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Este € um estudo randomizado, desenvolvido com base na comparagdo entre os
transplantes alogénicos de medula dssea (MO) e aqueles de células progenitoras periféricas (CPP),
08 quais s&o utilizados no tratamento de doencas hematologicas malignas. Para tal, deu-se énfase &
pega, a doenga do enxerto contra o hospedeiro {DECH) aguda e crdnica, bem como s sobrevidas
dos pacientes. De 02/1995 até 10/1997, 40 pacientes receberam um transplante HLA idéntico,
originado da MO {grupo A) ou CPP (grupo B). O total de pacientes avalidvels no final do estudo
foi de 19 (grupo A) e 18 {(grupo B), respectivamente. A mediana de idade foi de 35 anos {17-56)
no grupo A e 29,5 (9-51) no grupo B (P=0,17). O regime de condicionamento utilizado foi Bu
(16)/Cy (120) em 16 pacientes no grupo A e 17 no grupo B; Bu (16) Cy (120) VP-16 (40) em 3
pacientes no grupo A e Cy (120)/ iradiagio corporal tofal (ICT) (13,2 Gy) em 1 paciente no
grupo B. A profilaxia da DECH utilizada foi ciclosporing (CSP)/Metotrexato em 16 pacientes no
grupo A e em 18 pacientes no grupo B; e 3 pacientes receberam CSP/prednisona no grupe A, As
PP foram mobihizadas com G-CSF, 10pg/kg/dia, durante S dias e colhidas no quinto dia, em uma
trica sessio de aférese, na majoria dos pacientes, O conteddo mediano de células CD 34" x 10°
/Kg/receptor foi de 5,26 (1,19-17,55) no grupo A e 4,71 (1,26-71,61) no grupo B (P=0,40). A
mediana de dias para se atingir ¢ nimerc absoluto de neutrdfilos (NAN) > 0,5 x 10°71 foi de 18
(13-30) no grupo A e 16 (11-25) no grupe B (P=0,15). As contagens de plaquetas > 20 x 1071
ocorreram no dia +17 (10-40) no grupo A e +12 (8-36) no grupo B (P=0,01)}. A mediana do dia
para a alta hospitalar foé +26 (18-48) no grupo A e +21 (18-42) no grupo B (P=0,08). A
probabilidade de DECH aguda > grau 2 foi de 19% no grupo A e 27% no grupo B,
respectivamente (P=0,53). Nossos dados sugerem que a grande maioria dos pacientes que
receberam CPP apresentarfio DECH crfinica, com uma tendéncia estatistica superior nesse grupo

(P=0,08). A forma extensa da doenga ocorreu em 50% e 100%, nos grupos da MO e CPP,
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respectivamente (P=0,05). A estimativa de sobrevida global (SG) para os grupos A e B, em 1000
dias, foi de 51% e 47%, respectivamente (P=0,67). A sobrevida livre de doenga (SLD) em 1000
dias foi de 52% e 58%, respectivamente (P=0,50). Em conclusdo, a pega do enxerto fol similar em
ambos 0s grupos, exceto para a recuperacio de plaquetas que ocorreu mais precocemente no
grupo que recebeu CPP (P=0,01); a alta hospitalar foi mais precoce no grupo da CPP, porém sem
significado estatistico, ndo houve diferenga de acometimento da DECH aguda. Nossos dados
sugerem que a grande maioria dos pacientes do grupo que recebeu CPP apresentarda DECH

crénica, com predominio da forma extensa. NZo houve diferenga quanto a SG e SLD em ambos os

grupos.
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1. Introducdo




1.1, Historia

A primeira tentativa de transplante de medula dssea (MO) foi feita hd
aproximadamente um século. Entretanto, 50 a partir dos eventos de Alamogordo, Novo México, e
das observagBes das vitimas da bomba atdmica de Hiroshima e Nagasaki, em 1945, ¢ que foram
niciadas as investigagOes sisteméticas no campo do transplante de MO (SANTOS, 1983).
JACOBSON er al. (1951) e LORENZ er al. (1951) mostraram que camundongos irradiados com
doses de trradiagfo gama tdxica para a MO sobreviveriam, se o bago, um 6érgdo hematopoético no
camundongo, fosse protegido, ou se células provenientes do bago ou da medula fossem infundidas
apos a irradiago. Logo apds, foi demonstrado que o quimerismo poderia ser produzido em
camundongos, ratos, coelhos, cachorros, chimpanzés e humanos. Além disso, foi estabelecido que
a administragdo intravenosa de suspensdo de células da MO era a maneira mais efetiva de
estabelecer um estado de quin‘zerismo, ap6s uma wradiacdo corporal total, e que o nimero de
celulas alogénicas necessérias para uma otima reconstituigio hematoposética era 10 a 80 vezes
maior quando comparado ao proveniente de uma medula singénica (van BEKKUM e de VRIES,
1967), Uma outra observagio fol que camundongos transplantados com uma medula
geneticamente nfo idéntica geralmente desenvolviam uma segunda doenca, caracterizada por
alteragles cuténéas, perda de pelos, diarréia e anormalidades hepaticas - uma sindrome
denominada, posteriormente, doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) (van BEKKUM e de

VRIES, 1967).

Apesar de alguns resultados promissores iniciais, os estudos clinicos
compreendidos entre os finais da década de 50 e de 60 foram frustrantes e desapontadores. Os

enxerfos foram utilizados em pacientes ternunais, que ndo sobreviviam o bastante para uma

Introdugio 2



posterior avaliaggo ou, se evolulam aparentemente bem, geralmente desenvolviam DECH grave,

infeceBes fingicas e virais fatais (MATHE er al., 1967, BORTIN, 1970).

Os cées foram animais muito Gteis para o estudo dos transplantes de MO, como os
desenvolvidos pelo grupo de Seattle e previamente sumarizado por THOMAS er al. (1975) (A),
{B). Esses animais possuem um complexo de histocompatibilidade maior (CHM), chamado canine
lencocyres antigens (DLA) (ALBERT et al., 1973), que possibilita a utilizagio de familias de cfes
nos estudos genéticos dos transplantes. De particular importincia foi o fato de que estes animais
foram os prmeiros modelos em que se demonstrou o fator preditivo dos testes de

hustocompatibilidade, im vitro, nos resultados dos transplantes (STORB ef al., 1968).

O reconhecimento € a caracterizagio do CHM em humanos (o qual ¢ denominado
de human leucocytes antigens (HLA)) renovaram os esforgos de investigagio clinica, no final dos
anos 60 e micio dos 70, além c;e ter possibilitado uma selecio mats racional dos doadores, o que
nfo era possivel até entdo (THOMAS et a/, 1975 (A),(B), BACH e vanRQOD, 1976 (A), (B),
{C); SANTOS, 1983). A partir de entfo, este campo de estudo vem se desenvolvendo
rapidamente. Em 1973, § grupos europeus realizaram um total de 16 transplantes alogénicos de
MO; em 1983, 97 grupos fizeram 1353 transplantes. Em 1993, os numeros aumentaram para 260
centros e 7737 tré,nsp}antes, Em 3092 casos os doadores foram alogénicos (2464 HLA idémicos,
147 doadores relacionados nio idénticos, 25 transplantes de gémeos idénticos e 456 ndo
relacionados). Os 4645 pacientes restantes receberam transplante autologo, 2450 proveniente de
MO, 1830 de célula progenitora pefifélica (CPP) e 365 combinando MO e CPP. (GRATWOHL e
HERMANS, 1995). Em 1995, o grupo europeu para transplante de sangue & medula (EBMT)

refatou um total de 12101 transplantes de medula ou sangue, realizados na Eurcpé por 343
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grupos, em 31 paises. Destes, 3858 (32%) foram alogénicos e 8243 (68%), autdlogos. Dos
transplantes aut6logos, 1384 (17%) foram derivados da MO, 6504 (79%) de CPP e 355 (4%)
combinavam MO e CPP. Em relago aos alogénicos, 571 (15%) foram originados de CPP e os
3287 (85%) restantes, de MO. As principais indicacBes foram as leucemias, com 4408 transplantes
(36%), 2977 alogénicos (68%) e 1431 autblogos (32%); os linfomas com 4671 (39%), 272
alogénicos (6%) e 4399 autologos (94%); anenua aplastica com 237 (2%), 237 alogénicos (100%)
e ( autdlogos (0%), tumores solidos com 2399 (20%), 17 alogénicos (1%) e 2382 autdlogos
(99%); doengas congénitas com 294 (2%), 294 alogénicos (100%) e 0 autdlogo (0%); e outras
com 92 transplantes (1%), 61 alogénicos (66%) e 31 autdlogos (34%) (GRATWOHL er ol

1997).

1.2, Transplante alogénico com CPP

Os transplantes de células progenitoras hematopoéticas possibilitam a substituicdo
de uma hematoposse defeituosa, em pacientes com doencas neoplésicas € nfio neoplasicas, que
afetam a MO. Este mesmo procedimento possibiliton um escalonamento de doses de
guimioterapia ¢ radioterapia, no tratamento de neoplasias malignas ndo hematoldogicas. Até
recentemente, apenas a MO era utihizada como fornecedora de células progenitoras
hematopoéticas, mas as hmitagBes do transplante de MO convencional estimularam a pesquisa de
outros meios alternativos, como, por exemplo, os tecidos fetais {especialmente figado) e o sangue
de corddo umbilical, os quais possuem células progenitoras transplantaveis, tendo porém, a
desvantagem de ser em numero lmitado. Por isso, existe um interesse grande em se

desenvolverem novas técnicas que possibilitem a expansdo e/ou acimulo destas células. A
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constatagio de que as CPP sdo encontradas em pequena quantidade no sangue periférico de
adultos levou & investigagdo do uso do sangue periférico como mais uma alternativa para o
fornecimento das CPP. A habilidade de mobilizar tais células do compartimento medular para a
periferia, utilizando a quimjoterapia e/ou fatores de crescimento hematopoético, possibilitou a
coltheita de um nimero suficiente de CPP para a realizagiio dos transplantes. Estes avangos tém
aumentado as op¢les de escotha tanto para os clinicos, como para os doentes, na area de

transplante de célula progenitora hematopoética (AMOS e GORDON, 1995,

As CPP mobilizadas por fatores de crescimento, como fator estimulador de
colonia de granuldeitos ou grgnaiécitos»macréfagos (G-CSF ou GM-CSF) tém substituido a MO
como fonte de célula nos transplantes autdlogos, apds a utilizagfo de quimioterapia mieloablativa
(GRATWOHL ef al., 1996 (A})). Os transplantes autologos utihzando CPP demonstraram ter
vantagens posteriores sobre 2 MO, particularmente no que se refere a facilidade de colheita e na
cinética favordvel da recuperacdo hematopoética conduzindo 2 uma reconstituicdo acelerada do
nmumero de plaguetas e neutrdfilos, alta hospitalar precoce e diminuigio dos custos (SHERIDAN
efal, 1992, TO er al, 1992; AGER er al, 1995, SCHMITZ ef al, 1996 (B)). Estes avan¢os na
mobilizaciio e as vantagens obtidas no uso das CPP no transplante autdlogo ocasionaram o
desenvolvimento de pesquisas mediante a utilizacio de CPP mobilizadas com G-CSF, em

pacientes submetidos a transplante alogénico (RUSSELL er al., 1996).

Ha muito tempo ¢ sabido que precursores hematopoéticos circulam no sangue
periférico, os quais poderiam ser utilizados para transplantes autdlogos ou alogénicos (CAVINS ef

al., 1962, GOODMAN e HODGSON, 1962, STORB e al, 1967). Em humanos, a baixa

¥

concentracdo destas celulas inviabilizavam a colheita, por meio da aférese, com a tecnologia
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existente até entio (McCREDIE et al., 1971). KESSINGER ez a/. {1989) numa tentativa de
realizar um transplante alogénico com CPP, infundiram em um paciente uma série de 10 buffy
coats, depletados em células T, coletadas de um doador que nio tinha recebido fator de
crescimento. Os neutréfilos recuperaram-se no dia +11 e a pega trilinear foi demonstrada no dia
+27. Entretanto, a morte no dia +32 impossibilitou a avaliagio da recuperagio plaquetaria e da
DECH. Obviamente, 10 aféreses, com duragfo de 2-4 horas, nfo s3o praticas e tém custo elevado
para serem utilizadas como rotina em doadores normais. Porém, a colheita de 1-3 aféreses, em
pacientes com neoplasias malignas, apds a administragio de fator estimulador de coldnia, pode
produzir uma reconstituicio hematologica rapida e duradoura, quando infundida apds um

tratamento miefoablativo (BENSINGER ef al, 1993 (A), BENSINGER et al., 1994).

