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RESUMO

As Células Progenitoras Periféricas Hemopoiética (CPPH) sio habeis para restaurar a
hemopoiese apos tratamento quimioterdpico mieloablativo. O tratamento com mega-
quimioterapia acompanhado por resgate de CPPH ¢ uma importante abordagem terapéutica
utilizada hoje em pacientes com neoplasias hematolégicas como Linfoma Nio-Hodgkin

(LNH), Doenca de Hodgkin (LH) ¢ Mieloma Muiltiplo (MM).

O regime quimioterdpico mais efetivo e de intensidade mais adequada ainda deve ser
definido e pode ser claramente demonstrado que a Célula Progenitora Hemopoiética pode
ser influenciada por tratamentos prévios. Véarios outros parimetros também podem

mfluenciar na coleta de CPPH apés a quimioterapia de mobilizagdo.

A proposta do nosso estudo foi estabelecer pardmetros que possam melhor predizer o
dia para iniciar a coleta de CPPH com o objetivo de coletar mais células CD34+ com um

menor numero de procedimentos de leucoaféreses.

Noés analisamos, retrospectivamente, pacientes com neoplasias hematolégicas tratados
em nosso Servigo, que foram submetidos 4 mobilizagdo para obter CPPH a fim de realizar o
transplante autélogo de medula éssea. Os pacientes foram mobilizados com Ciclofosfarmida
(4 ou 7g/m®) e G-CSF na dose de 300ug, sub-cutdneo, diariamente, com o propodsito de
coletar 5 x 10° células CD34+/Kg. Nos investigamos a influéncia da idade, sexo,
diagnéstico, numero de linhas quimioterdpicas prévias, hemograma do sangue periférico no
dia da mobilizacdo, dia quando os neutréfilos < 1x 10°/L e o dia do nadir (incluindo o
intervalo de dias destes dois dias ~ delta). Foi elaborado um modelo matematico utilizando
a correlagdo linear multivariada com o objetivo de predizer o melhor dia da coleta. Nos
analisamos 134 pacientes: 36 com DH, 65 LNH, 33 MM. A mediana de idade foi de 28 , 40
e 48 anos respectivamente. O teste de Pearson mostrou uma correlagiio para o dia dos
leucécitos > 1 x 10°/L com os valores de hemoglobina no dia 0, dia dos neutréfiolos < 1
x10%L, dia do nadir e doses de quimioterapia de mobilizagdo utilizada. Para cada grupo de

doenca, um modelo foi desenvolvido:

DH: diada aférese=deltax 1.5+ 6.8



[LNH: dia da aférese = delfa x 0.88 +10.1
MM: dia da coleta = delra x 1.35+ 8.8.

Em 54 casos foi realizada a determinagio seriada do niimero de células CD34 + no
sangue periférico no dia quando os leucécitos atingiram > 1 x10°/L. Nestes pacientes, a
correlagfio encontrada entre o dia da coleta e hemoglobina, dia dos neutréfilos < 1 x 10%/L e
o dia do nadir. foi estatisticamente significativa e possibilitou desenvolver um modelo

matematico separando os pacientes conforme a doenca de base:
DH: dia da aférese =deltax 1.5+ 9.1
LNH: dia da aférese = delta x 0.66 + 10.8
MM: dia da aférese = delta x 1.6 + 8.8

De acordo com nosso estudo, cada doenga apresenta sua dindmica de mobilizagdo,
possivelmente relacionada com o ntimero de linhas quimioterapicas prévias ou pelo status
do microambiente medular. O pardmetro mais importante encontrado e comum a todos os

pacientes foi a velocidade de queda dos neutréfilos apds a quimioterapia de mobilizaggo.
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ABSTRACT

Mobilized peripheral blood progenitor cells (PBPC) are able to engraft and restore
hemopoiesis after myeloablative therapy. Intense chemotherapy with PBPC rescue is
currently an important therapeutic approach in hematological malignancies such as non-
Hodgkin’s lymphoma (NHL), Hodgkin’s disease (HD) and multiple myeloma (MM).

The most effective regimen and the adequate intensity of mobilization chemotherapy
still remains to be defined and it has been clearly shown that the progenitor cell yield can
be influenced by intensity of previous treatments. Several other parameters may affect the

harvesting of PBPC after mobilization chemotherapy.

The purpose of our study was to establish the parameters that best predict the day to
start harvesting of PBPC in order to collect most CD34+ cells with few aphereses.

We analysed retrospective data of patients with hematological malignancies treated in
our Institution, who underwent mobilization to obtain PBPC in order to perform autologous
bone marrow transplantation. Patients were mobilized with Cyclophosphamide (4 or 7g/m?)
and G-CSF 300pg,sc, daily, aiming to collect 5x10° cells/Kg. We investigated the influence
of age, sex, diagnosis, number of previous chemotherapy lines (nCHT), peripheral blood
counts on day of mobilization, day of neutrophils < 1 x10°/L and day of nadir (including
the interval between these two days) on harvesting. Multivariate linear correlation models
were built in order to predict the day of best harvesting. We analysed 134 patients: 36HL,
65 NHL and 33 MM. Median age: 28, 40 and 48 respectively. The Pearson’s test showed a
correlation for day of leucocytes > 1 x10%L with hemoglobin value of day 0, day of
neutrophils < 1x10%L, day of nadir and dosis of mobilization therapy. However, for each

disease group a different model could be established:
HL: day of apheresis = delta x 1.5+6.8
NHL: day of aphereis = delta x 0.88+10.1
MM: day of apheresis = delta x 1.35 +8.8.

In 54 cases a serial determination of the number of CD34 + cells in peripheral blood

was performed starting on day of peripheral lencocytes > 1 x10°/L. In these patients, a

xii



correlation was found between the day of harvesting and hemoglobin, day of neutrophils

<1x10%/L and day of nadir. Separating the patients for disease:
HI.: day of apheresis = deltax 1.5 +9.1
NHL: day of apheresis = delta x 0.66 + 10.8
MM: day of apheresis=delta x 1.6+8.8.

According to this study, each disease has its own pattern of mobilization dynamics,
possibly related to the amount of previous chemotherapy or the status of bone marrow
microenviroment. The most important parameter, common to all patients, was the velocity

of decline of the neutrophil count after mobilization chemotherapy.

xiii



L. Introducdo




L1. Consideracoes gerais

O transplante com Células Progenitoras Periféricas Hemopoiéticas (CPPH) tem sido
extensivamente explorado como terapéutica para cura de pacientes portadores de neoplasias
hematologicas. Atualmente, mais e mais centros de tratamento tém utilizado as células
progenitoras periféricas para transplante através da sua mobilizacio da medula dssea para o
sangue periferico (FU e LIESVELD, 2000).

A utilizac%o de CPPH do sangue periférico para transplante de medula éssea, iniciado
na década de 1980, apresentou um aumento significativo ao longo dos tltimos quinze anos
e hoje, € a fonte predominante de resgate da hemopoiese apds o tratamento quimioterapico
mieloablativo (TO et al., 1997). Diferentes regimes de mobilizacio tém sido desenvolvidos
desde entdo, seja com o uso de fatores de crescimento isolado, agentes quimioteripicos ou
ambos associados (FU e LIESVELD, 2000).

As primeiras tentativas de transplante autélogo de medula 6ssea foram relatadas em
1950 (KURNICK et al., 1958). No final da década de 70, ocorreu o primeiro relato de
sucesso com o uso de terapia de altas doses e transplante autélogo de medula dssea para
pacientes portadores de linforna (APPELBAUM et al., 1978). No inicio da década de 80,
muitos dos detalhes técnicos relacionados ao procedimento foram resolvidos, e o uso deste
tratamento tornou-se possivel para pacientes portadores de linfomas progressivos, que
acabou ocorrendo no final da mesma década. Dois outros avangos importantes ocorreram
nesta época. O primeiro foi o reconhecimento de que o progenitor hematopoiético circulava
no sangue periférico e poderia ser coletado para fim de transplante apds a realizagio de
aféreses consecutivas (KORBLING et al., 1986),(KESSINGER et al., 1986). O outro foi o
reconhecimento de que os fatores de crescimento hemopoiéticos aumentavam a eficiéncia
da coleta dos precursores circulantes e aceleravam a recuperagio hemopoiética apés o
transplante (KESSINGER et al., 1986). Essas observacgbes, somadas as melhorias técnicas
dos cuidados de suporte, tornaram o transplante autdlogo de CPPH um procedimento
seguro € com baixas taxas de mortalidade relacionadas ao procedimento. Estas taxas cairam

de 30% na década de 80 para 1-2% nos anos 90 (BENNETT et al., 1995).
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Assim, o fransplante autblogo de CPPH trouxe uma alternativa terapéutica
extremamente importante e eficaz para os pacientes portadores de linfomas agressivos
recidivados e refratdrios a tratamentos convencionais. Varios estudos demonstram
beneficios para esses pacientes que ainda sio quimiossensiveis. As taxas de sobrevida
global, em 2 a 5 anos , variam de 60% a 30% e sobrevida livre de doenga de 51 a 27%
(MAJOLINO et al, 1997), (MILLS et al., 1995),(SANTINI et al., 1999), (STEIN et al.,
2000). '

L2, As Células Progenitoras Hemopoiéticas (CPH)

Sdo precursores comuns aos elementos hemopoiéticos presentes na medula 6ssea e
que podem circular no sangue periférico. As células circulantes alojam-se na intimidade das
células estromais da medula Ossea, que sio os fibroblastos, os macrofagos, as células
endoteliais e os adipdcitos, através de um mecanismo de tropismo a esse meio ambiente,
dado por moléculas de adesdo presentes em sua superficie. Morfologicamente, nfo podem

ser individualizadas, por serem semelhantes a linfécitos.

As CPH dao origem aos precursores de todas as células sangiiineas (GEMM), séries
granulocitica, eritréide, monocitica e megacariocitica e um precursor da série linfoide, que

depois se diferenciara em linfécitos B e T.

