 1,51 06
az 7.3 50 8.1 082 02 032 433 086
3 3] &0 10,6 B.28 055 2,73 33 08
4 o 58 10,3 20 (oE=1] 1,1 19 07
34 o7 50 91 290 1,08 18 253 08
34 o8 58 45 215 1,00 1,08 155 0.4
B 2 &0 53 0,84 0,49 0,35 003 1.0
S 100 &0 88 258 1,45 1,13 003 4
s 104 &0 54 296 1,43 1,53 0,08 04
% 162 80 57 297 088 2,11 01 13
3% 103 &0 87 031 059 D22 413 13
36 104 5 45 090 0,68 0,31 5,74 1.1




Contintagdo angxo iX

Npac Nproc Volprod  HE prod N CMN Gran  CEsCDIA”  Plagtot

{mi) (gL} x10°Kg) (x10°Kg) {x18°%Kg)  (x10°Kg) 10"
37 108 320 1,71 053 018 03 23 05
37 106 347 194 1,23 0,38 085 38 08
8 107 341 ND 1,53 132 0,21 472 1.8
B 108 340 1,7 15 1,1 04 25 18
» 105 380 1,7 108 0,89 017 1,23 08
& 10 320 15 1,46 104 0,42 2,16 08
x 1114 F0 1 1 059 041 096 o7
40 112 441 18 1,28 0,85 0,41 2,78 12
40 113 490 19 188 1,21 084 3,64 12
41 114 58 38 054 032 022 6,01 0ns
41 115 53 33 0,81 0,47 0,34 9,2 05

Vot prod: volume do produto; Hb: hemoglobina; CN: células nucleadas;
CMN: células nucieadas; Gran: granulécitos; plag tot: plaquetas fotais.




Anexo X

Dados clinicos e biolégicos relacionados ao periodo da mobilizagao

N°pac Recleucoc Plag 20x10°L  PlagS0x10°L  CH Plag Dias  CD34 total N aféreses
{dias) {dias} {dias) transf transt  intern {x10°Ka)

1 10 0 7 1 o C 20,36 2
2 10 0 0 0 o 13 3,78 2
3 12 18 17 1 2 17 6,73 ?
4 0 0 0 0 0 2 875 3
5 15 12 23 3 2 3 5,77 4
8 11 o ¢ 2 0 3B 16,33 3
7 19 Ko <3 15 17 34 2.7 4
8 15 21 24 5 4 s 48 6
g 19 21 n ND ND 3 511 4
0 12 0 0 0 ¢ 13 828 2
11 12 0 0 1 0 28 1,75 2
12 1 0 0 4 0 18 0,23 1
13 12 0 0 4 o 17 1.64 3
14 13 18 ® 4 4 21 6,25 3
15 13 12 13 0 2 16 8,43 2
18 12 0 ¢ 0 G 17 3,12 4
17 0 a 0 0 0 17 477 3
18 14 13 16 3 3 24 555 2
19 iz 8 12 0 2 15 6,76 3
X 9 o 0 0 0 13 9,16 2
21 15 14 17 2 0 19 817 3
yr c v 0 5 0 15 589 3
23 17 17 ND 4 2 ND 493 4
24 186 16 21 & 3 26 58 4
25 H ND ND 5 z 15 6,36 3
26 17 15 17 10 8 32 577 2
27 14 16 19 2 1 20 747 3
28 14 16 0 1 2 i 10 3
2% 11 10 1 o 0 1" 11,76 1
b 4 14 16 NE C 2 17 481 3
3t 15 0 »20 3 a 2 531 5
32 15 ND ND 4 3 18 865 3
33 2k 0 »12 2 o 13 233 1
c” 7 0 8 1 0 11 508 3
as 10 0 30 5 5 15 022 4
36 15 13 16 5 1 17 8,87 2
ar 13 13 17 3 2 16 619 2
38 9 0 0 0 0 12 7.22 2
0 11 0 13 1 c 16 4.3% 3
0 17 1% 17 5 3 18 8,42 2
41 11 o 12 0 0 12 15,21 z

Rec leuc: recuperagdio feucocitdria; CH transt numero de concentrado de hemacias transfundidos; Piag
transt nOmero de episodios de fransfusdo de plaquetas; Dias intern: diss de internagdo desde a
quirnicterapia de mobilizacio até o Gitime dia da ferese; CD34" total: somatdnia da quantidade de células

CH34" em todas as aféreses,