Estas observagdes levaram a demonstraco de que a administracdo de fatores de
crescimento, em individuos normats, aumentava o nGmero de células progenitoras no sangue
periférico, possibilitando, assim, sua colheita em grande quantidade, para a utilizacio em
transplantes singénicos, €, potencialmente, em alogénicos (WEAVER e¢f al., 1993; DREGER et

al., 1994; SCHWINGER, 1993).

Os tfansp?antes singénicos foram os ideais para o inicio dos estudos das CPP
colhidas de doadores normais, 14 que 3 infusio de grande quantidade de células T singénicas nfo
causa DECH grave. Varios transplantes singénicos com CPP foram realizados com sucesso, com
pega duradoura e seguimento superior a 2 anos (WEAVER ef g/, 1993}, A administragio de G-
CSF, em doses relativamente altas, em doadores normais para colheita de CPP singénicas, ou
‘granuldcitos alogénicos, foi bem tolerada e sem efeitos colaterais significativos (BENSINGER e

al.,, 1993 (B); CASPAR ef al, 1993; WEAVER et ol 1993). O primetro transplante alogénico
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usando CPP ndo modificadas, cothidas de um doador normal, apos a utilizagdo de G-CSF, foi
realizado por DREGER er ol (1993) para o tratamento de um paciente com faléncia de um
enxerto que néo respondeu 4 infusio prévia de medula. O primeiro transplante alogénico primario
utilizando CPP, as quais foram colhidas pas G-CSE, foi descrito por RUSSELL ef ol (1993). As
CPP foram utilizadas, neste caso, porque o doador tinha um alto risco para complicaghes
anestésicas. O relato destes dois casos de transplantes alogénicos periféricos e 0 sucesso com 0s
singénicos determinaram uma rapida aplicagio desta tecnologia, Mais recentemente, um nimero
maior de centros relatou o uso de CPP em varios pacientes, particularmente em leucermias
avangadas (AZEVEDO et af, 1995; BENSINGER er al, 1995; KORBLING e al., 1995 (B);
RUSSELL ef al., 1995; SCHMITZ er al., 1995, BACIGALUPQ er al., 1996, BENSINGER ef
al, 1996 (A); SCHMITZ et al., 1996 (C), URBANO-ISPIZUA et o/, 1996, MIFLIN ef af.,
1997), Além disto, varias reﬁsécs sumarizaram a situagio atual dos transplantes alogénicos
utilizando as CPP (RUSSELL ¢ HUNTER, 1994; GOLDMAN, 1995, HARADA, 1993
ANDERLINI e KORBLING, 1997). Os resultados destes trabalhos confirmaram que uma grande
quantidade das células CD34" podem ser mobilizadas valendo-se de doadores normais, apés a
utilizagfio de G-CSF. Estas células promovem uma recupera¢Zo hematopoética duradoura, além
de terem vantagens; sobre 2 MO, por permitirem yma pega mais rapida. Teoricamente, as CPP
alogénicas podem ter outras vantagens por apresentarem muitos hnfocitos T e células narural
killer, os quais poderdio ter fungio no efeito enverfo contra lencemia, diminuindo, assim, o risco

de recidiva apos o transplante (RUSSELL et al., 1996).

As questdes éticas e praticas envolvidas nos transplantes alogénicos com CFPP
foram 0 tema de um encontro internacional realizado em Genebra em 1995, organizado pelo

EBMT, além de constituirem um guia para a utiliza¢do desta técnica na pratica clinica, elaborado
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pelo grupo taliana de transplante de MO (GITMO) (GRATWOQHL e SCHMITZ, 1996,

MAJOLINO er al., 1995 (A), 1996, RUSSEL et al., 1996).

1.3, Transplante alogénico com CPP, em animais

MOLINEUX ef ol (1990) foram os primeiros a realizar estudos, em animais,
mediante transplantes singénicos de CPP, as quais foram mobilizadas com G-CSF. Os autores
referidos utilizaram ratos de sexos diferentes para a avaliagio do quimerismo e demonstraram que
uma grande guantidade de CPP era capaz de recenstituir a hemopoese por longo tempo e, ainds,
que tais celulas contribulam para a recuperagdo da populagio linféide do timo, apés a utilizagio

de wrradiacdo mieloablativa.

Em modelos, valendo-se de camundongos, tanto o fator estimulador de célula
progenitora (SCF), quanto o G-CSF, ou a combinacdo dos dois, aumentaram a concentragio de
unidades formadoras de coldmias esplénicas (CFU-S) no sangue periférico (BUNGART er af.,
1990; MOLINEUX e af., 1991; BODINE er of., 1993; BRIDDELL er af., 1993, NEBEN er al,,
1993; BODINE ef af, 1994). A administragdo de interleucina-8 (IL-8) também induziu a
mobifizacio de CPP, as quais foram capazes de recuperar ratos irradiados com doses letais,
propiciando uma reconstituigio completa e duradoura do tecido hemopoético no receptor
(LATERVEER ¢f al., 1995 (A)). Em primatas, o uso de SCF, G-CSF e, mais recentemente, de
IL-8, aumentou ¢ nimero de precursores hemopoéticos no sangue periférico (ANDREWS ef al,
1992; LATERVEER er ol (B), 1995}, Estudos em cles demonstraram gue o G-CSF ¢ o SCF

caminos foram capazes de mobilizar as CPP, possuindo uma agfo sinérgica (REVEL e7 al., 1994).

Com base em dados obtidos, mediante modelos de transplantes autélogos caninos,

SANDMAIER erf a/. (1996) utilizaram G-CSF canino, isolado ou em combinacio com SCF, para
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determinar que estratégias de mobilizagio poderiam resultar em uma pega bem sucedida. Os cies
foram condicionados com irradiagdo corporal total (ICT), na dose de 9.2 Gy, ¢ nio receberam
imunossupressdo, pos transplante. Os doadores utilizados foram tanto DLA genolipicamente
idénticos, ou DLA haploidénticos. Todos os receptores apresentaram pega hematopoética, com
celulas do doador confirmadas por citogenética ou variable number tandem repeat (VNTR). A
qualidade da pega foi melhor nos transplantes alogénicos com CPP do que com medula
isoladamente, situacio em que 50% dos cHes, historicamente, apresentavam faléncia ou rejeicio
do enxerto. Por outro lado, os nove cies que receberam enxertos haploidénticos desenvolveram
DECH hiperaguda. Em nove transplantes com DLA idénticos, oito desenvolveram DECH, dos
quais cinco foram transitGrios e trés fatais. A incidéncia e gravidade da DECH aguda nfio foi
maior e nem menor do que se esperana mediante o uso da medula de um doador DLA idéntico,
quando ndo  utilizada imunogsupressﬁo pos transplante. As células penféricas dos cles
mobilizadas com fatores de crescimento hematopoético mostraram uma diminui¢io ou auséncia
completa de resposta a estimulos de linféertos alogénicos, em cultura mista de leucécitos (CML).
Estes achados so consistentes com aqueles realizados em células humanas, apds tratamento in-

vitro com G-CSF {GERRITSEN e O'REILLY,1994),

GRATWOHL er al (1996) (B) utilizando coelhos Burgundy vermelhos, como
doadores, ¢ cocthos New Zealand brancos, do sexo oposto, como receptores, demonstraram que
CPP alogénicas mobilizadas com G-CSF humano promoviam a pega por intermeédio de uma
barreira de histocompatibiidade maior ¢ com uma incidéncia de DECH que nio fo1 diferente dos

casos de MO, nfo manipulada.
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Estes dados sugerem que transplantes com CPP alogénicas pegam melbor do que a
MO e ndo causam mais DECH, apesar da infus3o de um nimero maior de linfocitos, que, aligs,

poderiam ser benéficos em situagGes de incompatibilidade.

L4, Mecanismos envolvidos na mobilizacdo

As células progenitoras hemopoéticas podem ser mobilizadas da MO por diversos
estimulos, incluindo exercicio, hormdnio adrenocorticotrdpico, endotoxinas, sulfato de dextran,
quimioterapia e citoquinas (TO ef al, 1997). Apesar dos estudos intensivos, 0 mecanismo que

controla o movimento entre a MO e o sangue periférico ainda ¢ desconhecido (LIU er al., 1997).

A localizacdo da hematopoese na MO envolve o desenvolvimento de intezl'agf’}es de
adesividade entre as células hem?.topoéticas primitivas e o estroma medular. Este fato e a grande
variedade de agentes, os quais podem causar um aumento transitorio de células progenitoras no
sangue perifénico, levaram alguns pesquisadores a propor que a mobilizacfio estd relacionada com
uma alteragio das interagles de adesividade com os elementos estromais, que, em condigles
normais, 20 responsavels pela retencio fisiologica dos progenitores, na MO, As células primitivas
possuem uma grande variedade de moléculas de édesf-’zo celular (MAC) que incluem as integrinas,
selectinas, superfamilia da imunoglobulina e familia CD44. Os ligantes, para muitas destas MAC,

530 expressos nas células estromais da MO (TO et al., 1997).

Dois passos s3o necessarios para a movimentagdio de células progenitoras para fora
da MO. Primeiramente, devem ser rompidas as vias normais de adesividade que regulam as
interaces entre as células primitivas e o seu microambiente (nicho) e, em segundo lugar,
receptores de adesio deverfio ser expressos para que haja contato com o endotéhio vascular, um

pré requisito para o extravasamento (SANTUCCI ef a/., 1997).
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Um grande numero de citoquinas & provou ser capaz de mobilizar células
progenitoras para o sangue periférico, como os G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF, IL-7, IL-8.
Especula-se que a mobilizagio € resultante de mudangas induzidas pelas citoquinas na
expressao/fungio das MAC das células progenitoras, facilitando sua saida da MO, associada a
alteraghes, também mediadas pelas mesmas citoquinas, na expressio dos receptores das MAC, nos
elementos eﬁtromais da MO (SIMMONS ef al., 1994). De acordo com esta hipotese, estudos
experimentais, em primatas, confirmaram que a perturbagdo da fun¢io das MAC (seguindo a
administragBio de anticorpo contra a integrina o4f/) resultou na mobilizagio de células

progenitoras (PAPAYANNOPOULOU e NAKAMOTO, 1993).

SIMMONS er al. (1994) demonstraram altera¢des da expressdo de 6 MAC nas
células CD34", mobilizadas para o sangue periférico, utilizando diferentes regimes associando
quimioterapia e fatores de crescimento (ciclofosfamida, G-CSF, GM-CSF e IL-3). Foram elas as
wtegrinas o4 B, a5f1, al B2, a propria cadeia 52 (CD18), LFA4~3 (CD38) e a c-kif (CDHIT). Em
todos os casos, os niveis destas moléculas estavam reduzidos nas células periféricas, quando
comparados is CD34" da MO. Dados semelhantes foram obtidos por WATANABE ef al. (1997)
que acharam uma diminuicio significativa de MAC, a#f!, alf2, LFA-3 {(CD58), a3pfl e
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), nas células periféricas mobilizadas por GM-CSF,

comparadas s CD34" da MO,

Por outro lado, a fungfo da integrina a4/, medida por sua capacidade de se higar
a0 ligante do estroma da MO VCAM-1 nas células CD34 periféricas mobilizadas, néio foi diferente
das onginadas da MQ, apesar de haver uma redugiﬁo de quase 50% em sua expressdo, nas células

periféricas. Em relago a alf2, nfio houve nenhuma atividade de adestvidade desta integrina,
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tanto em células da MO como em sangue periférico. Desta maneira, parece que a adfil, e nio a

al 2, ¢ que contribui para o fendtipe de adesividade das células CD34° (SEMMONS er al.,

1994).