A diferenciagdo das células troncos em cada um dos componentes se dé através de
fatores de crescimento, produzidos por 6rgios como o figado e os rins, obedecendo a
estimulos do meio. Assim ocorre com a eritropoetina (EPO) que ¢ produzida pelo rim
quando hé baixa concentragéio de O2 e estimula a diferenciagio da célula totipotente para
CFU-E. Fatores como a IL-1 e o TNF (fator de necrose tumoral) agem sobre as células
estromais da medula, estimulando-as a produzirem o fator de estimulo 2 formacio de
coldnias granulociticas (G-CSF) e granulociticas e macrofagicas (GM-CSF) (ABRAMSON
etal., 1977).

Os fatores de crescimento podem agir na diferenciagio e na regulacio do crescimento

de células mais maduras, através da inibi¢io da apoptose. Estes fatores (EPO, G-CSF, GM-

Introduciio
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CSF) s#o usados na prética clinica para estimular a produgfio destas séries pela medula

Ossea.

As CPHs, em condigdes habituais, estio em ndmero muito reduzido na circulacio
periférica (UDOMSAKDI et al., 1992). Elas correspondem a 0.01 a 0.05% do total de
células nucleadas da medula 6ssea. Distinguem-se das demais células hemopoéticas pela

sua capacidade de proliferagfo, auto-renovacio e diferenciagfo.

A expressdo do antigeno CD34 ¢ freqiientemente utilizada na pratica clinica como

marcador para a CPH (FRUEHAUF et al., 1995),(KORBLING e ANDERLINI, 2001).

L.3. Identificacdo e quantificacio das CPPHs

O namero de células progenitoras periféricas circulantes aumenta consideravelmente

durante a fase de recuperagfio apds uma quimioterapia mielossupressora como a
Ciclofosfamida (KRIEGER et al., 1999),

Os fatores de crescimento hemopoiéticos contribuem também para o importante
aumento do numero de células progenitoras no sangue periférico. Quando combinada
quimioterapia com fator de crescimento, ocorre efeito sinérgico resultando num aumento
ainda mais expressivo de CPPH. Assim, uma grande quantidade de CPPH pode ser coletada
apds um regime de mobilizacio (DEMIRER et al., 1996a).

A quantificacdo das células progenitoras no sangue periférico e no produto da aférese,
pode ser determinada atraves da contagem das unidades formadoras de col6nias
granulocitico-macrofigica (CFU-GM) por técnicas de cultura de células, sendo considerada
boa preditora para a reconstituicdo hemopoiética apds quimioterapia mieloablativa
(JUTTNER et al., 1989). Porém, a informagio s6 ¢ disponivel cerca de duas semanas apds

o inicio da cultura.

O antigeno CD34, marcador de superficie, também identifica a populacdo de células
progenitoras contidas no sangue periférico. Esta células, denominadas células CD34+,
podem ser quantificadas por citometria de fluxo (SIENA et al., 1991), (D'ARENA et al,,
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1996), fornecendo informagdes compardveis aquelas obtidas nos estudos de CFU-GM

(D'ARENA et al., 1996).
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Figura 1: Foto demonstrativa da quantificagdo de CD34+ no sangue periférico por

citometria de fluxo.

1.4. Mobilizacido das células progenitoras para o sangue periférico

Um tnico ou multiplos sinais de stress interferem com o equilibrio da homeostase,
criando uma situagio de alarme, levando a um aumento da produgéo de células imaturas na
medula dssea que acabam migrando para o sangue periférico. Este fenémeno ocorre

naturalmente frente a um processo inflamatério ou de injiria celular.

Introducdo
18



Por exemplo, o aumento dos niveis de G-CSF e outras citocinas secretadas durante
uma maratona por corredores causa leucocitose, com aumento dos niveis de células
CD34+, refletindo uma adaptagio da medula ssea frente ao stress induzido pelo esforgo
fisico (BONSIGNORE et al., 2002).

Esta situagfio acabou sendo reproduzida em modelos animais submetidos ao processo
de injiria ou inflamagfo: quebra de DNA, uso de drogas quimioterdpicas isoladas como
ciclofosfamida ou regimes de quimioterapia combinada como ICE (Ifosfamida,
Carboplatinum, Etoposido), Ara-C e Cisplatina (ESHAP), uso de citocinas como G-CSE,
GM-CSF e outros como IL-8 (LAPIDOT e PETIT, 2002), (COTTLER-FOX et al., 2003).

1.4.1. Biologia do Fenémeno de Mobilizacio.

O fendmeno da mobilizagio pode ser entendido como o recrutamento de CPH para o
sangue periférico depois de realizado o tratamento quimioterapico ou utilizado citoquinas

(fator de crescimento hemopoiético) (FU e LIESVELD, 2000).

Este processo mimetiza o que ocorre fisiologicamente quando, a partir de um sinal de
stress medular durante quadro inflamatério ou de injiria celular, a medula 6ssea libera para

o sangue periférico as células progenitoras (FU e LIESVELD, 2000).

A medula 6ssea humana pode ser dividida em dois compartimentos: vascular € o
extravascular. A hemopoiese ocorre exclusivamente no compartimento extravascular. Entre
estes dois compartimentos existe uma camada de sinuséides que formam barreira entre
sangue / medula dssea e apresentam um estreito endotélio (TO et al., 1997). Assim, a
mobilizagdo de CPH ocorre nos locais onde estas células deixam de ter o suporte estromal e

migram através do endotélio para o compartimento vascular.

AlteragBes nos antigenos de superficie, na expressdo das moléculas de adesdo, no
estado de proliferacdo e na resposta a fatores de crescimento hemopoiéticos e citoquinas

estdo associados neste processo (KROGER et al., 1998b),(PEREY et al., 1998).
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Utilizando o antigeno CD34 como marcador das CPPH pode-se detectar uma
quantidade de células progenitoras hemopoiéticas que circula no sangue periférico. Estas
sdo encontradas em GO / G1 do ciclo celular. Elas estdo em prontiddo para iniciar o ciclo
assim que expostas a citoquinas hemopoiéticas, in vitro, em contraste da célula progenitora
hemopoiética da medula 6ssea a qual apresenta uma laténcia maior e alta porcentagem de
células em fase de proliferacdo fase S. As mudangas nos antigenos de superficie e
expressdo das moléculas de adesdo s3o diferentes nestes dois grupos de células (PECORA,
1999). Para exemplificar, um aumento dos niveis de L-selectina e a diminui¢3o do VLA-4 &
notado nas cé€lulas primitivas CD34 + que foram mobilizadas para a circulacio. A
expressdo de c-kit (receptor de fator de stem cell - CD117) e expressio de CXCR4
(receptor para célula estromal derivado do fator 1) estio diminuidos em ambos: CD34+
encontrados tanto na medula éssea como nas CD34+ mobilizadas encontradas na circulagfo
(BELLUCCI et al., 1999).

E interessante estabelecer as relacBes entre os diferentes mecanismos que envolvem a
mobilizacdo das CPH e definir o papel e a seqiiéncia dos diferentes fatores na via comum

para induzir 2 mobilizag#o.

Na fase de iniciacdo, agentes mobilizadores como o G-CSF agem primeiramente

para dar inicio & reagfio que induz a mobilizagdo.

Os fatores de crescimento hemopoiéticos e citoquinas sio demonstrados em varios
trabalhos clinicos como eficazes e seguros agentes mobilizadores tanto para o transplante
de medula 6ssea autdlogo como alogénico (FU e LIESVELD, 2000), (WATANABE et al.,
1997). A cin¢tica da mobiliza¢do ¢é alcangada de alguns minutos a vérios dias com alguns
fatores de crescimento {FU e LIESVELD, 2000).

A importdncia dos fatores de crescimento e das citoquinas no processo de
mobilizagdo € que funcionam nZo apenas como gatilho, como também ativam
transmissores, funcionando diretamente como atraentes quimicos na emigracdo e atuam na
sobrevivéncia da c€lula progenitora mobilizada para o sangue periférico (WATANABE et

al., 1997). Devido a sua poténcia e a falta de sérios efeitos colaterais, o G-CSF é o agente
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mobilizador mais comumente utilizado. Ele inicialmente atua nas células da linhagem

mieldide e nas células endoteliais.

A administracdo de G-CSF aumenta significativamente a porcentagem e niimero
absoluto de CD34+ no sangue periférico, com similar expressio de CD13, CD33, CD38,
HLA-DR e CD90, porém baixa a expressio de c-kit (CD117), VLA4, VLAS, LFA1, LFA3
¢ L-selectina comparados as células latentes (LATAILLADE et al., 2000). A diminuigiio de
resposta a SDF1 (fator 1 derivado da célula estromal) induz quimiotaxia através da
migracdo transendotelial que ocorre através do decréscimo de expressio de CXCR4;
diminui a capacidade de adesfo do estroma e diminui a porcentagem de células CD34+ em

fase ativa do ciclo celular (LIU et al., 1997).

A administragdo de G-CSF aumenta a angiogénese ¢ o fluxo sanguineo na medula

Ossea e estimula a capacidade colonogénica em todos os progenitores avaliados.

QOutros fatores incluindo GM-CSF podem induzir a produgio de I1-8. A IL-8 é o
exemplo mais caracteristico € capaz de mobilizar CPH a 100 vezes em 1 hora. Apds a
admimistracdo tmica da IL-8 a neutropenia pode ser observada apGs alguns minutos e

neutrofilia ap6s algumas horas, associada a um aumento de fator de crescimento circulante
(FU e LIESVELD, 2000), (PRULIT et al., 1999).

O aumento da IL-8 pode estimular rapida produgiio de metaloproteinases como
gelatinase B a qual (PRUIT et al., 1999) quebra a matriz extracelular da medula dssea e
mobiliza CPH através da barreira sangue / medula éssea (FIBBE et al., 2000).

As CPH estdo circundadas por células estromais como fibroblastos, adipdcitos,
macrofagos e células endoteliais, e outras células progenitoras. Existe intensa interacdo
entre célula - célula e célula - matriz através do sistema de moléculas de ades3o que inclui:

integrinas, imunoglobulinas, selectinas e moléculas de proteoglicans (FIBBE et al., 2000).

As integrinas sdo glicoproteinas (alfa e beta) que mediam as intera¢des célula-célula,
e também servem como sinal para migracdo, proliferagdo, diferenciacio e apoptose. Este
sisterna ¢ complexo e existem receptores ou ligantes expressos tanto nas CPH como nas

células estromais.(LATAILLADE et al., 2000)
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Distirbios de adesdo entre CPHs e microambiente medular por agentes mobilizantes
resultam na sua liberagdo (FU e LIESVELD, 2000). As integrinas VLA-4, LFAl e L-
selectina também participam deste processo de mobilizagio (BELLUCCI et al., 1999).