As células CD34" periféricas, mobilizadas por fatores de crescimento, foram
examinadas quanto a capacidade de se ligarem a vérios componentes da matriz extracelular,
smtetizados pelas células estromais da MO. Essas células demonstraram um aumento de
adestvidade a fibronectina, laminina e coldgeno tipo IV | quando comparadas as da MO. Desta
maneira, a mobiliza¢8o estaria associada a um aumento das propriedades de adesividade, Estas
abservagdes, & primeira vista, parecem ser paradoxais, mas a ligagdo a componentes da membrana
basal (colageno tipo IV} das células sinusoidais endoteliais é um eventual pré-requisito da saida

para a circulagdo (SIMMONS er al 1994},

Estes dados, portanto, sugerem que a mobilizagdo das células progenitoras
hemopoéticas podem, pelo menos em parte, resultar de alteragdes induzidas por citoquinas na
fungdo das integrinas, nas células CD347, facilitando sua saida da MO (TO er al, 1997).
Entretanto, nota-se que a rapidez ¢ a tramsitoriedade das alteragdes nas propriedades de
adesividade observédas in vifro, ap0s o tratamento das células progenitoras com citoquinas, nio
esta de acordo com a cinética de liberagfo in vivo, a qual ocorre apds varios dias, seguindo, por

exemplo, a administragio de G-CSF (SHERIDAN e7 o/ | 1992),

Uma das observagdes mais intrigantes € a marcante reduco da expressdo da c-kif
nas células CD34" periféricas mobilizadas, quando tal reducio é comparada ao nivel das células
provententes da MO (SIMMONS er af., 1994). Esta reducio ¢ relacionada inversamente com o

produto das células progenitoras coletadas por leucaférese (SIMMONS er al, 1994). O
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mecanismo responsavel por esta alteracio da expressdo continua desconhecido, embora ocorra
uma alteragio na densidade do antigeno c-kif na MO, antes da saida das células para a circulacio.
O hgante da c-4if, o SCF, é um potente downregulator de c-kif nas células CD34” , sendo dose-
dependente (SIMMONS et al,, 1994). CYNSHI et al. (1991) mostraram, anteriormente, que nos
camundongos com mutagdes Steel ou WW (incapacidade de produzir SCF solivel, ou defeito do
receptor c-Af, respectivamente) o G-CSF foi menos eficiente em mobilizar as células progenitoras
do que nos camundongos sem as mutagdes. Assim, a resposta da mobilizagio ao G-CSF poderia
ser de fato uma resposta G-CSF + SCF. A falta do receptor do G-CSF pode prejudicar a
mobilizagio induzida por ciclofosfamida e IL-8 ¢ ndo por flt-3, mostrando que este receptor pode
ter um papel importante na migragdo das células progenitoras, até entio inesperado (LIU et al,

1997).

1.5. Caracteristicas fenotipicas, funcionais e biologicas das CPP mobilizadas por

Jfator de crescimento

O antigeno CD 34" vem sendo utilizado como identificador das células
progenitoras. Ele esta presemte em 1% a 4% das células da MO responsaveis pela formacio das
coldnias hematopoéticas e que s8o capazes de reconstituir a hematopoese, indicando que as
células progenitoras pluripotenciais estdo presentes dentro deste compartimento. No entanto, as
células CD 347, na periferia, correspondem a 1/10 da concentragdo da MO (BENDER ef al,

1991,
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As caracteristicas fenotipicas das CPP colhidas, apés a utilizagio de fatores de
crescimento, s0 uma mistura de precursores hemopoéticos primitivos e comprometidos, nio
apresentando diferencas marcantes com as da MO. A andlise antigénica das células perniféricas CD
34" revela que elas co-expressam uma variedade de antigenos de diferenciagdo. As subpopulagdes
com antigenos mieldides, como o CD33, parecem ser progenitores comprometidos e
provavelmente responséveis pela primeira fase da recuperagiio hematopoética. Em contraste, as
que ndo apresentam antigenos associados tanto a linhagem (por ex. CD33) ou i ativagio (HLA-
DR, CD38), sdo consideradas mais primitivas e contribuem para a sustentagdo da hematopoese
(células que reconstituem a hematopoese a longo termo). Assim, podem ser encontradas as

seguintes subpopulagdes: CD34"/CD33", CD34°/CD 38, CD34'/HLA-DR.

Por outro lado, os linfocitos so pouco afetados pelo tratamento com G-CSF,
havendo um aumento de linfocitos T, 1.1 a 1.5 vezes em relagfo ao basal (BENDER et al , 1991;

TIONNFJORD et al, 1994, TO et al., 1994; KORBLING eral., 1995 (A)).

A resisténeia ao 5-Fluorouractl (5-FU) foi usada para identificar e caracterizar,
funcionalmente, células quiescentes primitivas da MO (células iniciadoras de cultura de longo
termo - LTC-IC). Em humanos, as células periféricas mobilizadas por G-CSF, e que também sio
resistentes ao 5-FU em cultura, apresentam similaridade com as da MO, mostrando uma mistura
heterogénea de progenitores hemopoéticos, além de serem capazes de expausdo mediada por
citoquinas in-vitro, (DOOLEY e LAW, 1992; RICE e al, 1993, 1995). Assim, em individuos
normais, o G-CSF efetivarmente mobiliza as LTC-IC para o sangue, com caracteristicas fenotipicas

e funcionais de poﬁﬁlagﬁes primitivas e maduras (PROSPER er al., 1996).
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Estudos recentes, tanto em camundongos, quanto em pacientes, revelaram que a
maioria (>90%) das células primitivas identificadas, seja pela expressio do CD34”, seja pela
capacidade de serem detectadas como células formadoras de coldnias (CFC), encontradas no
sangue periférico apds tratamento mobilizador |, estavam na fase GO ou Gi do ciclo celular,
embora as CFC pudessem ser ativadas rapidamente, apos exposigio a fatores de crescimento, in

vitro (ROBERTS e METCALF, 1995, LEITNER ef of., 1996).

PONCHIQG ef @l (1997} comparando o contelido de LTC-IC na leucaférese colhida
de pacientes que receberam quimioterapia € G-CSF e o seu mimero total na circulagdo, na hora do
micio da colheita, observaram que um nimero muito maior de LTC-IC eram colhidas, quando
comparadas aquelas originalmente presentes no sangue periférico, antes do inicio do
procedimento. Isto mostra que estas células eram recrutadas para a circulagfio durante a aférese.
Este fato contrastou com a populagfio de CFC, que apresentou uma diminuigdo na circulagio,
sugenindo serem tats células mobilizadas mais lentamente ou que saiam mais rapidamente da
circulacdo. Nenhuma das duas populagles, no entanto, apresentaram um aumento da atividade
proliferativa, quando elas foram comparadas as suas correspondentes na MO, Portanto, outras
propriedades biologicas poderiam ser responsaveis pela rapidez da recuperagio hematolégica
obtida com os transplantes de CPP, comparados acs de MO, com células nfo manipuladas

(PONCHIO ez al., 1997}

Dados recentes indicam que as CPP apresentam uma capacidade intrinseca para
reconstitulr 08 neutrdfilos mais rapidamente, ¢ gue ndo esta somente relacionado ac nimero de
cefulas formadoras de coldnias de granulocitos e monocitos (CFU-GM) infundidas (SCOTT er ol

1997). Assim, estes autores confirmaram gue as CPP apresentavam uma baixa atividade do ciclo
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celular, 7 vivo, mas eram capazes, no entanto, de uma rapida ativagio, in vitro. Além do mais,
demonstraram que, em coniraste com 0s progenitores derivados da MO, os do sangue ndo
apresentavam atraso na proliferagiio, atraso esse causado pelas células estromais da MO. Estas
reduzem a probabilidade de as células entrarem em um ciclo celular (GORDON er al., 1996).
Outra caracteristica é que 0s progenitores periféricos produzem, preferencialmente, mais células
formadoras de coldnias de granuldcitos e mondcitos(CFU-GM), em detrimento das umdades
formadoras de colénia de eritrocitos (BFU-E). Tanto a resposta reduzida de mediacdo das células
estromais da MO, quanto a produciio seletiva de progenitores granulociticos poderiam contribuir

para uma rapida recuperacdo dos neutrofilos, nos transplantes com CPP (SCOTT er al, 1597).

L6, Composigido celular do produto da aférese

A colhetta de CPP de doadores normais possui diferencas significativas em relacio
4 da MO. O nlimero de células CD 347, presente na aférese, podera ser até 5 vezes maior do que o
encontrado na MO {AVERSA ef al, 1994; DREGER ef al., 1994; BENSINGER ef af, 1995,
KORBLING ef al. 1995 (A), (B)). O aumento de CFU-GM e BFU-E, apés a utilizagdo de 4 dias
de G-CSF, fot de 38 e 14 vezes, respectivamente, em relagfo aos valores basais. Foi coletada uma
mediana de 30 x 10%kg de coldnias de CFU-GM (5,8 a 48,3 x 10%kg) e 30 x 10%kg de BFU-E
(13,2 2 63,3 x 10%kg) (SCHMITZ e al., 1995). O produto da lencaférese também apresenta, pelo
menos, 1 log a mais de CD3", CD4” e CDS”, e muitos receptores receberio mais do que 2 x 10° de
CD3" /kg (DREGER ef al., 1994; BENSINGER er al. 1995; KORBLING ef al., 1995 (A}, (B}
SCHMITZ er al, 1995). Estes dados sugeriram inicialmente que isto poderia resultar em um

aumento na freqiiencia da DECH (Tabela 1).
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Tabela 1. CNT, CD34" e populagio linfocitiria coletados de sangue periférico e MO de

doadores normais

ERHAAA sl el —

CPP x 10%kg 13366 1.7 393.2 2574 153,6 79 54.4
(563-113)  (4240,17  (104,6-1039,9)  (91.96634)  (21.54402.3)  (25.5-189)  (13,7-193.1)

L

MO x 10%kg 292.5 3.2 24,4 19.3 6 7,2 2.8

{28.1-674,4)  (0.5309) (15,8337 (10,3-30.3) {1,7-11.5} (1.9-14.1) (1.1-5.1)

Valoves dados em mediany com 3 variagio enire pardnteses. Abreviapies: Kg, peso do receptor em Kgo CNT. cflulas nocleadas Totais. KORBLING o
ol {A), 1995

O risco de DECH aguda, no entanto, parece ndo awmentar ap0s os transplantes
alogénicos com CPP, apesar da infusfo de mais de um a dois /ogs de células T, comparadas & MO
(KORBLING et al., 1995 (B), SCHMITZ ef al, 1995). Existern véarlas explicagbes para isto: 1)
Estudos in vitro identificaram um aumento de atividade de células supressoras e de CD4", CDS’,
TCR e ¢/ff", fenttipo homoblogo s células supressoras naturais, em transplantes autdlogos, com
CPP mobilizadas com GM-CSF (TALMADGE er al., 1996). A colheita de CPP alogénicas parece
produzir, também, um aumento de células supressoras naturais (CD3 °, CD4 e (DY)
{KORBLING er al., 1995 (A), NEGRIN et al., 1996), células essas que poderiam suprimir a
DECH aguda, em modelos de animais, e inibir a cultura mista de linfécitos (STROBER e af.,
1987, SCHMIDT-WOLF e¢f al., 1992); 2} As células T, no produto da aférese mobilizade por G-
{SF, s@o funcionalmente diferentes das provenientes da MO, O G-CSF poderia alterar a funcdo
dos hnfbertos mfundidos ou 2 producio de citoquinas pelas células acessorias. O suporte para
esta teoria veio de estudos em camundongos, em que doadores pré tratados com G-CSF,

polanizavam a resposta de células T, em direcfio & produgdo de citoguinas do tipo 2, 1L-4 ¢ IL-10
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(resposta anti-inflamatona), associada a uma redugiio de citoquinas do tipo 1, interferon y {(IFN-v)
¢ IL-2 (pro-inflamatorios), com uma correspondente redugiio da DECH aguda ¢ aumento da
sobrevida (PAN et al,, 1995); 3) A baixa incidéncia de DECH aguda grave, apos transplantes
alogénicos com CPP, poderia ser também explicada pelo aumento da relagio linfocitiria
CD4'/CDE" . Parece que a reduglo de CD8” diminui 2 incidéncia e & gravidade da DECH aguda
(HASSAN et al., 1996); 4) Os enxertos de CPP contém células que causam a apoptose de células
T. O isolamento e a caracterizagdo destas células reveleram que correspondem a mondcitos. Esta
poderia ser mais uma razo para a diminuigo da DECH nos pacientes tranplantados com CPP
alogénicas (INO er al., 1997}, 5} Finalmente, uma Gitima teoria, a qual € menos provavel, seria
esta segundo a qual existe um namero de céfulas T presentes no enxerto, suficientes para produzir
o maximo possivel de gravidade da DECH, e que um aumento da dose ndo teria efeito adicional.
Esta hipotese formulou-se com blase em estudos de transplantes alogénicos, depletados de células
T. A dose limite identificada foi de 10° células CD® residuais/kg. Abaixo deste nivel, a DECH

aguda foi, significativamente, reduzida (KERNAN et a/., 1986, VERDONCK ez al., 1994).

As cglulas precursoras, capazes de adquirir atividade lymphokine-activared killer
(LAK) mduzida por IL-2, foram identificadas na aférese contendo CPP e no sangue de pacientes,
apos transplantes autologos, mobilizadas por G-CSF/GM-CSF. As colheitas mais precoces
continflam maior numero de LAK cells e poderiam ser as mais adequadas para manipulagfo, ex-
vivo (NEUBAUER ef @/, 1994; FEGAN ef al., 1995, VERBIK er af, 1995). A freqiéncia de
células natural killer (NK), fenétipo CDS6”, estava aumentada no produto mobilizado, além de ter
apresentado uma reconstituigio acelerada da sua atividade, quando comparado aos transplantes

autdlogos com MO (MILLS ef al., 1996, TALMADGE ef ¢, 1997},
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Em relacdo aos transplantes com CPP alogénicos, também um nimero elevado de
células natural killer, CD56" CD3, estava presente na aférese, representando dose aproximada de
50 x 10° /kg, um aumento de 20 vezes, em relagio ao encontrado na MO (DREGER e af., 1994,
BENSINGER er al,, 1995, KORBLING ¢1 al. 1995 (A), KORBLING ef /. 1995 (B), SCHMITZ

et al., 1995),

Comparados a0s pacientes que receberam transplante alogénico com MO, os
receptores de CPP tinham contagem maior de linfocitos T helper imaturos (CD47, CD45RA"), de
memoria (CD4°, CD45R0O%) | células B (CD 197), além de resposta proliferativa aumentada a
mitogenos (fitohemaglutinina e pokeweed) e antigenos (toxoéide teténico, céndida e herpes simples

tipo I) (OTTINGER ¢f al, 1996).

Ainda € incerto se; os altos numeros de células T e namral killer, contidas muma
colheita de CPP tipica, exercem algum efeitc enxerfo versus lewcemia, reduzindo o risco de
recidiva, ¢ se, portanto, aumentam a sobrevida livre de doenga. Estudos em camundoengos com
leucemia, transplantados com CPP alogénicas idénticas, € nfc com MO, mostraram uma
superioridade da atividade antileucémica nos transplantes com CFP, sugerindo um aumento do

efeito enxerto contra leucemia, sem aumentar a DECH (GLASS er al., 1997).

O numero real de células CD 34", natural killer ¢ varios subtipos de T infundidas,
dependera, obviamente, da quantidade de aféreses realizadas. Estes dados demonstram que a
compaosicdo das CPP € nuito diferente da MO. Isto tem o potencial de alterar os resultados do
transplante no que concerne & incidéncia e a gravidade da DECH rejeigdio, cinética da pega,
reconstiiuicdo imune pos-transplante ¢ a magnitude do efeito enxerto-contra leucemia (RUSSELL

et al., 1996).
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L7 Colheita de CPP apds a administracio de fator de crescimento

recombinante em doadores normais

As experiéncias prévias dos transplantes autélogos e singénicos utilizando CPP,
mobilizadas por fatores de ecrescimento, extrapolaram a utilizagio desta tecnologia para os
transplantes alogénicos, especialmente apds o acimulo de dados referentes 2 dose de células
necessarias para a pega do enxerto ¢ a toxicidade relacionada & utilizacio de fatores de

crescimento (BENSINGER er ol 1993 (A), WEAVER e al., 1993, BENSINGER ef al., 1994).

Embora outros fatores de crescimento foram avaliados em animais e humanos, para
a utilizag3o em transplantes autdlogos, o G-CSF foi g medicagdo predominantemente utilizada em
doadores normais, para colheita de granulécitos ou CPP, em razfio de sua baixa toxicidade. A
administragio de doses, vaﬁandcg de 2,5 - 24pug/kg/d, fol bem tolerada, sendo os efeitos colaterats
mais comuns, a dor Ossea, a astenia, a cefaléia, a mialgia, a febre, o aumento rapido dos leucdcitos
periféricos (entre 40 a 60 x 10°4), sem alteragio nos niveis de hemoglobina, elevagio transitoria
da fosfatase alcalina, LD e hipopotassemia (BENSINGER ef af, 1993 (B), CASPAR et al,
1093, MATSUNAGA ef al., 1993; DREGER ef al, 1994; AZEVEDO et al., 1995, BENSINGER
ef al., 1995, MAJOLINO et al, 1995 (B); SCHMITZ et al., 1995; BACIGALUPO et al., 1996,
HARADA e al., 1996; KORBLING ef al, 1996, MARTINEZ et al., 1996; SCHMITZ er ol

1996 (C), SICCA et al., 1996, WALLER et g/, 1996, URBANO-ISPIZUA er al., 1996).

Pouco € sabido sobre os efertos tardios do tratamento com rhG-CS¥F e da aférese
no sistema hematopoético normal. MARTINEZ ef al. (1996) observaram linfocitopenia no 7° dia
apds a colheita, havendo uma tendéncia de retorno aos niveis basais 30-90 dias, apds o

procedimento. Dez doadores receberam rhG-CSF, 12ug/ke/d, por 3-4 dias, seguido-se uma tnica
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ou mais aféreses. Os nimeros de CD34" ¢ a subpopulagio linfocitaria do sangue periférico foram
monitorizados antes e durante o tratamento com a citoquina, anteriormente & aférese, nos 2°, 4°,
7°, 30% e 1007 dias, apos a colheita. O pico das células progenitoras na circulacio antes da aférese
foi seguido por um nadir por volta do 7° dia, exceto para as mais primitivas, CD34” Thy-1%™
CD38’, que atingiram o nadir em torno do 30° dia. Os valores basais dos leacdcitos totais ¢ das
células CD34" foram atingidos por volta do 30°dia, € os subtipos CD34” Thy-19™ CD38, em torno
do 100° dia. As subpopulacBes linfocitarias como CD3, 4, 8, células supressoras (CD3" 4°8) e as
células B (CD197) mostraram caracteristicas similares, com ¢ nadir acontecendo por volta do 7°
dia seguido, exceto para as células B, por um rebote em torne do 307 dia e contagens subnormais,

no 100° dia (KORBLING et a/., 1996).

Além dos efeitos tardios do G-CSF, os doadores de CPP foram submetidos a uma
ou mais aféreses, que sdo consideradas de baixa morbidade e mortalidade. Entretanto, um doador
com historia de angina apresentou um infarto do miocardio durante o procedimento da aférese

(RUSSELL er al., 1996).

As leucaféreses das células progenitoras do sangue, com processamento de 12-14
hitros por dia, em separadores de células de fluxo continuo, sdo procedimentos bem estabelecidos
podendo ser realizados em nivel ambulatorial E aconselbivel usar apenas veias periféricas em
doadores normais. Os cateteres venosos centrais sdo uillizados por alguns grupos, apesar dos

riscos inerentes, como o relato de pneumotdrax (URBANO-ISPIZUA er al., 1996).

Embora o procedimento da leucaférese seja seguro, tanto uma Unica colheita em
grande volume, como vérias aféreses, estdo associadas a um risco de plaquetopenia, pela remogio

de plaguetas para o produto coletado. Plaquetopenias, abaixo de 100 x 1 0°/1, foram deseritas por
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alguns grupos, porém sem repercussao clinica (BENSINGER et al., 1993; DREGER ef al., 1994;
AZEVEDO er al, 1995, MAJOLINO er al, 1995 (B); BACIGALUPQ er al, 1996,
BANDARENKO er al,, 1996, HARADA ef al., 1996; KORBLING ef al., 1996; MARTINEZ ef
al., 1996, OKAMOTO et al.,, 1996; URBANO-ISPIZUA ef al., 1996, WALLER 7 al., 1996),
Néo se pode descartar, igualmente, uma agfio direta do G-CSF, j& que uma diminuicio, dose
dependente da contagem das plaquetas, foi descrita, apds varios dias de uso desta medicacio. A
comparagdo entre doadores de granulocitos, tratados e nfio tratados com G-CSF, sugeriu um
papel do fator de crescimento no desenvolvimento da plaquetopenia (LINDEMANN e7 al., 1989;
BENSINGER er al., 1993). Foi relatado, também, plaguetopenia persistente e progressiva, apos a
leucaférese. Um doador receheu G-CSF 5Sug/kg de 12/12hs, por 5 dias e apds a primeira sessdo, a
contagem cain de 179 x 107/ para 99 x 10°/1 e para 65 x 10%1, apds a segunda. Os nimeros
continuaram caindo, mesmo apéé a suspensdo da medicagfo, e alcangaram o valor mais baixo de
47 x 10°4 no 7° dia (OKAMOTO er al, 1996). Uma possivel explicagiio ¢ que a ativacio
plaquetaria, causada pela administragiio do G-CSF e/ou pela leucaférese, poderia resultar em uma
rapida remogo das plaquetas da circulagio. Vérios mediadores, como por exemplo, o fator
ativador de plaqueta (PAF), podem ser liberados dos neutrdfilos, ativados pelo G-CSF ou pela
leucaférese. Um outro motivo para explicar a plaquetopenia tardia seria a supressio da
trombopoese, pela expansdo da granulopoese. Entretanto, os resultados de estudos clinicos e em
animais parecem ndo dar sustentagdo a esta possibilidade (OKAMOTO er al,1996). Existe
também a possibilidade de um aumento da agregacdo plaguetdria, induzida por ADP e coldgeno,
apos a utilizaglo de G-CSF. Esta situagdio deverd ser Jembrada, particularmente, em doadores de
risco para infarto dc; miocardio, acidente vascular cerebral ou doengas vasculares periféricas

(HARADA ef al., 1996).

)
b
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Existe uma preocupagio em relagdo 4 utilizagio de G-CSF em doadores normais,
quanto a0 aparecimento de alteragdes hematoldgicas, incluindo uma possivel transformacio
leucémica (HASENCLEVER & SEXTRO, 1996). Esta complicacdo seria dificil ou impossivel de
avaliar apds transplantes autOlogos, em que as sindromes mielodisplasicas s3o relativamente
comuns (STONE ef al, 1994}, A expenéncia pioneira de Seattle, com mais de 60 doadores
normais que foram estimulados com G-CSF para colheita de CPP, nfo mostrou aparecimento de
problemas hematologicos, num acompanhamento de 4 anos (WEAVER e al, 1993

BENSINGER ef o/, 1993, 1995).

As vantagens para o doador de CPP, em relago a colheita de MO, melui a ndo
utilizag8o da anestesia geral e a nfo exposigio a riscos como embolia pulmonar, pneumonias
aspirativas ¢ parada cardiorespiratoria. Em uma revisio de 1549 medulas colhidas ne Fred
Hutchinson Cancer Research Center, 27% tiveram complicages signficativas, incluindo 3% que
foram consideradas maiores (mais de 5 unidades de sangue administradas, 21 dias ou mais de dor
no local da colheita e hipotensfo acentuada) e 0,4% associadas a risco de vida (parada cardiaca,

septicemia, hipotensdo grave ¢ osteomielite) (BUCKNER ef al., 1994).

1.8. Dose de CPP para Transplante Alogénico

O nimero de células CD34", por kilo de peso do receptor, tem sido o mais
importante indicador para uma adequada hematopoese, nos transplantes autologos (BENSINGER
etal., 1993, BENSINGER ¢ al., 1994). Muitos grupos tém associado quantidades acima de 2,5 x
10%kyg, com a rapidez da pega (BENDER e al., 1992; HASS ef al., 1994; HAYNES ¢f al,

1995),
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O numero de celulas coletadas na periferia também tem sido uma preocupagio nos
transplantes alogénicos, além da determinagdo da melhor dose do fator de crescimento, do tempo
ideal para o inicio da aférese & de outros fatores que podem influenciar uma boa mobilizacio de
celulas progenitoras para a circulagdo. Como nos autdlogos, correlaciona-se o nimero de CD34

com a cinética da pega.

DREGER et ol (1994) relataram que o pico das células CD 34" no sangue
periérico de doadores voluntarios, tratados com G-CSF na dose de 10ug/kg/d, aparecia apés a
quarta dose de G-CSE. Este dado € idéntico ao descrito por SHERIDAN ef ol {(1992) em
pacientes com cancer. Resultados similares, utihzando a mesma dosagem, foram descritos por
SCHMITZ et al. (1995). HARADA er al. (1996) investigaram o escalonamento de dose do G-
CSF (5, 10, 15ng/kg) e concluiram que um niimero suficiente de células poderia ser coletado,
usando-se 10ug/kg por 5 dias. ANDERLINI ¢r al (1996) utilizando 12pg/kg/d, demonstraram
que a colheita no 57 dia resultava num mimero maior de células CD34”. Doses ainda maiores,
16ug/kg/d, foram utilizadas por WEAVER er al {(1993) em doadores singénicos e por
BENSINGER er al. {1995), MAJOLINO ef al. (1995) (B) ¢ WEINTHAL ef al. {1996) em
doadores alogénicos. Os resultados também ndo foram diferentes. Doses menores, didnias, foram
adotadas em outros centros para mobilizacdo, em individuos normais. MATSUNAGA ef al
(1993) trataram trés voluntarios com G-CSF 2,5ug/kg/d, do 1° a0 6° dia, seguido por 5,0pg/kg/d
do 7° ao 10° dia. Estes doadores obtiveram o pico de coldnias CFU-GM no 6° dia, mas a
manutencio do fator de crescimento ndo aumentou os niveis de CFU-GM circulante. SATO ef af.
{1994) usaram Zug/kg/d da mesma medicacio por 5 dias e obtiveram um aumento de CFU-GM
no 6° dia. Os autores concluiram, também, que o aumento maximo de progenitores ocorre 6 horas

apos a wltima dose do G-CSF e perdura por mais de 30 horas. FRITSCH ef al. (1994) mostraram
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que Sug/kg/d, tanto de G-CSF ou GM-CSF, durante 5 dias, produziam um aumento significativo
de células CD34" no 5° dia. Além disto, quantidades suficientes poderiam ser coletadas com uma
fnica aférese. BISHOP ¢f af. (1997) mobilizaram células de 41 doadores relacionados, HLA
idénticos, com G-CSF, 5 pg/kg/d, com a aférese comegando no 4° dia. Houve mobilizacdo

eficiente e segura de células progenitoras sangliineas.