Na fase da amplificacdo, ocorre interagiio entre CPH, microambiente medular e os
sistemas: fator de crescimento, citoquinas, interacfo célula - célula e célula — matriz. Isto
resulta na proliferacdo e mudangas fenotipicas das CPH e o preparo destas para a préxima
fase que ¢ a emigracdo. Esta etapa se da através de sinusdides préximos as células de
juncdo interendotelial e regides onde a membrana da matriz extracelular é muito fina ou
ausente. A matriz da medula éssea é composta de colagenos, glicoproteinas,
glicosaminoglicans € metaloproteinases, incluindo gelatinases e colagenases (FIBRE et al.,
2000).

Uma injuria na barreira sangue-medula dssea ¢ a destruigio de CPH maduras por
agentes quimioterdpicos sdo suficientes para desencadear o processo de mobilizagio. As
metaloproteinases sio grupos de enzimas que degradam a matriz extracelular da medula
Ossea durante a inducdo da mobilizagio (JANOWSKA-WIECZOREK et al., 1999). Ainda
na fase de emigracdo, as CPH também perdem suas respostas aos atraentes quimicos do
estroma, diminuindo sua atividade de adesfio ao microambiente da medula 6ssea e apds

saem para o sangue periférico através da camada do endotélio.

Obviamente, o dano mnesta camada de endotélio talvez facilite, mas nio
necessariamente resulte na mudanga da CPH para dentro do sangue periférico caso nio haja

mudancas nas CPH e no microambiente medular.

Na fase de adaptagdo, a modificacdo da CPH na sua condicdio de mobilizada lhe da
chance de sobreviver no sangue periférico (WHETTON e GRAHAM, 1999).
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Figura 2: Modelo do processo da mobilizagdo (FU e LIESVELD, 2000).

I.4.2. Estratégias para mobilizacio de CPPH.

[4.2.a. Quimioterapia mielossupressora isolada.

A quimioterapia mielossupressora foi a primeira utilizada como protocolo para a
mobilizacdo de CPPH (REIFFERS et al., 1986), (KORBLING et al., 1986), (TO et al.,
1984). Em diversos estudos clinicos (REIFFERS et al., 1986), (SCHWARTZBERG et al.,'
1992) foi demonstrado que apds a recuperagdo da fase de aplasia pds-quimioterapia, ocorre
um aumento significativo de células progenitoras no sangue periférico, que acaba sendo
proporcional & severidade e duragfio das citopenias. A Ciclofosfamida (CY) em altas doses
€ 0 protocolo mais comumente utilizado por vérios centros hematolégicos (KORBLING et
al., 1986), (TO et al, 1989), (ROWLINGS et al., 1992), (KOTASEXK et al., 1992).

A grande limitagdo da mobilizagio com quimioterapia € a ocorréncia de sepse,
sangramento ¢ a falta de previsdo do methor momento para se iniciar a aférese, visto que,
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cada paciente responde de forma diferente frente 3 quimioterapia mielossupressora quanto &
recuperacdo medular (TO et al.,, 1997). Rowlings et al (1992)(ROWLINGS et al., 1992)
relataram que, de 60 pacientes submetidos 3 CY em altas doses, 18% necessitaram de
transfusZo de concentrado de plaquetas e 3 % evolujram para Obito pés-choque séptico. A
toxicidade deste protocolo foi demonstrada também por Kotasek et al (1992) e Jagannath et
al (1992)(JAGANNATH et al.,, 1992). Outros regimes quimioterdpicos foram utilizados
para mobilizacdio em situagSes especificas, como mini-ICE para pacientes com leucemia
miel6ide crdnica (CARELLA e FRASSONI, 1996) e DHAP para pacientes com Linfoma
néo-Hodgkin avancado (VELASQUEZ et al., 1988).

A mobilizagio usando apenas quimioterapia foi utilizada na década de 1980 e até
infcio de 1990. Com o advento do uso clinico de fatores de crescimento hemopoiéticos, a
quimioterapia isolada deixou de ser utilizada como protocolo de mobilizagio (TO et al.,
1997), (LEFRERE et al., 1999h).

1.42b. Fator de crescimento isolado.

A utiliza¢do de fator de crescimento na mobilizagdo foi inicialmente reportada em
1988 com relatos do efeito de G-CSF e GM-CSF. Mais tarde, se descreveu a reconstituicio
hemopoiética nos pacientes transplantados usando somente o fator de crescimento como

mobilizador de células progenitoras periféricas (MIELCAREK e TOROK-STORB, 1997).

A cinética da mobilizacio de CPPH ¢ similar com diferentes fatores de crescimento.
O pico de células progenitoras no sangue periférico ocorre ap6s 5 a 10 dias de tratamento
(KAWANO et al,, 1999), (LI et al., 1999). Um largo espectro de células hemopoiéticas é
mobilizada, incluindo CPH, progenitores das séries megacariocitica, eritroblastica, e
progenitores mieldides bem como neutrdfilos maduros. No entanto, a eficicia da
mobilizagdo ndo € similar entre os diferentes fatores de crescimento, apresentando
contagens de celulas progenitoras periféricas em niveis abaixo do ideal esperado
(KROGER et al., 1999), (LEFRERE et al., 1999a).

O G-CSF ¢ o fator de crescimento mais utilizado para mobilizagio (KOLBE et al.,

1997), (WEAVER e TESTA, 1998). Ele apresenta uma agdo sinérgica com outros fatores
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de crescimento para induzir a mobilizagio. O efeito méximo ocorre em torno do quinto dia
de administragio. O escalonamento de doses para 16pg /Kg /12 hs é bem tolerado e resulta
numa coleta com maior niimero de CPPH em doadores sadios (KROGER et al, 1998a).
Noventa e nove porcento dos doadores de medula éssea estimulados com G-CSF obtiveram
numa simples aférese mais de 2 x 10° CD34 + / Kg de peso do receptor. A combinacio
entre G-CSF com GM-CSF, seja ela seqiiencial ou concomitante tem sido relatada ser mais
eficaz que a mobilizagio com G-CSF sozinho (SPITZER et al., 1997), (FISCHMEISTER et
al., 1999).

L4.2.c. Quimioterapia associada a fator de crescimento.

A administracdo de agentes quimioterdpicos, seguida de administracio diaria de fator
de crescimento, proporciona uma mobilizacio mais efetiva quando comparados com
quimioterapia ou fator de crescimento isolado (DEMIRER et al., 1997), (DEMIRER et al.,
1996a). Esta combinacdo apresenta o maximo efeito entre o sétimo e o décimo quarto dia
apos a infusdio da quimioterapia, quando se inicia a recuperagio medular pés-nadir e o
aumento dos globulos brancos do sangue periférico (WATANABE et al, 1999).

Acrescenta-se ainda, o importante efeito antitumor proporcionado pela quimioterapia.

Entre os varios regimes de mobilizag#o, o agente quimioterapico isolado como a CY
ou paclitaxel (BURTNESS et al., 1999) podem ser utilizados em combinagfio com G-CSF
para mobilizar CPPH. Regimes que associam quimioterapia e fatores de crescimento sio
seguros e geralmente bem tolerados, com grande capacidade de agir na célula tumoral e
mobilizar CPPH. Alguns exemplos de regimes bem tolerados e usados sdo: o mini-ICE
(Ara-C, Idarrubicina, ¢ Etoposide associado ao G-CSF) (SUREDA et al., 1999) para
leucernia mieloide cronica, esquema IVE (Ifosamida, Etoposide e Epirrubicina associado ao
G-CSF) , (MCQUAKER et al., 1999) em linfomas, CY 7gr/m’, seguido de VP 2gr/m’ para
linfomas (GIANNI et al., 1992), entre outros.

Atualmente, esquemas de mobilizagdo utilizando-se altas doses de CY (4 ou 7 g/m’)

seguidas por fatores de crescimento hemopoiético recombinantes, sfio os mais amplamente
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utilizados (DREYFUS et al, 1992), (GOLDSCHMIDT et al., 1996; TARELLA et al,,
1991). A quirmoterapia de altas doses seguida de transplante autélogo de CPPH para a

terapia de salvamento nos linfomas e outros tumores foi um grande avanco na terapéutica
destes doentes (VIGORITO et al., 1998).

L5. Coleta das Células Progenitoras PeriféricasHemopoiéticas
I.5.1. Procedimento de Leucoaférese

As CPPH sio coletadas por méiquinas de hemaférese. O principio destes
equipamentos ¢ baseado no processamento do sangue em um circuito extra-corpdreo,
separando os diversos componentes por métodos de centrifugacio e/ou filtragio. A
separagdo dos diversos componentes do sangue por centrifugacio ¢ possivel pela diferenca

da densidade existente entre eles.

Os equipamentos de hemaféreses por centrifugagio podem ser de fluxo continuo ou
descontinuo. Os equipamentos de fluxo continuo so, em geral, mais avangados, perritindo

procedimentos mais qualificados, rapidos € maior estabilidade hemodinimica.

Com estes equipamentos ¢ possivel a realizacio de procedimentos de coleta de CPPH
destinadas a transplantes autélogos e alogénicos, a partir da circulagdo periférica. Para
otimizar a coleta de CPPH, ¢ razoével aguardar pelo menos 1 hora apés a injecdo do fator
de crescimento, tentando-se um melhor momento no qual ocorrerd o maior pico de

leucocitos no sangue periférico (MONCADA et al., 2003).

1.5.2. Quantidade de CPPH para enxertamento

Virios estudos sugerem que o nimero alvo de células CD34+ a serem infundidas seja
em torno de 5x10° CD34+/ Kg de peso do paciente, para que ocorra a recuperacio de
neutrodfilos, plaquetas e hemoglobina (PEREA et al., 2001; TRICOT et al., 1995). Por isto,

este ¢ o alvo mais usado. Porém muitos centros de transplante também consideram o valor
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de 2x10%Kg do paciente aceitavel para que a recuperagdo hematologica ocorra apds o
transplante de CPPH (GANDHI et al., 1999).

O melhor indicador para a recuperago da hemopoiese nos transplantes autélogos ¢ a
quantidade de células CD34+ / Kg do paciente infundida.

Ainda existem algumas controvérsias acerca da quantidade destas células que deve
ser infundida para que ocorra um enxertamento seguro ¢ eficaz apés o transplante, mas os
valores mais largamente aceitos estdo entre 2.2 e 5.0 x IOG/Kg (KORBLING et al., 1995),
(HAAS et al,, 1994), (PASSOS-COELHO et al., 1995),(TRICOT et al., 1995),(D'ARENA
et al., 1998).

I.5.3. Pardmetros para determinar a coleta das CPPH.

Virios critérios tém sido usados para se definir qual o melhor momento para a
realizacio de leucaféreses icluindo a contagem leucocitaria periférica absoluta, a cinética
da recuperacBo leucocitaria, a contagem plaquetaria e a concentracio de células CD34+
circulantes no sangue periférico (TO et al., 1992),(HANSSON et al., 1995),(GIANNI et al.,
1989),(SIENA et al., 1989).

D’Arena et al, 1998 (D'ARENA et al., 1998) mostraram que quando a contagem
leucocitaria periférica atinge 1.0 x 10°/L apbs a recuperagio do nadir, uma quantidade

suficiente de células CD34+ pode ser coletada por leucaférese.

Com o advento da quantificagio de células CD34+ no sangue periférico por
citometria de fluxo, foi proposto o inicio da coleta de CPPH quando a contagem
leucocitéria apds a recuperagio do nadir atinge 1.0 x 10°L ¢ a quantidade de células
CD34+ no sangue periférico for maior que 20/pul. Este é o protocolo mais utilizado na
pratica clinica (HAAS et al., 1994), (D'ARENA et al., 1997), (D'ARENA et al., 1998).
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1.5.4. Fatores que influenciam a coleta de CPPH.

A influéncia do diagndstico da doenga de base dos pacientes submetidos ao processo
de mobilizac3o e coleta de CPPH foi descrita por alguns autores, e foi evidenciado que os
pacientes portadores de neoplasias hematoldgicas possuem uma capacidade de mobilizagio
de CPPH pior quando comparados aos pacientes portadores de tumores sdlidos, como
neoplasia de mama ou testiculo. Provavelmente, em decorréncia da maior quantidade de
tratamentos prévios realizados nos pacientes portadores de neoplasias hematolégicas
(D'ARENA et al., 1998), (WEAVER et al., 1998), (GAZITT et al.,, 1999), (SAUTOIS et al,,
1999).

Em relacdo a idade, os estudos parecem ser controvérsos. Em crian¢as ndo foi
comprovada relagio entre a idade e o nimero de CPPH coletadas (KANOLD et al., 1998),
(WITT et al., 2001). Em recente trabalho realizado com pacientes portadores de mieloma
multiplo, com idade acima de 70 anos, foi demonstrado que tanto a mobilizagdo foi bem

tolerada, como a coleta foi satisfatoria (MORRIS et al., 2003).

O mesmo ocorre em relacfo ao sexo, onde alguns autores descrevern que as mulheres
apresentam uma probabilidade maior de falharem na mobilizagdo quando comparadas com
os pacientes do sexo masculino (PEREA et al., 2001). Estudos realizados com criangas, ndo
comprovaram correlagio significativa entre o niimero de CPPH coletadas com o sexo das
mesmas (WITT et al., 2001).

A medula dssea infiltrada nfo ¢ um fator independente negativo para o processo da
mobilizacio de CPPH. A redugiio da infiltracio tumoral pelo tratamento aumenta as
chances da mobilizacdo ocorrer de forma favoravel (TARELLA et al, 1999). Nos pacientes
portadores de mieloma multiplo, os resultados sfio contraditdrios. Alguns autores relatam
que a medula 6ssea infiltrada prejudica uma coleta de CPPH adequada (DEMIRER et al.,
1997; KETTERER et al.,, 1998). Em relacdio acs tratamentos prévios que os pacientes
receberam, varios estudos demonstraram que radioterapia ¢ linhas quintoterapicas prévias
com agentes alquilantes (melphalan, carmustina) afetam adversamente a mobilizagio
(WATTS et al., 1997), (KETTERER et al., 1998), (MARIT et al.,, 1998), (PEREA et al,,

2001). Particularmente, o melphalan ¢ muito mielotdxico ¢ mesmo a sua utiliza¢fo oral €
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em baixas doses antes da mobilizacio resulta numa reducio de células CD34+ mobilizadas
(TRICOT et al., 1995), (GOLDSCHMIDT et al.,, 1997). Ji foi comprovado em varios
estudos que a utilizagdo da fludarabina pré-mobilizacio estd associada com uma
mobilizagdo pobre, (KETTERER et al., 1998) assim como a utilizagio de outros agentes
mielotéxicos como a mostarda nitrogenada e a procarbazina (MOSKOWITZ et al., 1998).

Vérios estudos também avaliaram os regimes de mobilizacdo. A ciclofosfamida ¢ a
droga de escolha seja na dose de 1 a 7 g/m’ . Foi demonstrado que Ciclofosfamida 4 g/m® é
equivalente & dose de 7 g/m’ em relacdio & eficiéncia da mobilizagdo (GOLDSCHMIDT et
al., 1997). Pacientes portadores de mieloma multiplo que foram submetidos a regimes
combinados com Ifosfamida e Epirrubicina associados a fator de crescimento chegaram a
apresentar efeitos colaterais sérios (ARLAND et al, 2001). Alguns esquemas
quimioterapicos combinados com cisplatina parecem ser menos efetivos quando

comparados com a ciclofosfamida (KURATA et al., 2000).

Recentemente, alguns trabalhos tém abordado algumas variiveis associadas ao
paciente. Marques et al (2000)(MARQUES et al., 2000) relataram em seu estudo com 41
pacientes que a recuperagdo leucocitdria precoce pos-quimioterapia mielossupressora
prediz que serd necessario urmn menor numero de aféreses, com maior nimero de células
CD34+ coletadas. Um estudo realizado com ratos demonstrou que a eficicia da
mobiliza¢do parece estar envolvida com alguns genes localizados nos cromossomos 2 ¢ 11
(HASEGAWA et al., 2000). Estudos prospectivos s30 necessarios para confirmar se o nivel
de expressfio de marcadores moleculares como CXCR4 ou VLA-4, podem predizer a

capacidade de mobilizacfio destes pacientes.

Tendo em vista a necessidade de se coletar um grande niimero de CPPH em pacientes
que muitas vezes ja sofreram tratamentos prévios e tém pouca reserva medular, estudamos
a possibilidade de otimizar a coleta, obtendo o dia exato em que é possivel colher o maior

nuamero de CPPH com o menor nimero de aféreses.

Examinamos, como fatores preditores, parimetros clinicos e laboratoriais de rotina

facilmente apliciveis em qualquer Servigo de transplante de medula odssea.
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II. Objetivos




Estudar os fatores que influenciam na quantidade de CPPH colhidas por aférese
em pacientes com neoplasias hematoldgicas, submetidos a mobilizaciio de

CPPH para transplante aut6logo.

Calcular a partir de dados da evolugio do hemograma apds a megaterapia, o

melhor dia para a coleta.

Verificar, através da evolugiio do nimero de células CD34+ no periférico se ¢

possivel prever o dia ideal para a coleta de CPPH.

Elaborar um modelo matemético para a previsio do dia do inicio da coleta das
CPPH e assim, otimizar o procedimento da aférese dos pacientes submetidos a
mega-quimioterapia conforme a doenga de base e fratamento prévio ja

realizado.
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I11. Casuistica e Métodos
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111.1. Pacientes

Foram selecionados para o estudo pacientes portadores de doencas onco-
hematologicas acompanhados no servigo de Hematologia do Hospital das Clinicas da
Unicamp.

Todos os pacientes realizaram estadiamento completo da doenca de base previamente
a CY em altas doses, que foi definido conforme exames laboratoriais e exames de imagem
(tomografia computadorizada, RX, ultra-sonografia).

Foram analisados entdo, os pacientes submetidos 3 quimioterapia de altas doses para
a coleta de células progenitoras periféricas hematolégicas (CPPH) para Auto-Transplante
de Medula Ossea.

Analisamos dois grupos de pacientes: analise retrospectiva de pacientes mobilizados
que realizaram aférese quando o miimero de leucécitos atingiu 1x10°/L e um estudo
prospectivo de pacientes que iniciaram contagem de células CD34+ no sangue periférico
quando a contagem de leucécitos atingiu 1x10°/L. Nestes pacientes, a contagem de células
CD34+ foi realizada diariamente até pelo menos trés dias ap6s o fim do(s) procedimento(s)

de aféreses.

III.2. Avaliacio Clinica

Os dados relativos a identificag@o, historia e dados laboratoriais foram obtidos a partir
do atendimento e informagdes do prontuario dos pacientes. Foram usados como dados de
identifica¢io o nome, a idade, o sexo e o ntimero do prontuario (HC).

O estadiamento clinico foi avaliado pelo sistema Ann Arbor para pacientes portadores
de Linfoma Néo-Hodgkin e Doenga de Hodgkin. Para os pacientes portadores de Mieloma
Miuiltiplo utilizamos o sisterna de estadiamento Durie-Salmon (DURIE e SALMON, 1975).

IIL.3. Critérios de Inclusido para mega-quimioterapia
Idade: pacientes adultos com Linfoma Nzo-Hodgkin e Doenca de Hodgkin com
menos de 60 anos, pacientes com Mieloma Miltiplo de até 65 anos;

Peso: peso minimo estimado de 30 quilos;
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Pacientes com o diagnéstico firmado de Mieloma Multiplo, Linforna Nao-Hodgkin e
Doenga de Hodgkin;

"ECOG performance status” enfre 0 - 2, apresentando fungdes cardiaca, pulmonar,
renal e hepética normais;

Sorologias negativas para HIV, HTLV 1, II, Hepatites virais B e C.

III.4. Regime de Mobilizacio de Células Progenitoras Periféricas
Hematolégicas (CPPH)

O processo de mobilizagdo das CPPH para o sangue periférico compreende o periodo
entre o primeiro dia de infusdo da quimioterapia, definido como dia zero (DO0), até o dia do
ultimo procedimento de aférese para coleta de CPPH.