Uma administragio prolongada de G-CSF por mais de 7-8 dias parece ndo
aumentar e nem sustentar a mobilizagio de CD34™ (GRIGG et al., 1995). Apesar da dtima dose
de G-CSF para mobilizagdo em doadores normais ndo ser absolutamente estabelecida, € claro que
muitos deles, tratados com 10pg/kg/d de G-CSF, mobilizarfo um numero suficiente de células
CD34” (bREGER et al., 1994, GRIGG er al., 1995, HARADA er al., 1996), resultando em uma
cothelta superior a 2,5 X 10° CD 347/kg do receptor, apds a realizagdo de uma ou duas aféreses
(SCHMITZ ef al ,1995).

O numero 6timo de células CD34” necessarias para uma pega hematopoética rapida
nos transplantes alogénicos ainda ndo € claro. Muitos investigadores tém estabelecido um minimo
de 2-3 x 10° CD34"/kg do receptor, embora 0 grupo de Seattle jA tenha utilizado um alvo maior
do que 15 x 10%g (BENSINGER ez ., 1995). O EBMT analisou uma série de 39 doadores,
estimutados com G-CSF, com doses variando de 4,5-24pg/kg/d, tendo sido coletada uma mediana
de 6,47 x 10%kg (1,44-68,8) de CD34™. Alguns pacientes receberam dose inferior a 2 x 10%/kg,
sern nenhum efeito adverso na pega (SCHMITZ et al, 1996 (C)). Assim, a dose minima de

células CD34", para uma pega répida e completa, ainda precisara ser definida em grandes estudos.

A dose de CD34” foi associada com a recuperagio hematopoética, a morbidade ¢ a
mortalidade relacionadas ao transplante, em pacientes recebendo transplante de MO, depletada

em células T. A mortalidade relacionada ao tratamento, primariamente em razio de infecgdes e
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citopemas, fol significativamente maior para 0s pacientes que receberam menos do que 1 x 10°
/kg, do receptor. A sobrevida, numa mediana de seguimento de 1 ano, também foi mais baixa no
grupe que recebeu este mimero de células. A dose de CD34" correlacionou-se com a rapidez da
recuperaciio hematopoética. Os que recebiam mais de 2 x 10° /kg, apresentavam recuperagdo
significativamente mgis precoce de monoceitos, e uma tendéncia para os linfocites. A
independéncia de transfusio de hemécias e plaquetas era mais rapida, os pacientes necessitavam
de menos fator estimulador de granulocitos como suporte, durante o tratamento com ganciclovir,
e passavam menos dias no hospital, apds o transplante (MAVROUDIS er af., 1996). Em relacdo
aos transplantes alogénicos com CPP, KORBLING ef al. (1995) (A) e URBANO-ISPIZUA et a/.
(1996) n3o encontraram correlagdo entre a quantidade de células CD34™ com a cmética da pega.
Por outro lado, BROWN ef al. {1997) mostraram que pacientes que recebiam mais de 5 x 10° /kg
apresentaram uma probabilidade‘de 95% de recuperagio de neutrofilos e plaquetas, por volta do
dia +15. MIFLIN et af. (1997) analisaram a influéncia do nimero de células CD34" infundidas e a
velocidade da pega. Utilizando-se varios cufoffs, descobriu-se que pacientes que recebiam um
ntmero superior a 4 x 10° /kg, tinham uma pega mais rdpida. A mediana de dias para atingir 2
contagem absoluta de neutrofilos acima de 1,0 x 10°71 foi de 15 dias (10-27) e de plaquetas acima
de 20 x 10771 de lé dias (9-42), comparade a 19 (11-30) e 20 dias {9-130), respectivamente, nos

pacientes que receblam valor abaixo de 4 x 10° fkg.

Finalmente, existe a preocupacc de se analisar quais fatores estdo associados 2
eficacia da mobilizacio, ¢ a obtenglio da dose alve de CD34" em doadores normais, para
transplantes alogénicos. Os doadores receberam G-CSF na dose de 10-12ug/kg, duas vezes ao
dia. Esta aplicacio foi bem tolerada, resultou em um nimero maior de células CD34" no produto

da aférese, e os poucos efeitos colaterais apresentados foram controlados (WALLER er al,
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1996). A idade e sexo do doador parecem n3o afetar a mobilizacio (BROWN ef al, 1997).
Entretanto, existem dados sugerindo que no sexo masculino a mobilizagdo de células progenitoras
pode ser mais eficiente que no feminino (MIFLIN ef al., 1996). Os niveis basais de progenitores
circulantes e a dose total de G-CSF s8o outras caracteristicas relacionadas a mobilizacio. Assim,
doadores com nimero inferior a 2,0 células CD34 " /ml de sangue periférico e com dose total baixa

de G-CSF foram mobilizadores menos efetivos (BROWN er al | 1997).

1.9. Resultados clinicos des transplantes com CPP, utilizando doadores HLA
idénticos

As experiéncias iniciais com os transplantes alogénicos, utilizando CPP, foram
originalmente realizadas em pacientes com leucemias avangadas, ou situagdes em que o doador
apresentava contra-indicagdo 2 anestesia geral, para colheita da MO. As evidéncias de vérios
relatos de transplantes alogénicos com CPP sugeniram, fortemente, como nos autdlogos, que o
tempo de pega é mais rapido quando comparado & MO (AZEVEDO er al,, 1995, BENSINGER et

al.. 1995; KORBLING et al., 1995 (B), RUSSEL ef al., 1995, SCHMITZ et al., 1995).

Em um estudo envolvendo oito pacientes submetidos a transplante alogénico com
CPP, para tratamento de leucemias avangadas, SCHMITZ er al. (1995) concluiram que o uso do
metotrexato combinado a ciclosporina (CSP), como profilaxia para a DECH, atrasava a pega
comparado aos pacientes que recebiam CSP sozinha, Neste mesmo estudo, a contagem de
neutréfilos acima de 0,5 x 107/ foi atingida numa mediana de 15,5 dias e a de plaquetas acima de
20 % 10°/ em 19,5 dias. Dados do EBMT, em uma série de 59 pacientes transplantados no ano de

1994 mostraram uma mediana de 15 dias para atingir contagem de neutréfilos superior a 0,5 x
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10°/1 e mediana de 16 e 18 dias para atingir contagem de plaguetas superior a 20 ou 50 x 10°4,
respectivamente (SCHMITZ ef al., 1996). Resultados similares a estes foram relatados pelo grupo
de Seattle (BENSINGER ef al, 1995). KORBLING ef al. (1995) (A) utilizando CSP e
prednisolona para profilaxia da DECH e G-CSF pés transplante, relataram uma mediana de
recuperacio de neutréfilos acima de 0,5 x 1071 de 9 dias e de plaquetas acima de 20 x 10%1 de 12
dias. Neste estudo, a recuperagfio de neutréfilos foi comparavel a um grupo controle histérico que
também tinha recebido o mesmo esquema de profilaxia para @ DECH e fator de crescimento pos
transplante; entretanto, a recuperacio de plaquetas for significativamente mais rapida, apds o
transplante alogénico com CPP. Qutros trabalhos também sugeniram que a pega € mais rapida
com CPP do que com MQ, em grupos-controles histaricos (AZEVEDOQ ef al., 1995; RUSSEL et
al., 1995). BENSINGER er al. (1996) (A), transplantaram 37 pacientes com CPP obtidas de
irmios HLA 1dénticos. Os resuits;dos foram comparados com um grupo histérico de 37 pacientes,
com caracteristicas similares, que receberam MO, também de irmfos HLA idénticos. A pega,
medida pelo tempo para se atingir uma contagem de neutrofilos maior do que 0.5 x 10% ¢ de
plaquetas maior do que 20 x 10°/1, ocorreu nos dias 14 e 11, nos pacientes transplantados com
celulas do sangue penférico, comparada acs dias 16 e 15, nos pacientes que receberam MO
{(P=00063 e .OOOiéi, respectivamente). Os pacientes do primeiro grupo necessitaram de uma
mediana de 8 unidades de hemaécias e 24 unidades de plaquetas, comparada a 17 e 118 unidades,
respectivamente, no segundo grupo (P=0005 e .0001). Eles sugeriram que os transplantes com
CPP, com irmdos HLA idénticos, estavam associados a uma pega mais rapida & menos
transfusdes. BACIGALUPO er ol (1996) itransplantaram 31 pacientes com doengas
hematologicas avangadas, utilizando 28 doadores irmios, genotipicamente idénficos, € 3 com um

antigeno mismatched. A contagem de neutréfilos de 0,5 x 10°/ e de plaquetas de 30 x 107/ foram
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atingidos, ambos, no dia +14 (mediana). URBANO-ISPIZUA ef ol { 1996) transplantaram 33
pacientes, todos com doadores HLA idéntices. A profilaxia para DECH foi feita com CSP,
CSP/esterdides ou CSP/metotrexato. Foram utilizados fatores de crescimento, pos transplante, em
11 pacientes (33%). A contagem de neutrofilos superior a 0,5 x 10°4 foi atingida no dia +14
(mediana) e de plaquetas superior a 20 x 10°/], também no dia +14 (mediana). O tempo de
recuperacio dos neutrdfilos pareceu ser influenciado, fortemente, pelo uso do G-CSF pés
transplante e, marginalmente, pelo tipo de profilaxia da DECH. MIFLIN er al (1997)
transplantaram 44 pacientes com doadores relacionados HLA idénticos ¢ 0s tempos de pega de
neutrofilos acima de 0,5 x 1071 e de plaquetas acima de 20 x 107/ foram absolutamente iguais 20s

descritos anteriormente,

No geral, estes resultados parecem indicar que a recuperagdo tanto dos neutrdfilos,
guanto das plaguetas, é mais rapida e, potencialmente, poderd haver uma redugéo da morbidade e
mortalidade precoce associada com o aloenxerto. E provavel que a cinética mais acelerada da
pega leve a uma redugdio no uso de antibidticos e produtos hemoterépicos, além de reduzir o

tempo de internagdo e os custos do procedimento (RUSSELL er af., 1996).

Um éutra questio em discussdo é a durago, a longo prazo, do enxerto com CPP.
Alguns trabalhos mostraram a persisténcia da hematopoese do doador, por diferentes maneiras,
para além de 2 anos apds a pega (BENSINGER et al, 1995, SCHMITZ er o, 1995). Néo ha
relatos de faléncia tardia, confirmando as evidéncias da longevidade do enxerto com CPP, como ja
havia sido demonstrado ha varios anos em transplantes experimentais, utilizando cfes irradiados

(CARBONELL ¢t al., 1984).
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Os transplantes alogénicos, com CPP, podem acelerar a reconstituicio
imunologica. Entretanto, mais estudos s3o necessirios para comprovar se a melhora da
competéneia imune, in Vitro, apds estes tipos de tranplantes, esti associada 4 uma menor

incidéncia de complicagdes infecciosas, in vivo (OTTINGER et al., 1996).

1.10. Doenca do enxerto contra hospedeiro

Uma das maiores preocupagdes com o uso do transplante alogénico, utilizando
CPP, ¢ a possibilidade de um aumento no risco da DECH, em razio da infusio de um gragde
numero de linfocitos T, presentes no enxerto. Apesar desta preocupacio, os primeiros relatos
indicam que utilizando profilaxia com CSP e metotrexato, o procedimento pode ser realizado, sem
aumento significativo da DECH (DREGER e7 al., 1993; RUSSEL ef a/., 1993), Estes resultados
preliminares foram confirmados em outros estudos, com um nimero maior de pacientes. Dados do
EBMT mostraram que, em 59 pacientes, 2 maioria com leucemias avangadas, a incidéncia de
DECH aguda maior do que grau II foi de 24 % (SCHMITZ er al., 1996 {A)); da mesma maneira,
o grupo de Seattle relatou uma incidéncia de 16% de DECH aguda maior do que grau I1, em um
grupo similar de pacientes (BENSINGER er al., 1995). Outros servigos também mostraram que a
meidéncia de DECH aguda nfo aumentou (RUSSELL er af, 1994, AZEVEDO ef al,

1995).