O esquema quimioterdpico utilizado para a mobilizagio foi a infusio de
Ciclofosfamida na dose de 4 ou 7 g/m2 , divididos em trés ou cinco doses respectivamente
(SANTINI et al., 1999), conforme Protocolo Institucional ( anexos I e II).

Os pacientes receberam fator de crescimento hemopoiético (th-CSF-Granulokine®,
Roche, Sio Paulo-Brasil) a partir do dia seguinte 4 quimioterapia (D1), por via sub-cutinea,
na dose tnica de 300ug ao dia até o Gltimo dia de coleta por leucoaférese.

Foi realizada a implantagiio de catéter tunelizado de duplo limen nos pacientes, tipo
Hickman, calibre 13,5 (Bard Access Systems, Salt Lake City, Utah, USA) a fim de
promover maior conforto no que diz respeito 4 infusdo de quimioteripicos, medicacdes,
antibidticos, hemocomponentes, coleta de exames laboratoriais, bem como a realizacio do
procedimento de leucaferese.

Apés a infusdo da Ciclofosfamida, os pacientes permaneceram internados e foram

acompanhados com a realizaco de hemograma e contagem de plaquetas diariamente.
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N1.5. Cuidados de Suporte

Durante o periodo de mobilizagéo, os pacientes receberam como profilaxia para
infecgdo fingica o fluconazol na dose de 200mg ao dia, por via oral e ciprofioxacina na
dose de 500 mg por via oral ao dia como profilaxia para infeccdes bacterianas.

A partir da contagem de granuldcitos zero, os pacientes receberam cefepime por via
endovenosa, na dose de 2000 mg de 12/12 hs ao dia. Na fase de neutropenia febril, foram
colhidas hemoculturas do sangue periférico e das duas vias dos catéter, bem como
realizagfio dos exames de rotina para infec¢do: RX torax, urina I e urocultura. O ajuste da
antibioticoterapia foi realizado conforme positividades das culturas microbiolégicas.

Os pacientes receberam concentrados de hemaceas irradiadas quando nivel de
hemoglobina permaneceu abaixo de 8,0g/dl. Concentrados plaquetdrios irradiados foram
transfundidos quando a contagem plaquetéria apresentou nivel abaixo de 10 x10°/L oy,
quando os pacientes apresentavam quadro febril associado & contagem de plaquetas inferior
a 20x10”/L.. Na ocorréncia de complicagdes hemorragicas ou realizagio de procedimentos
invasivos, os pacientes também receberam hemocomponentes. Todos os produtos
hemoterdpicos foram irradiados a 20Gy, conforme protocolo da Instituicio.

Durante o procedimento de leucaférese, os pacientes permaneceram com
monitorizagdo cardiaca ¢ ficaram em repouso por 40 minutos apds o término do
procedimento. A determina¢@io da pressdo arterial, pulso arterial, temperatura e freqiiéncia
respiratéria foram realizadas pré e pos-procedimento, ¢ quantas vezes foram necessarias

durante o procedimento.

II.6. Coleta das CPPH.

IIL.6.a. Inicio do procedimento

A leucoaférese foi iniciada quando a contagem leucocitéria periférica chegou em 1.0
x10°/L apos o periodo de aplasia induzida pela quimioterapia, em 80 pacientes (critério
um). Em 54 casos prospectivos, quando a contagem leucocitaria periférica atingiu 1.0 x 10°

/L foi realizada a quantificagio de células CD34" circulantes no sangue periférico.
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Estes pacientes foram submetidos ao procedimento de leucaférese quando o niimero
de leucécitos no sangue periférico atingiu mais que 1.0x 10°L e a contagem de CD34+ do
sangue periférico encontrava-se acima de 10/pl. (critério dois). Apés o término das
leucaféreses destes pacientes, realizamos o monitoramento da quantificagio de CD34" no
sangue periférico juntamente com a realizagio do hemograma, em dias alternados, num
total de trés contagens.

O objetivo foi coletar mais que 5x10°células CD347/Kg peso do paciente. A
administragdo diaria de fator de crescimento foi interrompida depois de realizada a tltima
leucaférese.

Os procedimentos foram interrompidos quando se atingiu o alvo de coleta de 5x10%
Kg; a contagem leucocitdria pré-procedimento chegou a 30x10°/L ou a quantificacio de
celulas CD34+ pré-procedimento diminuiu ou permaneceu baixa.

Explicagbes detalhadas acerca do procedimento de leucaférese e potenciais
complicagGes foram fornecidas a todos os pacientes, através de termo de consentimento
nformado (Anexo III).

1.6.b. Equipamentos utilizados

Os procedimentos de leucaféreses foram realizados na segfio de procedimento
especializado do Hemocentro - Unicamp. Os equipamentos de fluxe continuo utilizados
foram Dideco Vivacell modelo BT-798 CE/A (Mirandola, Italy), kit 460F-405, Baxter
CS3000 Plus (Fenwall Laboratories, Deerfield, IL, USA) e Fresenius AS 104 (Fresenius,
Schweinfurt, Germany), Kit C4Y, programa PBSC/LYM.

Foi utilizada a solucdo anticoagulante ACD férmula A (Citrato de sédio 2H20;
22¢/L; Glicose H20: 24,5g / 1; Acido citrico: 7,3g / 1), sem heparina, infundida em
propor¢do de 1:10 em relago ao sangue retirado, sendo esta proporgo reduzida durante o
procedimento até 1:16.

O fluxo sanguineo de retirada variou de 40 a 70 ml por minuto, dependendo das
condigdes do catéter e do conforto do paciente, sendo processado em média 12 litros de

volume sanguineo por sessdo.
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HI.6.c. Controle de qualidade e armazenamento das CPPH

O controle de qualidade do concentrado de CPP foi feito através da determinacgdo da
hemoglobina, da contagem leucocitaria global, contagem de plaquetas e da determinagiio de
células CD34™ coletadas. Também foi realizada cultura bacteriolégica de todos os
concentrados de CPPH. Apos a coleta, o produto final foi encaminhado para o laboratdrio

de criobiologia, para preparacio e congelamento.

IL.7. Quantificacido das Células CD34+ e contagens celulares

Os pacientes foram submetidos & contagem das células CD34" periféricas e realizagio
de hemograma completo durante todo o periodo da mobilizagfio, imediatamente pré-
procedimento de leucaférese e nos dias subsequentes ao término das coletas.

As contagens celulares e plaquetédrias foram realizadas por analisador hematoléogico
automatico ABBOTT- Cell-Dyn, modelo 1700 ( Unipath, Mountain View Ca- USA).

A quantificagdio das células CD34" foi determinada por citometria de fluxo, como
descrita por SUTHERLAND et al (1994} SUTHERLAND et al., 1994). As amostras do
paciente € do produto foram diluidas para obtencéio de 5x10° células e incubadas em tubos
Falcon contendo os anticorpos monoclonais especificos, durante 30 minutos em cémara
escura. A marca¢3o ocorreu adicionando-se anticorpo monoclonal CD14 conjugado a FITC
(Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA), simultaneamente com o anticorpo controle IG1
conjugado a PE (Becton & Dickinson). No tubo CD34 adicionou-se anticorpo monoclonal
CDI14/FITC e o anticorpo monoclonal CD34 HPCA2/PE. Apés a incubagio, foi adicionada
solucio tampdo lisante de células vermelhas em cada tubo e deixadas & temperatura
ambiente por quinze minutos, sendo lavadas duas vezes com tampio PBS em centrifuga
Beckman (Palo Alto, CA, USA) a 1800 rpm por dez minutos. As células foram
ressuspensas em solugdo tampio PBS e analisadas no citémetro de fluxo modelo
FACscalibur (Becton & Dickinson). A compensacdo do aparelho foi realizada com
calibration beads (Becton & Dickinson) e os dados foram coletados utilizando-se

pardmetros de dispersdo frontal (forward scatter - FSC) em escala linear, dispersio 90 graus
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(side scatter - SSC), também em escala linear e fluorescéneia FL-1/FITC e FL-2/PE em

escala logarftmica.

I11.8. Parametros Estudados

Foram analisados os seguintes pardmetros para todos os pacientes: idade, sexo,
diagnostico da doenc¢a de base, nimero de linhas quimioterapicas prévias & mobilizag3o,
radioterapia prévia, contagem de leucdcitos totais no sangue periférico antes da
mobilizagdo (DO), dia dos granulécitos menor que 1.0x10°/L apds a quimioterapia, gramas
de ciclofosfamida, dia do nadir, dia quando os leucécitos atingiram > 1.0x10°/L, apés o
nadir.

Para os 54 casos com o critério dois, além dos parimetros citados anteriormente,
consideramos também a quantificacfio de CD34 no sangue periférico com interpolagio do
dia com mumero maximo de CD34, o nimero de dias entre o dia do critério dois e o dia do

nadir.

111.9. Analise Estatistica

Todos os dados de resultados foram analisados utilizando-se métodos descritivos,
com tabelas de freqiiéncia e medidas de posicdo e dispersdo.

Para todos os casos, foi usado o teste de correlacio de Pearson nas varidveis:
diagnostico, sexo, gramas de Ciclofosfamida, nimero de linhas quimioterdpicas prévias
;Jadioterapia prévia e o hemograma no dia 0 da mobilizagdo.

Foi utilizado Kruskall-Wallis para comparar as varidveis entre os trés grupos de
doenga de base devido & falta da homogeneidade das varidncias entre estes 3 grupos (teste

“post-hoc”Duncan)
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Foi aplicada a regresséo multipla linear (stepwise backward procedure) para o célculo
de um modelo para predizer o melhor dia da coleta, baseado nos critérios um e dois de
inicio da leucoaférese.

Para os 54 casos analisados prospectivamente, foi estudada a evolucdo do numero das
células CD34+ do sangue periférico e obtido o dia do pico teérico da curva através de
interpolag@o, usando regressdo polinomial de 2° ou 3° grau, com "curve fitting".

O dia ideal da coleta foi definido como ponto quando a 1° derivada de y = 0.

Todos os calculos foram realizados com software comercialmente disponivel Winstat,
versdo 3.1.

O nivel de significincia estatistica adotado foi de 5%.