Nao existe at¢ o momento evidéncias de correlaglo entre a gravidade da DECH e o
numero de células T contidas nos enxertos com CPP nfo manipuladas, dado esse consistente com

os enxertos de MO, ndo manipulada (JANSEN e al,, 1983; ATKINSON et al., 1986),
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De uma maneira geral, estes ¢ outros resultados indicam que os regimes de
profilaxia para DECH, mediante o uso de CSP, combinada tanto ao metotrexato guanto i
prednisolona, sdo efetivos, apesar da quantidade maior de linfocitos T infundidos nos transplantes
com CPP ndo manipuladas. A explicagiio para estes achados ainda ndo ¢ clara, mas pode estar
relacionada & presenca de diferentes proporcdes de subpopulaces de linfocitos T na colheita das
CPP, quando comparada & MO. Alguns desses linfocitos, conforme discutido previamente, podem

ser supressores da DECH (RUSSEL e o, | 1996).

Apesar da incidéncia da DECH aguda ndo sofrer aumento nos transplantes que se
valeram de CPP, ainda existem duvidas em relagdo a tal manifestacio na sua forma cronica.
MAJOLINO ef al (1996) transplantaram 8 pacientes, 7 HLA idénticos relacionados e um
parcialmente idéntico, portadores de doengas hematologicas de alto risco. Seis destes pacientes
evoluiram com DECH crdnica extensa, semn nenhuma relacio com a retirada da CSP. Esta alta
incidéncia foi relacionada aos altos nimeros de CD 3". O grupo de Seattle comparou,
refrospectivamente, a incidéncia de DECH crénica em 37 pacientes que receberam transplantes
alogénicos com CPP com 37 que receberam MO, concluindo que os transplantes com CPP,
mobilizadas com G-CSF, e ndo manipuladas, podem resultar em uma alta incidéncia de DECH

cronica (STOREK ez ol 1997),

Como resultado das preocupagdes do aumento da DECH nos transplantes com
CPP, alguns grupos de pesquisadores realizaram estudos de deplecio de células T, in virro,
utilizando, predominantemente, a selecio de CD34". Esta técnica foi relatada pela primeira vez em
dois pacient.es que apresentaram uma fungdo inadequada do enxerto, seguindo um transpiante de
MO inicial (ARSENIEV er al,1994). O uso da selegio CD34" pode levar a uma reducdio de 3-4

log de células CD3" no produto da leucaférese (DREGER ef af., 1995, LINK ef al, 1996),

Introducéo 3l



resultando na infusio de células T entre 2 x 10°/Kg e 10%g, com perda de células CD34” de
aproximadamente 40-50%. BENSINGER et al. (1996) (B) transplantaram 16 pacientes, com
mediana de idade de 48 anos, com CPP originadas de doadores HLA idénticos e selecio de
CD34". Uma mediana de 8,96 x 10%kg de CD34" e 0,73 x 10%kg de CD3" foram infundidas, apés
a seledo. A pega foi rapida na maioria dos casos. Entretanto, apesar do uso da CSP pos
transplante, a DECH aguda e a cronica foram significativas. Resultados semethantes foram obtidos
por LINK er al. (1996) os quais também observaram um nimero significativo da DECH, quando
era utilizada apenas CSP no pos-transplante, e uma menor ocorréncia quando se associavam CSP
e metotrexato. Ndo fica claro, por estes dados, que a sele¢fio de CD34™ ofereca alguma vantagem

sobre os transplantes alogénicos com CPP, ndo manipulados.

Todos os beneficios tedricos da utilizagio das CPP em transplantes alogénicos
devem ser agora avaliados por meio de estudos randomizados. Um estudoe randomizado,
utilizando transplante alogénico com MO e CPP, devera responder a questdes relacionadas & pega

do enxerto, DECH aguda e cronica ¢ diferengas nas recidivas e sobrevida.

Assim, baseado na experiéncia da literatura e na nossa propria experiéncia
(AZEVEDQ et al., 1995}, propusemos este estudo randomizado, comparando as diferencas entre

os transplantes alogénicos com MO e CPP.
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2. Objetivos




1. Avaliar e comparar a sobrevida global e sobrevida livre de doenga nos grupos submetidos a

transplante alogénico com MO ¢ CPP,

D

Avaliar a ncidéncia e a gravidade da DECH, aguda e crfnica, comparando transplante

alogénico de MO e CPP, conforme definido no Apéndice I ¢ 1.

Avaliar 3 incidéncia de recidivas nos grupos transplantados com MO e CPP.

[ E]

4. Avaliar a cinética de pega do enxerto, comparando transplante alogénico com MO e CPP,
pelos parimetros do hemograma e pelo nimero de transfus@es de concentrado de hemacias e

plagquetas.
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3. Casuistica e Métodos




3.1.  Selecdo de pacientes

Este ¢ um estudo randomizado, fase II1, envolvendo 40 pacientes provenientes de uma
Gnica instituicio (HC Unicamp), aprovado pelo seu Comité de Etica Médica. O termo de
consentimento informacio foi obtido por parte de todos os receptores e doadores. Apéds a
avaliagio dos critérios de inclusio e exclusfio dos pacientes e doadores, era realizada a
randomizagdo, valendo-nos de uma lista aleatoria originada em computador. O inicio da
randomizacio ocorreu em 23/02/1995 e o seu término deu-se em 16/10/97. Para analise dos dados

fo1 estabelecido um minimo de 100 dias de evoluglio apds a realizaco do transplante.

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusio e de exclusdo na selecio de

receptores.

3.1.1. Enclusdes

A.  pacientes com leucemia finfoblistica (LLA), em primeira remiss3o (alto risco), ou
em fases subsequentes; leucenua mieloblastica (LMA} em qualguer fase; sindromes
miclodisplasicas (SMD); leucemia mieloide cronica (LML), em fase crénica ou
acelerada; mieloma multiplo (MM), linfomas nfo Hodgkin (LNH) de intermediario
e alto grau de malignidade e linfoma de Hodgkin (LH), ambos em primeira ou

subsequentes recidivas.

B.  pacientes com idade < 60 anos.
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3.1.2, Exclusdes

A. pacientes com idade > 60 anos de idade,
B. pacientes que apresentassem sorologia positiva para HIV.
€. Pacientes gravidas.

3. pacientes com uma depuracio de creatinina < 50 mg/dl, fragio de ejecgiio do

ventriculo esquerdo < 45%, provas de fungfio pulmonar< 60% do previsto.

E. pacientes com uma expectativa de vida gravemente limitada por outras doengas, além

da doenga de base.

F. pacientes com historia de mais de 20 Gy de irradiagdio no sistema nervoso central ou

no tarax.

3.2.  Selecio de Doador

Os doadores de CPP foram submetidos a um rigoroso exame clinico e a uma extensa
avaliacio laboratorial para se garantir o maximo de seguranga durante 0s procedimentos de
mobiltizacio e de colheita de CPP. Os seguintes critérios de incluso e exclusio foram utihizados

na selecio dos doadores:
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3.2.1. Inclusdes

A, irmio HLA-idéntico nos focus A, B, DR e cultura mista de linfocitos negativa.

B.  consentimento para a administracdo de G-CSF.

C.  disponibilidade do doador para colheita de MO caso ndo ocorresse a pega da
meduia com CPP ou vice versa.

D.  doador com acesso venoso periférico adequado para a realizacio da aférese.

3.2.2. Exclissdes

A, doadores em potencial que psicologicamente e fisiologicamente, ou por razdes
médicas, fossem incapazes de tolerar a colheita de CPP ou de MO.

B.  doador com sorologia positiva para hepatite A, B ou C, HTLVIL, HIV, doenca de
Chagas ¢ sifilis.

C.  doadoras femininas com teste de gravidez positivo.

D.  doadores com menos de 40 kg de peso corporal.

E.  acesso venoso penférico inadequado.

F.  doador com antecedente de doenga hematologica ou problemas orgnicos, que

contra-indicassem o uso de rhG-CSF ou 2 realizacio de aférese.
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3.3.  Monitorizagdo clinica de doadores e receptores

Os pacientes e doadores tiveram os seus parimetros clinicos anotados e classificados de

acordo com as rotinas do servigo (apéndices 111, IV, V, VI, VII).

3.4.  Plano de tratamento

Os pacientes neste estudo foram tratados de acordo com os protocolos ativos do servigo
de transplante de medula 6ssea do Hemocentro/HC UNICAMP quanto ao condicionamento,

profilaxia para DECH, profilaxia para infecgdes, tratamento de suporte ¢ cuidados gerais.

3.5. Condicionamento

Os pacientes receberam, como condicionamento, ciclofosfamida (CY) 120 mg/kg em 2
doses didrias e bussulfano(BU) 16 mg/kg fracionado em 16 doses, de acordo com o protocolo
descrito por Tutscka er al. {1987) e em alguns casos (neoplasias de origem linfoide) associou-se

etoposide (VP-16) 40 mg/kg, como definido na tabela abaixo:
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Tabela 1: Condicionamento

-7 Bu {4 mg/kg)

-5 Bu (4 mgrkg)

-3 Bu (4 mg/kg)

-4 Bu (4 mgikg)

-3 CY 60 mg/kg (+/- VP16 - 20 mg/kg)
-2 CY 60 mg/kg (+/- VP-18 - 20 mg/kg)
-1 Repouso

0 MO ou CPP cotheita & infusfo

! MO ou CPP colheita & infusdo, 5¢ necessario

Também foi disponivel para o condicionamento a utilizagio de irradiagiio corporal total

hiperfracionada (13,2 Gy)associada & ciclofosfamida na dose total de 120 mg/kg.

3.6. Profilaxia de Sistem Nervoso Central (SNC)

Os pacientes com LLA receberam 2 doses de metotrexato intratecal, antes do transplante,

e a partir do dia +32 uma dose a cada 2 semanas, até completar um total de 6 doses,
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3.7. Profilaxia e tratamento da DECH

A DECH aguda foi classificada e estadiada de acordo com os critérios propostos por
GLUCKSBERG et af, (1974) (apéndice I).Todos os pacientes receberam profilaxia da DECH
com CSP na dose de 3 mg/kg/dia EV dividida em duas tomadas a partir do dia -1, associada ao
metotrexato na dose de 15 mg/m’ EV no dia +1 e 10 mg/m*EV nos dias +3,+6 e+11, resgatado
com &cido folinico. A administracio da CSP foi feita por via oral na dose de 12,5 mg/kg/dia
dividida em duas tomadas didrias to logo os pacientes fossem capazes de tolerar a medicagiio
oral. No dia +50 era iniciada a redugfio a equivalente a 5%/semana estendida até o dia + 180

(SULLIVAN, 1994) (tabela 2).
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Tabela 2: Profilaxia da DECH aguda

-1 3 mg/kg/dia EV -
0 “ -
+1 “ 15 mg/m®EV dose \inica
+2 acido folinico
+3 10 mg/m*EV dose inica
+4 “ deido folinico
+5 4cido folinico
+6 “ 10 mg/m* EV dose finica
+7 o acido folinico
+8 - acido folinico
+9 ‘ “ -
+10 “ -
+11 “ 10 mg/m® EV dose tnica
+12 # acide folinton
+13 “ acido folinico
.+50 irdcio da reducio 3%/sem
+180 suspensio

Nas neoplasias linfides a profilaxia utilizada foi CSP associada & metilprednisolona. A
dose de CSP era de 5 mg/kg/d EV continuo em 24 hs, do dia -1 ao +3; 3 mg/kg/d EV em 6 hs, do
dia +4 ao +14; 12,5 mg/kg/d VO dividida em duas tomadas a partir do dia +13, se fosse possivel a

utihizagdo de medicagdo oral. A redugfo era iniciada no dia +50 e estendida até o dia +180. A dose
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de metilprednisolona era de 0.5 mg/kg/d EV do dia +7 ao +13; 1 mg/kg/ d EV do dia +14 a0 +28,

apos o que iniciava-se a reduglo até o dia +72 (SULLIVAN, 1994)

Os pacientes que necessitaram de tratamento para a DECH aguda receberam inicialmente
metilprednisolona de acordo com o protocolo do servigo. A dose inicial era de 2 mg/kg/d EV até
o controle do quadro. Apés este periodo, a medicagiio era reduzida para Img/kg/d e mantida por
I més. A partir de entdo era reduzido 5%/semana. A CSP comegava 2 ser reduzida quando o
corticdide se encontrava em 20% da dose inicial. Os pacientes que nfo responderam ao

tratamento receberam globulina antitimocitica (SULLIVAN, 1994).

A DECH crénica foi estadiada de acordo com os critérios de SHULMAN et al. (1980)

{Apéndice II}.