Casuistica e Métodos
39



IV, Resultados




IV.1. Caracteristicas dos Pacientes

Foram incluidos no estudo, 134 pacientes que realizaram mobilizagdo no periodo
entre Janeiro de 1998 a Novembro de 2003. Todos estes pacientes seguiram os critérios de
inclusio previamente estabelecidos. A tabela 1 resume as principais caracteristicas dos

pacientes,

Setenta e seis (56%) pacientes eram do sexo masculino e cinquenta e oito (43%), do
sexo feminino. A mediana de idade de todos os pacientes foi de 39,5 anos (12-63). Os
pacientes com Doenca de Hodgkin formaram o grupo mais jovem, e os com micloma
miiltiplo o mais velho. Todos os pacientes com LNH e DH estavam em fase de doenca
avancada (recaida / doenca refrataria) apos terem realizado pelo menos uma ou duas linhas
quimioterdpicas convencionais de tratamento (tabela 1). Os pacientes com LNH receberam
uma mediana de uma linha quimioterapica previamente a quimioterapia de altas doses (1-
3), os pacientes com doenca de Hodgkin receberam uma mediana de duas linhas
quimioterapicas (1-4) e os pacientes com mieloma muiltiplo, uma linha quimioterapica antes
da quimioterapia de mobilizagdio. Os portadores de LNH receberam CHOP, F-MACHOP
(O'REILLY et al., 1991), VACOP-B e DHAP (VELASQUEZ et al., 1988). Em DH, as
linhas quimioterapicas foram: MOPP, MOPP-ABVD. Vinte e oito pacientes (21%)

receberam radioterapia prévia a mobilizagdo.

Os dados do hemograma antes da quimioterapia de mobilizagio estio na tabela 2.
Antes de iniciar a quimioterapia de altas doses para a mobilizac3o, a maioria dos pacientes
apresentaram os valores de leucdcitos totais e granulécitos dentro da normalidade (tabela
2). No entanto, vinte e trés pacientes apresentaram a contagem de leucdcitos totais < 4 x

10°/1. e sete pacientes com granulécitos < 1.5 x 10°/L.
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TABELA 1: CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Doenca Total Linfoma Nio- Deoenca de Mieloma p
Hodgkin Hodgkin Mialtiplo

N° pacientes 134 65 36 33
Idade (mediana) 39.5(12-63) 42.0(18-61) 26 (12-63)  48(28-62) P=0.01
Masculino/ Feminino 76/58 41/24 22714 13/10
Linhas quimioterapicas prévias 1 (14 1(1-3) 2(1-4) 1(1-2) P=0.05
Estadiamento le Il 33 (24%)

oI 47 (35%)

v 54 (40%)

TABELA 2: PARAMETROS DO HEMOGRAMA DO SANGUE PERIFERICO ANTES
DA MOBILIZAGAO (D0)

Doenca Linfoma Doenca de Hodgkin Mieloma maltiplo
Nio-Hodgkin

N. pacientes 65 36 33

Leucéeitos DO (x10°/L) 6.1 (1.8-17.9) 5.60(1.9-12.3) 3.2 (2.19-10.1)

Granulécitos DO (x10°/L) 4.2 (1.0-12.3) 4.1 (0.6-9.74) 3.18(1.6-8.5)

Hemoglobina DO (g/dl) 11.9 (6.9-15.5) 11 (6.8-14.5) 10.9(7.9-14.2)

Plaquetas DO (x10°/L) 178 (56-534) 178 (32-675) 193 (83-344)

IV.2. Mobilizacio e coleta de CPP

O resumo dos dados dos regimes de mobilizacio utilizados ¢ mostrado na tabela 3.
Todos os pacientes foram mobilizados utilizando quimioterapia e fator de crescimento (G-
CSF). A maioria dos pacientes, 107/134 (79%), recebeu a dose de CY 7g/m”. Os pacientes
que receberam CY 4g/m’ foram aqueles que apresentavam antes da mobilizagio algum

nivel de restri¢fo, seja ela cardiaca ou pulmonar, ou ainda, que ndo conseguiram realizar o
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ecocardiograma previamente a0 regime de mobilizacio adotado. Uma mediana de dois (1-
8) procedimentos de leucoatérese foi realizada. A coleta das células progenitoras periféricas
(CPPH) foi satisfatéria em 82% dos casos (110/134), considerando células CD34+
coletadas > 5x10°Kg,

Nio foi encontrada correlagdo significativa entre a quantidade de células CD34+
coletadas e os valores do hemograma no DO da quimioterapia. No entanto, encontramos
correlagdo significativa e inversa para o dia do nadir (r = - 0.19; p = 0.01) ¢ para o dia dos
leucéeitos > 1.0x10%L (r=-0.27; p < 0.0001). Os pacientes receberam diferentes niimeros
de linhas quimioterapicas prévias 4 CY e a mediana encontrada do dia do nadir e a mediana
do dia da coleta ndo foi significativamente diferente entre os trés grupos de doencas

analisadas (tabela 3).

TABELA 3: PARAMETROS DA MOBILIZACAO

Doenca Linfoma Doenca de Mieloma P
Niao-Hodgkin Hedgkin Miltiplo

Dia granulécitos < 1.0x10°/L 6 (4-8) 6 (4-7) 6 (4-8) p=0.74(NS)

Dia do Nadir 9 (6-13) 8(5-14) 9 (7-11) p=0.15(NS)

Dia de leucocitos > 1.0x10°/L 12 (8-19) 12 (7-25) 13 (9-19)

Dia da Coleta 13 (9-19) 14 (8-25) 14 (11-21) p=0.34(NS)

Delta (dia do nadir — dia de 3D 3(0-8) 3 (1-6) p=0.30 (NS)

granulécitos < 1x10%/L)

Células CD34+ coletadas 6.9(0.87-38.2) 6.1(0.48-29.2) 9.26(4.56-78) p=0.018

(x10%Kg)

Ciclofosfamida

4g/im? 27 18 6 3

7g/m’ 107 47 30 30

n° aféreses (média) 2.2 33 1.8 p<0.001

Analisando a influéncia das varidveis dicotdmicas, encontramos que os pacientes que
receberam CY na dose de 4 g/m® obtiveram em média a coleta mais precoce: dia 11 pos

mobilizacde; enquanto que os pacientes que receberam CY 7g/m2, a coleta ocorreu em
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média no dia 13 pdés mobilizagfio, havendo diferenca estatistica entre estes dois grupos ( p=
0.002). O mesmo ocorreu quando analisamos os grupos homens e mulheres, os homens
coletaram em média no dia 12 e as mulheres no dia 13 pds-mobilizacio, com diferenca
estatistica entre estes grupos (p= 0.01). A radioterapia prévia ndo influiu significativamente
no dia da coleta (p = 0.37).

Em relacdo ao dia dos leucdcitos > 1.0 x 10°/L, encontramos significativa correlagio
direta entre este ¢ dia do nadir (r = 0.61; p < 0.0001), correlagdo inversa com hemoglobina

do dia 0 (r = -0.24; p = 0.004) e dia dos granulécitos < 1.0 x 10°/L ( r = - 0.21; p= 0.005).

Foi, entdo, aplicada a regressio multipla com as variaveis significativas e

encontramos a seguinte equacfo:

Dia leucéeitos > 1.0x 10°/L = (0.6 x n. linhas quimioterdpicas prévias) + (1.2 x dia
do nadir) — (dia granulécitos < 1.0x 10°/L x 1.01) + (0.3 x gr CY) + 5.3

Nesta equacdo, a varidvel dia de granul6citos sempre se manteve negativa em relagfo

ao dia da coleta e o dia do nadir sempre se manteve positiva em relacio ao dia da coleta.

Para simplificar o modelo, optamos por criar uma nova variavel, a qual denominamos
de DELTA que pode ser definida como a diferenga de dias entre o dia do nadir e o dia de
granulécitos < 1.0 x 10°/L.

Desta maneira, utilizando-se 0 DELTA, a equagfo obtida:

Dia leucécitos > 1.0 x 10°/L = (0.6 x n. linkas quimioterdpicas prévias) + 1.2 x
DELTA + (0.3 x gr CY) + 6.6.

Este modelo pode explicar 50% da varisncia do dia da coleta (R*=0.50).

Em seguida, realizamos a mesma andlise para cada grupo de doencas e obtivemos os

seguintes modelos: para doenga de Hodgkin, o dia da aférese =deltax 1.52 + 6.8.
Para Linfoma Nao-Hodgkin, o dia da aférese = delta x 0.88 + 10.1.
Para os pacientes com Mieloma multiplo, o dia da aférese = delta x 1.35 +8.8.

A mesma analise foi realizada com os 54 pacientes que tiveram o seu dia da coleta
baseado no critério dois, conforme mencionado, ou seja, nimero de leucdcitos > 1.0 x

10%/L ¢ contagem de células CD34+ no sangue periférico > 10 /uL.
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Os pacientes que foram mobilizados com CY 4 g/m® obtiveram uma média de 11 dias
apbs a quimioterapia para coletar CPPH, enquanto os pacientes que utilizaram CY 7g/m?,
tiveram uma media de 13 dias para a coleta , com diferenca significativa entre estes dois
grupos (p = 0.002). Analisando em relagdo ao sexo, os homens coletaram mais
precocemente gue as mulheres (dia 11 os homens e dia 13 as mulheres), com diferenga
significativa entre os grupos (p = 0.01). Para este grupo de pacientes, a radioterapia nio

apresentou correlaco significativa com o dia da coleta (p = 0.37).

A correlagio de Pearson aplicada para estes pacientes foi significativa e inversa para
a hemoglobina no dia 0 da quimioterapia (r = - 0.40 ; p = 0.001), significativa e direta para
dia dos granulécitos < 1.0 x 10%L ( r = 0.67; p < 0.0001) , para a vaniavel DELTA (r=
0.67, p <0.0001) e para o dia do nadir (r = 0.56 , p < 0.0001).

Novamente, aplicamos a regressfio multipla e o modelo encontrado para este grupo de

pacientes foi:
Dia CD34+ > 10/ ul = (0.97 x DELTA ) — ( Hemoglobina D0 x 0.24) + 12.8.
Este modelo explicou 53% da variancia do dia da coleta (R*=0.53).

Realizamos a mesma anélise para cada grupo de doengas e obtivemos os seguintes

modelos: para doenga de Hodgkin, o dia da aférese = delta x 1.5 + 9.1.
Para Linfoma Nio-Hodgkin, o dia da aférese = delta x 0.6 + 10.8.

Para os pacientes com Mieloma miultiplo, o dia da aférese = defta x 1.6 + 8.8.

IV.3. Evolucdo da quantidade de células CD34+ no sangue

periférico e a otimizacio da coleta,

Analisando os 54 casos separadamente, € caso a caso, tentamos observar a dinidmica
da mobilizagdo juntamente com a quantificacio das células CD34+ no sangue periférico.
Esta quantificacio foi iniciada no dia em que os leucdcitos atingiram 1 x 10°/L apds o
nadir. Foram também quantificados nos dias subseqilentes a(s) leucoaférese (s), num total

de trés amostras em dias alternados.
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Destes 54 pacientes, sete nfo conseguiram mobilizar e coletar mimero de CPPH
adequado, ou seja, o total de células CD34+ nfio atingiu o valor de 5 x 10% Kg do paciente.
Nestes sete doentes, o diagnostico de doenga de base foi de Linfoma Nzo-Hodgkin. Entre
eles quatro ja tinham recebido duas linhas quimioterapicas antes da mobilizagio, um ji
tinha recebido trés linhas quimioterdpicas prévias e dois pacientes uma linha
quimioterapica. Em dois pacientes realizamos CY 4 g/m® devido alteracdo da fungéio

cardiaca.

Dos 54 pacientes, pudemos notar também que em apenas 16 (30%) a quantificagio de
células CD34 no sangue periférico foi realizada exatamente quando os leucécitos atingiram
o valor de 1 x 10%/L , conforme proposto no critério dois. Trinta e oito pacientes {70%)
realizaram a quantificagdo de células CD34+ no sangue periférico nos dias subseqiientes ao
dia quando os leucécitos atingiram 1 x 10°/L. Destes, 26 (68%) quantificaram CD34 um dia
apos os leucocitos > 1x10°/L; 10 (26%) pacientes dois dias apos, 1 (2%) paciente trés dias e

1 (2%) paciente quatro dias ap6s os leucdcitos estarem > 1x10°/L.

Todos os 47 pacientes que coletaram satisfatoriamente acabaram monitorando o valor
do CD34+ periférico apos a coleta de CPPH e analisando o comportamento destes valores
de CD34+, nos deparamos com trés situagBes distintas. Observamos que em 15 casos
(31%), a leucoaférese ocorreu exatamente no dia do maior valor do CD34 periférico e apos
a coleta os valores de CD34 decresceram, dando origem a uma curva descendente (Figura
3). Em 5 pacientes (10%), o valor méaximo de CD34 ocorreu apds a coleta de CPPH,
originando uma curva ascendente (Figura 4) e em 27 pacientes (57%) os pacientes
realizaram o procedimento de leucoaférese numa fase precoce onde o valor de CD34
periférico estava aumentando progressivamente, atingiu o seu pico maximo e depois
diminuiu, originando uma curva parabdlica (Figura 5). Segue figuras ilustrativas dos trés

padrdes de curva encontrados.

Separando os pacientes segundo o tipo de curva apresentada, reparamos que entre 0s
pacientes do grupo de curva descendente, 14/15 (93%) necessitaram de apenas uma
leucaférese para se obter uma coleta de CPPH satisfatéria (> 5x10° células/Kg). No grupo
de curva ascendente, 3(60%) realizaram apenas 1 leucoaférese e o restante necessitou de 2

coletas . No grupo dos pacientes com curva parabolica, observamos que 14/27 (51%)
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necessitaram de 1 leucoaférese, 9 (33%) de 2 leucoaféreses e 4 (14%) de 3 ou mais

leucaféreses para se obter > 5x10° células/Kg.

Para estes pacientes consideramos as varidveis: hemograma DO, idade, linhas
quimioterdpicas prévias, DELTA, dia do critério dois, dia quando CD34+ no sangue
periférico atingiu o maximo interpolado a partir das contagens seqiienciais realizadas e
aplicamos a regress#io linear multipla na tentativa de se criar um modelo para a previsdo do

dia do pico maximo de CD34 para o inicio da coleta de CPPH.
O modelo encontrado para este grupo de pacientes foi:

Dia ideal da coleta = [(-0.41) x Hb D0O] + [dia CD34>10uL e leucicitos >1x10 °/L x
0.997+ 7.8

Este modelo explicou 80% da variagio do dia da coleta (R*=0.81).

"

células CD34 no sangue periférico
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dia apds a megaterapia
Figura 3: Regressio polinomial para a pesquisa do dia ideal tedrico para coleta de CPPH. No caso, a
determinagiio sequencial de CD34 no sangue periférico mostrou uma curva descendente (caso

29). O paciente iniciou a coleta no dia 12, fez 1 aférese e coleton um total de 8,94 células / Kg

de peso.
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Figura 4: Regressdo polinomial para a pesquisa do dia ideal tedrico para coleta de CPPH. No caso, a
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determinagfio sequencial de CD34 no sangue periférico mostrou uma curva ascendente (caso

25). O paciente iniciou a coleta no dia 13, fez 1 aférese ¢ coletou um total de 23,3 células / Kg

de peso.
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Figura 5: Regressio polinomial para a pesquisa do dia ideal tedrico para coleta de CPPH. No caso, a

determinagfo sequencial de CD34 no sangue periférico mostrou uma curva parabélica (caso 12).

O paciente iniciou a coleta no dia 12, fez 3 aféreses e coletou um total de 6,74 células / Kg de

peso.
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Encontramos também um modelo que ndo necessita da quantificaciio de células CD34+ no
sangue periférico. Através da regressio multipla, pudemos prever o dia ideal interpolado,

correspondendo ao dia do pico de células CD34+ no sangue periférico. Obtivemos assim a

equacdo:

Dia mdximo interpolado de CD34+ = delta x 1.41 + (dia leucécitos > 1 x 10°/L — dia do nadir}
x095+83

Este modelo explicou, no entanto, 65% da variagio do dia da coleta (R*=0.65).
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V. Discussdo
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Este estudo foi elaborado com a proposta de resgatar, numa primeira fase,
informacdes clinicas e laboratoriais de pacientes acompanhados em nosso Servigo,
portadores de doencas onco-hematoldgicas, que tiveram indicagfo para a realizagio de
quimioterapia de altas doses para coleta de CPPH para transplante autélogo. Estes pacientes
ja apresentavam doenga em progressio e/ou refratariedade ao tratamento quimioterapico

convencional.

O ponto central do nosso trabalho foi acompanhar o processo da mobilizagdo e coleta
de CPPH destes pacientes e tentar definir algumas situagdes, no que diz respeito ao melhor

momento para ocorrer a coleta de CPPH, vivenciadas em nossa pratica clinica diaria.

Uma importante questdo no manejo destes pacientes é predizer qual o melhor dia para
a realizacdo da aférese a fim de estabelecer parimetros para que os procedimentos de
leucaféreses fiquem cada vez mais seguros € eficazes (FORD et al., 1998),(CORSO et al,,
2000; VANTELON et al., 2000; YU et al., 1999).

Para este grupo de pacientes, nos tentamos identificar quais os possiveis fatores que

poderiam influenciar no processo da mobilizagfo e coleta de CPPH.

Analisamos, entdo, varios pardmetros, dentre eles o niimero de linhas quimioterapicas
prévias, a idade, sexo, a doenca de base, radioterapia prévia, o hemograma antes da

mobilizacdo e sua evolucio durante a fase aplasica e recuperacéo.

A influéncia da idade tém sido avaliada em alguns estudos com resultados
contraditérios. Em nosso estudo, a idade ndo apresentou nenhuma influéncia no processo da
mobilizagio. Morris er al(2003)}(MORRIS et al., 2003) demonstraram que a mobilizagio
em pacientes portadores de mieloma multiplo com idade superior a 70 anos foi adequada,
satisfatoria e tolerada em 92% dos casos. Em nosso estudo, os pacientes apresentaram idade
inferior a 63 anos. Portanto, ndo era de se esperar que a idade influenciasse neste
procedimento, ja que todos os pacientes deveriam ter reserva medular adequada, desde que

ndo lesada por quimioterapia prévia.

Estudos demonstram também a radioterapia como fator negativo e adverso & coleta de

CPPH (DEMIRER et al., 1996b; GOLDSCHMIDT et al., 1997). Nosso estudo ndo
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confirmou este achado, talvez pelo pequeno nimero de pacientes que foram submetidos a

radioterapia prévia a mobilizac¢io.

Na prética clinica, uma importante preocupacio é a identificacdo de pacientes que
tendem a falhar na mobilizagdo. Perea ef al, 2001(PEREA et al., 2001), descreveu que a
falha da mobilizacdo ocorre mais freqglientemente com as mulheres. Nossa analise

demonstrou que a coleta de CPPH ocorre mais precoce nos homens.

Em relagdo & doenca de base, alguns estudos sugerem que a doenga de base nio
influencia na dindmica da mobilizacdo (KOUMAKIS et al., 1996). No entanto, nés
encontramos uma diferenca entre os trés grupos analisados. A coleta de CPPH ocorreu mais
precocemente em pacientes com mieloma multiplo do que nos pacientes portadores de

linfomas.

No nosso Servigo estamos indicando mobilizagio e coleta de CPPH precocemente
nos pacientes com LNH que ndo entraram em remisséo ou que progrediram apos a primeira
linha de tratamento quimioterapico. No entanto, os pacientes com Doenga de Hodgkin que
progridem ou nfo atingem a remissdo com a primeira linha quimioterapica, invariavelmente
sdo submetidos a uma segunda linha quimioterdpica e posteriormente 4 mobilizagio e
coleta de CPPH, por isso, acabam formando o grupo de pacientes com maior ntmero de

linhas quimioterdpicas pré-mobiliza¢do.