Os pacientes que desenvolveram DECH crénica foram tratados com corticosterdides e
CSP, de acordo cont o protocolo do servigo. O tratamento utilizava um esquema em que se
alternavam os dias utilizados da CSP (12mg/kg em 2 tomadas) com a prednisona (Img/kg),
conforme mostrado na tabela 3. Estas doses eram reduzidas lentamente em 3-6 meses,

dependendo da resposta do paciente (SULLIVAN, 1994},
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Tabela 3; Tratamento da DECH crdnica

2.
2 1.0 1.0 0 12.0
3 1.0 0.3 6 12.0
4 1.0 0.25 0 12.0
5 1.0 0.12 0 12.0
6 1.0 0.06 0 12.0
7 1.0 0 0 12.0
8 1.0 0 0 12.0
\! 190 0 0 120
20 1.0 0 0 12.0
21 0.75 0 0 12.0
22 0.50 0 0 12.0
4 0.50 0 g 12.0
40 0.50 0 0 120

A= dia par; B= dia impar

3.8.  Tratamento de suporte

3.8.1. Profilaxia ¢ tratamento das infeccGes

A, todos os pacientes foram tratados em quartos individuais, equipados com filtros

tipo HEPA filter, e em regime de isolamento protetor simples.
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B.  todos os pacientes receberam fluconazol 200 mg/dia como profilaxia para infecgdes

fingicas.

C.  Sempre que o nimero de granuldcitos caisse abaixo de 0,5 x 107L, os pacientes
recebiam ceftazidima 6 g/dia EV, como profilaxia de infecgbes bacterianas. As
infecgOes bactenanas, quando ocorriam, eram tratadas de acordo com as indicagBes

especificas para cada caso em questio.

D. O Gancclovir foi administrado a partir do dia +35 na dose de 5 mg/kg/d trés vezes

por semana até o dia +75, como profilaxia para infecgBes por citomegalovirus.

E.  Apbs a alta hospitalar, 05 pacientes também recebiam duas vezes por semana
sulfametoxazol-trimetoprim na dose de 800 mg/160 mg respectivamente, como

profilaxia de infecges por Preumocystis caringi.

3.8.2. Profilaxia e tratamento das complicacbes hemorrdgicas, transfusio de

plaguetas ¢ de hemicias

A.  Os pacientes recebiam transfusdes profildticas de plaquetas somente quando o
mimero de plaquetas fosse inferior a 20 x 10%L, e/ou apresentavam hemorragias

evidentes, ou se necessitassem ser submetidos a procedimentos invasivos.

B. Os concentrados de hemacias eram transfundidos sempre que os niveis de

hemoglobina fossem menores que 8 g/dl.
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3.8.3. Suporte nutricional

Todos os pacientes recebiam nutrigio parenteral total (NPT), sempre que a mgestio de
alimentos diminuisse de medo significativo, abaixo das necessidades diarias. A monitorizagio
nutricional foi realizada por uma nutricionista especializada e os pacientes foram alimentados de
acordo com as rotinas do servigo. Utilizaram-se formas de alimentagio pobre em bactérias, os
complementos alimentares industrializados para uso oral e a nutrigio parenteral total com

amino4cidos, carbohidratos, eletrolitos, polivitaminicos e lipides.

3.9, Critérios utilizados para a definicio de pega e faléncia do enxerto

A pega dos neutrofilos foi definida como o 1° dia, de dois consecutivos, com um niimero

absoluto maior ou igual a 0,5 x 10%1. A pega de plaquetas foi definida como o 1° dia com um

mimero maior ou igual a 20 x 107/ e mantido por uma semana sem transfusdes.

A faléncia do enxerto foi definida como um niimero de neutréfilos inferior a 0,5X10°/1 no
dia + 28; 0,1X10% no dia + 21, quando acompanhado de infeccio com risco de vida, ou se
ocorresse queda do nimero de células abaixo de 0,5 X101, mantido por, pelo menos, 1 semana

ap6s ter havido critério de pega previamente (NEMUNAITIS et @/, 1990).
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35.1. Utilizacho de fatores de crescimento hematopoiéticos pés-transplante

Os pacientes inchuidos no estudo nfo foram qualificados para receber fatores de
crescimento. No entanto, no caso de ser caracterizada a faléncia do enxerto, tal uso seria

considerado.

3.10. Coleta de Medula Ossea

Os doadores foram submetidos 4 anestesia geral ¢ a multiplas aspiracdes de MO,
proveniente das cristas iliacas posteriores e/ou anteriores, quando necessarias. A MO aspirada era
misturada a uma solugdo contendo heparina e um meio nutriente para cultura de céhilas (RPMI).
O volume aproximado coletado era estimado em 10 a 15 mlkg de peso do receptor
(ARMITAGE, 1994). Posteriormente, era submetida a uma filtragdo mecinica por meio de malha
metédlica, para a retirada de particulas dsseas, codgulos e tecido adiposo e transferida para uma ou

mats bolsas plasticas de transfusdo.

3.11. Infusdo da Medula Ossea

A infusio da MO foi realizada imediatamente apos a colheita, sem modificacfio, por meio

de cateter venoso central do tipo Hickman, previamente introduzido no receptor,

O nomero de células nucleadas alvo para infiisio deveria estar entre 1,0 e 3,0 x 10°

células/kg de peso do receptor.
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Nos casos de incompatibilidade maior ou menor de grupos sangiiineos A, B, O, e Rh
entre o paciente ¢ o doador, foram realizados os procedimentos indicados para evitar-se o risco de

reagdo transfusional (deplegBo de plasma ou de hemacias no produto, e/ou plasmaferese no

receptor).

Os receptores receberam, como rotina, pré-medicagio com difeniltridramina na dose de

50 mg/EV antes da infusfo,

A infusio da medula dssea foi realizada com equipos sem filiros, em um periodo de uma

a duas horas, sob supervisio médica e com os cuidados universalmente utilizados nas transfusdes.

3.12. Mobilizacio e coleta das CPP

3.12.1. Mobilizacfio das CPP per rhG-CSF

Todos os doadores receberam cinco doses de rhG-CSF (Granulokine®, Roche, S#o
Paulo, Brasil) 10 pg/kg/dia, em dias consecutivos, no inicio da manhd do dia -4 até o dia 0, dia da
primeira sessdo de aférese. O acetaminofen, na dose de 500 ﬁzg para uso até de 6/6 h, foi utilizado
em todos os doadores em casos de cefaléia, mialgia, dores bsseas ou outros sintomas

constifuclonais,
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3.12.2. Coleta de CPP por aférese

3.12.2.1.  Mareriais e técnica:

equipamento: separadora celular por fluxo continuo Dideco Vivacel mod

BT-798 CE/A (Mirandola Italia).

insumos utilizados em cada sessio de aférese:

. Anticoagulante ACD: 3 a 5 frascos de 500 ml;

. Kit referéncia BT 460F-405 para citaférese;

. 2 a 3 bolsas simples de coleta de sangue secas de 600 mi;

«  1frasco de soro fisioldgico de 500 ml;

. 1 frasco de soro fisioldgico de 250 mi;

A execucdo do procedimento de aférese foi realizada por bidlogos,
assessorados  por médicos do  Servico de Hemoterapia do
Hemocentro/UNICAMP, e seguiu as recomendagles de operagiio do

fabricante do equipamento para este tipo de procedimento.

For estabelecida apenas uma sessio de aférese, tentando-se colher um
nimero minimo de células monomucleares de 2,0 x 10%kg peso do
receptor, considerada a dose mimima de seguranca nos transplantes

autdlogos (CIAVARELLA, 1991, BENDER e al., 1992).
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3.13. Infusio de CPP

Os pacientes receberam as CPP ndo-modificadas, logo apés a coleta, por intermédio de
cateter central do tipo Hickman. Se o doador tivesse anticorpos contra os antigenos eritrocitdrios
ABO ou Rh do receptor com titulos > 1:128, o produto da aférese tinha o plasma depletado

imediatamente antes da infusfo.

A infusiio de CPP foi sempre realizada sob supervisio médica, durando de uma a duas

horas e com os curdados universalmente utihizados nas transfusdes.

3.14. Controles Laboratoriais

—  Pré-aférese: hemograma, plaquetas, calcio.

~  bolsas: hemograma, plagquetas, CDD34+ (imunofenctipagem)

~  Pés aférese: hemograma, plaquetas, cilcio.

—~  As contagens de células e de plaguetas foram realizadas por analisador
hematologico autﬁméﬁco ABBOTT - Cell-Dyn®, modelo 1.600 (Unipath,
Mountain View Ca-USA),

~  Nestas amostras ndo foram realizadas as contagens diferenciais de leucdcitos por
observador humano.

~  Amostras para hezﬁccnltura foram enviadas ao Laboratorio de Microbiologia para
controle de possivel contaminagio.

-~ Quantificacio de células CD34, CD4, CD8 e CD3 positivas: A andlise de células

CD34, CD3, CD4, CD8 foram realizados por citometria de fluxo. As amostras de
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sangue periférico ou de MO foram diluidas para obtencdo de 5 x 10° células e
incubadas em tubos falcon durante ¥ hora em cimara escura, contendo cada um os
anticorpos monoclonais especificos. A marcagiio com os anticorpos monoclonais
foi realizada da seguinte maneira: no tubo-controle adicionou-se anticorpo
monacional CD14 conjugado a FITC (Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA)
simultansamente com o anticorpo controle IgGl conjugado a PE (Becton &
Dickinson). No tubo CD34 adicionou-se anticorpo monoclonal CDI4/FITC e
anticorpo monoclonal CD34 HPCA2/PE. O mesmo procedimento foi realizado
para a andlise de células CD3, CD4 e CD8 positivas, usando-se o controle isotipico
IgG2 e os respectivos anticorpos monoclonats CD3-FITC/CD4-PE;, CD3-
FITC/CD8-PE; CD4-FITC/CDS-PE (Becton & Dickinson). Apés a incubagio, foi
adicionada solug8o tampdo lisante de células vermelhas em cada tubo, os quais
foram deixados & temperatura ambiente por 15°. As células entfio foram lavadas 2
vezes com tampio PBS em centrifiiga Beckmnan (Palo Alto, CA, EUA) a 1800 rpm
por 10", As células foram ressuspensas em solugio tampio de PBS e analisadas no
 citometro de fluxo, modelo FACscalibur (Becton & Dickinson). A compensagiio do
aparetho foi realizada com calibration beads (Becton & Dickinson). Os dados
foram coletados utilizando-se os parimetros dispersio frontal (foward scatter -
FSC) em escala linear, dispersio 90° (side scarter - SSC), também em escala linear
- e fluorescéncia FL-1/FITC e FL-2/PE em escala logaritmica (MASSUMOTO ef al,

1997).
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3.15. Andlise estatistica

As analises foram baseadas no starus da doenca em 13/02/1998. Nosso principal objetivo
foi comparar a sobrevida global e entio comparar as respostas objetivas, a sobrevida livre de
doenga e a toxicidade. A sobrevida global em ambos os grupos fol medida a partir da data da
randomizago até a data da morte ou da Gltima avaliagio. A sobrevida livre de doenga foi aplicada
somente para 08 pacientes que conseguiram remissio completa. A duragio foi calculada a partir
do momento em que foi atingida a remissdo completa, apds o transplante, (pega da medula sem
evidéncia da doenga de base) até a data da recidiva ou da tltima avaliago, comprovada sem
nenhuma atividade da doenga. Todos os dados foram analisados por métodos estatisticos
descritivos. A probabilidade de eventos (recuperacio de neutréfilos e plaquetas, DECH-a e
DECH-¢), além das curvas de sobrevida, foram estimadas de acordo com o método de Kaplan e
Meier. Os grupos foram con;parados pelo log-rank-test, ou Breslow’s Test, usando o software
SPSS 7.5, versio para Windows/95. As proporgbes das caracteristicas clinicas dos pacientes, em
cada grupo, foram comparadas mediante o uso do Fisher's fest. Além do mais, as comparagbes
das varigveis continuas foram realizadas pelo Mann Whimey fest. Todos os valores de P < 0,05

foram considerados significativos.

L
g

Casutstica e Métodos



4, Resultados




4.1,  Pacientes

Dos quarenta pacientes randomizados, 19 completaram a seqiiéncia terapéutica no grupo
que recebeu MO (grupo A) € 18 no grupo que receben CPP (grupo B). Um paciente no grupo A
foi ndo elegivel porque o doador ndio era HLA idéntico. No grupo B, 2 foram ndo elegiveis, um

por ser portador de doenga nio-neoplasica e outro por refutar o tratamento.