Nés comprovamos a capacidade mobilizante da ciclofosfamida em altas doses
acompanhada de fator de crescimento e, tanto CY 4g/m’* como CY 7g/m’, foram suficientes
para mobilizar celulas progenitoras para o sangue periférico. Em relagdio a quantidade de
CY utilizada, em nosso estudo, os pacientes mobilizados com CY 4g,/m2 coletaram mais
precocemente que pacientes com CY 7g/m’, com diferenca estatistica significativa entre
estes os dois grupos. A literatura mostra que a capacidade mobilizante de CY 4 g/m’ &
comparavel com CY 7g/m” (GOLDSCHMIDT et al., 1997), porém existe menor toxicidade

quando se utiliza CY 4g/m’.

Marques et al (2000 (MARQUES et al., 2000) demonstraram que o uso de CY 4 g/m2
esta relacionada com a recuperaciio leucocitdria mais precoce, e este resultado, mostrou ser
importante preditor de um numero reduzido de procedimentos de leucaféreses, para se
coletar a quantidade desejada de células CD34+.
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No nosso estudo, a maioria dos pacientes obteve uma coleta satisfatdria de células
CD34+, em uma mediana de dois procedimentos de leucaférese por paciente usando CY
Tg/m’.

Quando analisados separadamente, os pacientes com LNH coletaram uma mediana de
6.1 x 10° células/Kg, os pacientes com LH uma mediana de 6.1 x 10%Kg € os pacientes
com MM uma mediana de 9.26 x 10° células/Kg. De uma certa forma, isto nos demonstra

que nossos parametros de coleta de CPPH e equipamentos utilizados sio efetivos.

Numa segunda fase de nosso trabalho, pudemos acompanhar, prospectivamente, 54
pacientes que foram submetidos 4 mobilizag8io e coleta de CPPH. Para estes pacientes, a
quantificacdio de CD34 periférico foi realizada quando os leucécitos atingiram 1.0 x 10°/L e
foi realizado o monitoramento do CD34+ periférico apds a coleta de CPPH, nos dias

subseqiientes.

Para estes pacientes, demonstramos que aqueles que foram para aférese exatamente
no dia do pico CD34 periférico coletaram CPPH com apenas um procedimento de
leucoaférese e a quantidade coletada foi extremamente satisfatéria. Isto ocorreu em 93%
que se encaixaram neste grupo. No entanto, o grupo de pacientes que foi para a
leucoaférese precocemente, ou seja, numa fase em que o pico de CD34 ainda nio havia
ocorrido, tiveram uma coleta satisfatéria com um procedimento de aférese em apenas 51%
dos casos. O restante dos pacientes deste grupo necessitaram de dois a trés procedimentos
para obter uma quantidade adequada de CPPH. Estes resultados colaboram com a
necessidade que temos na pratica clinica em tentar indicar a leucaférese no melhor
momento da recuperacdo da mobilizacio ¢ se possivel, no dia do pico maximo de CD34+

no sangue periférico.

Varios autores t€m tentado identificar fatores que possam predizer a coleta de CPPH
baseado nos valores do hemograma. Corso et al (2000)(CORSO et al., 2000) demonstraram
em um estudo com pacientes portadores de mieloma muiltiplo, que a contagem baixa de
leucocitos totais e plaquetas do sangue periférico, exposicdo prévia ao melfalan e o
intervalo entre a primeira quimioterapia maior que seis meses sdo fatores preditores para
obtengdo de coleta insuficiente de CD34+. Ketterer et a/ (1998)(KETTERER et al., 1998)

relataram em seu estudo com pacientes onco-hematoldgicos que, contagens plaquetérias no
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sangue periférico com valores superiores a 150 x 10/L estfio relacionadas com uma coleta
satisfatoria de CPPH.

Em nosso estudo, a dindmica da mobilizacio estudada foi um dos parimetros
importantes para estabelecer o dia ideal da coleta de CPPH. Quando analisamos o dia
quando granulécitos < 1.0 x 10%L e o dia do nadir, encontramos que quanto menor este
intervalo de dias, mais cedo ocorre a recuperacio leucocitiria e a coleta de CPPH.
Seguindo este raciocinio, devernos considerar que esta dindmica de mobilizagdo ocorre de

maneira individual e prépria para cada paciente € para cada doenca de base.

Desta forma, a criacio de modelos matematicos podem nos servir como guias para
definirmos o dia ideal da coleta de CPPH e assim, submeter os pacientes a um menor
mimero de procedimentos de leucaféreses e diminuir os custos inerentes aos procedimentos

envolvidos.

Recentemente, Obeyekere ef al (2004)(OBEYESEKERE et al., 2004) desenvolveram
um modelo matematico na tentativa de reproduzir a dindmica do sistema hemopoiético

juntamente com a dindmica das células CD34+.

Nos modelos desenvolvidos em nosso estudo, a dosagem de CD34+ do sangue
periférico ndo foi uma variavel determinante, apesar de ser um pardmetro forte e quase que
inquestionavel para se indicar a coleta de CPPH. Nos utilizamos os valores do hemograma
do sangue periférico € seu comportamento durante a mobiliza¢io e algumas caracteristicas
apresentadas pelos pacientes, ou seja, mimero de linhas quimioterapicas prévias e a doenga
de base. Os dois modelos finais criados ndo necessitam de muitos pardmetros para prever o
dia do pico de CD34 no sangue periférico. No entanto, o modelo desenvolvido sem o dia
CD34 = 10w/L no sangue periférico apresenta um poder preditor pior que o primeiro

modelo desenvolvido.

Estes modelos matematicos devem ser testados de modo prospectivo em outros
centros transplantadores de medula Ossea para serem convalidados na pratica clinica e
talvez, se tornem uma importante ferramenta de trabalho para a mobilizaco e coleta de

CPPH dos pacientes onco-hematoldgicos.
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VI. Conclusoes
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A hemoglobina no dia 0, o nimero de linhas quimioterapicas prévias e o dia do
nadir foram os pardmetros que mais influenciaram no processo de mobilizagao e
coleta de CPPH.

Contagens leucocitérias no sangue periférico antes da mobilizacio de CPPH e sua
evolugdo durante a fase aplasica podem ser tieis para predizer o inicio da coleta de
| CPPH por aféreses. A velocidade de queda dos neutr6filos apds a mobilizagio € um

pardmetro em comum a todos os pacientes

O dia ideal da coleta pode ser previsto para cada doenga, utilizando o delta de cada
paciente, juntamente com as constantes e residuo da patologia de base.

Os modelos mateméticos criados na tentativa de prever o dia ideal da coleta de
CPPH utilizaram os pardmetros do sangue periférico e sua evolucio durante o
processo de mobilizagdo e puderam predizer de 65 a 80% da variagdo do dia da

coleta.
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ANEXO I




Protocolo de tratamento para Cy (4 g/m2)

Hora Ciclofosfamida Uromitexan
0 Cy 1.0 g/m* /i.v./ 1 hora
1 1.0 g/iv./ bolus
3 Cy 1.0 g/m’*/iv./ 1 hora
4 1.0 g/iv./bolus
6 Cy 1.0 g/m*/iv./ 1 hora
7 1.0 g/i.v./ bolus
9 Cy 1.0 gm’/iv./ 1 hora
10 1.0 g /1iv. /bolus
12/15/18/21/24/27/30

» Hiper-hidratagfo: S.F. + KCL 30mEq/L + NaHCO; 30 mEq/L(3000 mi/m*/24 horas).
* Furosemide 20mg antes da primeira administragio do CY
» PH urina > 7, avaliagio a cada 2 horas, NaHCO; 8.4% quando necessério.

* Diurese a cada 2 horas, balang¢o a cada 12 horas-a ser corrigido com furosemide quando

necessario.
»  Acetazolamide 250 mg p.o . a cada 6 horas, comegando 4 horas antes do CY.

* Ondanstrone 8 mg antes do CY ¢ toda 8 hs i.v. quando necessério

* Comeco da hiper-hidratacdo, deve ser de no mimino 12 horas antes de iniciar a CY.
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ANEXO I




Protocolo de tratamento para Cy (7 g/m2)

Hora Ciclofosfamida Uromitexan

0 Cy 1.4 g/m® /i.v./ 1 hora

1 1.5 g/1iv./bolus

3 Cy 1.4 g/m’/iv./ 1 hora

4 1.5g/iv./ bolus

6 Cy 1.4 g/m’ /iv./ 1 hora

7 1.5 g/i.v./bolus

9 Cy 1.4 ¢/m’/i.v./ 1 hora

10 1.5 g/iv./ bolus

12 Cy 1.4 g/m*/i.v./ 1 hora

13 1.5 g/iv./ bolus
15/18/21/24/27/30 1.5 g/iv./ bolus

» Hiper-hidratagdo: S.F. + KCL 30mEq/L + NaHCO; 30 mEq/L(3000 ml/m?/24 horas).
»  Furosemide 20mg antes da primeira administragdo do CY
» PH urina > 7, avaliacdio a cada 2 horas, NaHCO; 8.4% quando necessario.

» Diurese a cada 2 horas, balan¢o a cada 12 horas - a ser corrigido com furosemide

quando necessario.
»  Acetazolamide 250 mg p.o . a cada 6 horas, comecando 4 horas antes do CY.

» Ondanstrone 8 mg antes do CY e toda 8 hs i.v. quando necessario

* Comeco da hiper-hidratago, deve ser de no mimino 12 horas antes de iniciar a CY.
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ANEXO 111




TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, , portador (a)doRGn° ,

estou em acompanhamento pela Disciplina de Hematologia da FCM - Unicarmp, devido a

doenga de base , no programa de Transplante de Medula Ossea

Autdlogo, consinto com o procedimento de doagfic de células progenitoras periféricas por
método de aférese em equipamento de fluxo continuo a que serei submetido ( a ) no dia de
hoie.

Declaro ainda que me foi explicado por , acerca da necessidade de

anticoagulagdo com solugdo de citrato de sédio, bem como os sintomas que o procedimento
podera ocasionar.

Estou ciente de que o produto de aférese coletado serd devidamente armazenado,
quantificado valor de CD34+, submetido a andlise de cultura de bactérias e a testes que

forem necessarios para o estudo do mesmo.

Campinas, de de20 .

Assinatura do paciente / responséavel
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ANEXO IV




FICHA DE CONTROLE PACIENTE — MOBILIZACAO

PACIENTE: FICHA N:

Dia Leun Gran Mnc Hb Plag | Cd34sp| Vel Cd34 n.af

0

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Anexo IV
79