A mediana de idade no grupo (A) fo1 de 35 anos (17 - 56) e no B de 29,5 {9 - 51)
{£=0,17}). A proporgao entre pacientes do sexo masculine e feminino,em ambos os grupos, foi de
15:4 ¢ 12:6, respectivamente (Tabela 4). Os grupos foram aparentemente homogéneos, isto &, ndo
apresentaram diferengas em relagfio as doencas de base e os periodos evolutivos para a realizacio
do transplante (Tabela 4). O condicionamento com BuCY?2 foi utilizado em 16 pacientes no grupo
A eem 17 no grupo B. O Bu/CY2/VP16 em 3 pacientes no grupe A e ¢ TBI/CY2 em apenas 1
paciente no grupo B. A profilaxia da DECH foi realizada com MTX/CsA em 16 e 18 pacientes
nos grupos A e B, respectivamente. A profilaxia com Pred/Csa foi utilizada em 3 pacientes, no

grupo A (Tabela 4).
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Tabelad4:  Caracteristicas dos pacientes, doadores e tratamento

N°. pacientes 19 18
Idade, mediana
Pacientes 35(17-56) 295(9-51)
Doadores 3212 -60) 30 {14 - 60)
Sexo pacientes M=15 M=12
F=4 F=6
Sexo doadores M-—aM=7 M->M=4

MaF=2 MoF=1
Fe» M=38 F 3M=8§
Fw F=2 F-—aF=3

Doenga inicial
(IMC, I* FC, LMA, 1®* RC, LMA, 1® rec; 13 13
LLA, 1°RC; SMIJ-AR)

Deenca avangada
(IMC, FA/CB; LMA >1* rec; LMA, MM, 6 3
LNH refratérios; LLA >2° RC; SMD-ARER)

Regime micloablativo
Bu (16)/Cv (120) 16 17
Bu (16)/Cy (128)/VP-16 (40) 3 .
CY (1200/1CT (13,2 Gy) - 1
Profilaxia DECH
CSPMTX : i6 18
CSP/Pred 3 -
Vivos 19 10
Mortos 9 2
Seguimento (dias) 631 335

(281 - 1044) (120 - 1079)
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4.2.  Mobilizacdo e coleta das células progenitoras periféricas alogénicas

A mediana de idade dos doadores do grupo A foi de 32 anos (12-60) e do grupo B, de 30
anos (14-60). Oito doadores do sexo feminino doadoram para receptores do sexo masculino, nos

dois grupos. (Tabela 4)

Em geral, o thG-CSF foi bem tolerado pelos doadores, com efeitos colaterais leves. Sete
de 17 doadores avaliados (.41%) foram assintomaéticos; 8/17 (47%), queixaram-se de dor dssea e
2/17 {12%), apresentaram cefaléla. Nenhum caso necessitou de redugfio ou suspensio da
administragio da citoquina. QOito doadores, com pelo menos mais de um ano apoés a estimulagio
com o fator de crescimento, foram reavaliados hematologicamente, em uma mediana de 832 dias

(459-1062). Em nenhum deles foram notadas altera¢Bes no hemograma.

Dois doadores realizaram duas aféreses por nfio terem atingido o nGmero de células
mononucleares pré-determinadas. Em todos os outros doadores foi realizada apenas uma sessfio
de aférese. Também ndo foi necesséria a coleta de MO como ennguecimento do produto de
aférese em nenhum caso. Nio houve complicacio grave relacionada a colheila em nenhum

doador.

Foi processada mnas méquinas de aférese uma mediana de 12043 L de sangue
(9.400L — 28.500L). A mediana de leucdcitos no 5 dia do uso do thG-CSF e pré aférese foi de
31,75 x 10°7 (12,3 - 62,50); a mediana do hematéerito foi de 41% (34,8 - 50,4); a2 mediana do
nlimero de plaquetas foi de 239,5 x 10°/ (149 - 369). Apds o término da aférese, a mediana de
leucécitos foi de 36,05 x 10°1 (14,7 - 67,7) (P = 0,20); hematocrito de 39,5% (28,7 - 49,7)

(P = 0,06); de plaguetas de 119 x 10%1 (58 - 217) (P < 0,0001). Sete de 18 doadores (38,8%)
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apresentaram plaquetopenia inferior a 100 x 10%/]. Nenhum deles apresentou complicacBes

hemorragicas {Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas da coleta de CPP

Leucécitos (x 10°1) 31,75 (12,3~ 62,5) 36,05 (14,7~ 67,7) 0,20
Hematéerito (%) 41 (34,8 - 50,4) 39,5 (28,7 ~49,7) 0,06
Plaquetas (10°71) 2395 (149 ~369) 119 (58 ~217) < 0,0001

4.3, Caracteristica do enxerto

Foi analisado o numero de células nucleadas fotais; o niimero de células mononucleares
totais e o niimero de células de subpopulacdes linfocitanas (CD3, CD3/CD4, CD3/CD8 e CD34)

em cada grupo.

No grupo A, a medula 6ssea dos doadores continha uma mediana de celulas nucleadas
totais de 2,56 x 10%/kg do receptor (1,54 - 3,41); mediana de células mononucleares totais de 1,13
x 10%g do receptor (0,62 - 1,94); mediana de CD3* de 75,66 x 10%g do receptor

(26,37 - 157,27); mediana de CD37CD4" de 39,25 x 10°/kg do receptor (10,99 - 64,32); mediana
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de CD3"/CD8" de 27,96 x 10°/kg do receptor (9,9 - 97,48) e mediana de CD34" de 5,26 x 10°kg
do receptor (1,19 - 17,55). Em todos os doadores foi atingido o nimero de células nucleadas-alvo
determinado (1,0 - 3,0 x 10%kg do receptor). No grupo B, o produto da leucoaférese, com
excegdo do numero de CD34", continha um nimero sempre superior as medianas de todas as
células analisadas e cuja diferenga se mostrou significativa, A mediana de células nucleadas totais
foi de 551 x IOS/kg do receptor (2,20 - 21,02) (P < 0,0001);, mediana de células monucleares
totais foi de 3,20 x 103/kg do receptor (2,0 - 5,41) (P < 0,0001), mediana de CD3" foi de
317,00 x 10%kg do receptor (160,67 - 644,75) (P < 0,0001); mediana de CD3"/CD4" foi de
154,52 x 10%kg do receptor (23,6 - 412,15} (P < 0,0001); mediana de CD3"/CD8” foi de 97,36
(45,75 - 217.53) (P < 0,0001). A mediana de CD34" foi de 4,71 x 10%kg do receptor
(1,26 - 71,61) (P = 0,40) (Tabela 6). O ntmero de células moﬁonucleares alvo de 2,0 x 10%kg do
receptor foi atingido em todos os doadores. Em 9 de 18 pacientes, o namero de €D 347 foi
inferior a 4,0 x 10%kg do receptor . Em 2 de 18 pacientes (11,1%) o namero de CD34” foi inferior
a 2,0 x 10%kg do receptor. Em um destes pacientes a pega de granulécitos foi no dia +19 ¢
plaquetas no dia +23. O outro paciente apresentou pega de granulocitos no dia +22 e a pega de

plaquetas ndo foi avaliada porque ¢ paciente evoluiu para Obito antes da pega.
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Tabela 6: Caracteristicas do enxerto

Céltulas nucleadas/kg (10%) 256 (1,54 - 3,41) 5,51 (2,20~ 21,02) < 0,0001

Células mononucleadas/kg (10%) 1,13 {0,62 - 1,94) 3,Zd (2,0-541) <0,0001

CD34'/Kg(109 5,26 (1,19 - 17.55) 4,71 (1,26 - 71,61) 0,40

CD3'/Kg(10% 75,66 (26,37 -157,27) 317,00 (160,67 ~ 644,75)  <0,0001

CD3'/CD4 Kg (105 3925 (10,99 -64,32) 154,52 (23,60 -412,15)  <0,0001

CD3'/CDE Kg(10% 27,56 (9,90 - 97,48) 97,36 (45,75 - 217, 53) <0,000%
M = mediana ~

4.4. Recuperacio hematoligica

No grupo A, a mediana do dia para se atingir o nimero absoluto de neutrofilos superior a
0,5 x 16°/1 por dois dias consecutivos foi +18 (13-30) e de plaquetas superior a 20 x 10°/1, sem
transfusio por uma semana, foi +17 (10-4C). No grupo B, +16 (11 - 25) e +12 (9-36),
respectivamente, para neutrofilos e plaguetas. A pega de plaquetas foi significativamente mais
rapida no grupo que recebeuy CPP (P = (,01). Entretanto, apesar da recuperagio dos neutrofilos
ter sido mais rapida no grupo B, esta diferenga nio foi sigmficativa (P = 0,15). {Tabela 7, Figuras

1el)
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Tabela 7: Comparagio dos pardmetros clinicos ¢ laboratorials dos pacientes

Dia NAN > 0,5 x 10°/1 +18(13 - 30) +16 (11 - 25) 0,15%
Dia plaquetas > 20 x. 10% +17 (10 ~ 40) +12 (9 - 36) 0,01%
N°. unidades plaquetas transfundidas 18 (1 -341) 13 {4 - 44) 0,32
N’ unidades de CH transfundidos 5(1-75) 4(2-12) 0.20
Dia de alta +26 (18 - 48) +21 (18 - 42) 0,08
Antibidticos (dias) 19(8 -41) 16,5 (9~ 32) 0,21
Anfotericing B (dose total mg)) 568,75 (187 — 750) 362,50 (105 - 825) 0,41
Bilirrubina {mg/dL) 1,640,7-122) 1,6 (0,9 - 8,3} 0,32
Creatinina (mng/dL) . 1,28 (0,62 ~ 5,7) 1,20 (0,79 — 3,84) 0,14
NPP (dias} 11(0-33) 8 (0 - 36) 0,16

NAN = Numero absoluto de neutréfiles; CH = concentr_ado de hermacias

* Breslow's fest
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Figura 1:  Probabilidade de NAN 0,5 x 10°41
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A mediana do nimero de concentrados de hemdcias que foram transfundidos no grupo A foi de 5
(1-75) e de plaquetas, umtinas e/ou aféreses foi de 18 (1-341). No grupo B, a mediana de
hemécias e plaquetas foi de 4 (2-12) e de 13 (4-44), respectivamente, Estas diferengas nio foram
significativas, apesar do menor nimero de transfusio de plaquetas no grupo B

(P =10,20 e P= 0,32, respectivamente para hemdacias ¢ plaquetas). (Tabela 7).

Em relagdo 4 utilizagio de antibidticos, ndo houve diferenca significativa entre o niimero
de dias utilizados nos dois grupos. A mediana para o grupo A foi de 19 dias (8-41), e para 0 B
16,5 (9-32) (£ = 0,21). O mesmo aconteceu para a dose total de anfotericina B. A mediana para o
grupo A foi de 568,75 mg (187-750) e para o B 362,50 mg (105-823) (P = 0,41). Os pacientes do
grupo B apresentaram uma tendéncia estatistica para receberem alta hospitalar mais cedo. A
mediana do dia de alta para o grupo A foi de 26 dias (18-48), e para o grupo B 21

(18-42) (P = 0,08). (Tabela 7):

Quando comparamos a morbidade dos dois tipos de transplante utilizando os niveis
séricos méximos de bilirrubinas, creatinina e dias de WNPP, nfo notames nenhuma diferenga entre
os dois grupos. A mediana de bilirrubina no grupo A foi de 1,6 mg/dL. (0,7-12,2), e no B 1,6
mg/dL (0,9-8.3) (£ = 0,32). A mediana da creatinina foi de 1,28 mg/dL (0,62-5,7) e 1,20 mg/dL
(0,79~ 3,84}, reépectivamente, nos grupos A e B (P = 0,14). Quanto a utilizacdo de NFP a

mediana de dias para o grupo A foi de 11 {0-33), e, para o grupo B, 9 {0- 36) (F = 0,16).

De acordo com os critérios de toxicidade WHO, no grupo A um paciente apresentou
elevagio de TGO/TGP grau 4 e seis, grau 3; um paciente apresentou elevagfo de bilirrubinas grau
4 e dois, grau 3. Quanto 4 toxicidade renal, um paciente apresentou elevacio de creatinina grau 3,

um paciente hematiria, grau 4. No grupo B, 3 pacientes apresentaram elevacio de TGO/TGP
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grau 4 e cinco, grau 3. Em relag8o aos niveis de bilirrubinas, trés casos apresentaram elevagio
grau 3. Em relagdo 4 toxicidade renal, um paciente apresentou elevagio de creatinina grau 2; nfio

houve caso de hematiria neste grupo.

4.5. DECH aguda e crénica

Dezesseis pacientes foram avaliados quanto ao aparecimento de DECH aguda no grupo
A; 3 em 16 pacientes (18,7%) apresentaram graus 2-4, e 2 em 3, apresentaram graus 3-4 . No
grupo B, 15 pacientes foram avaliados: 4 em 15 pacientes (26,6%) apresentaram graus 2-4, ¢ 2 em
4, apresentaram graus 3-4. Nio houve diferenca significativa (& = 0,40). (Tabela 8). A
probabilidade de DECH-a graus 2-4 foi‘ de 19% npo grupo A e de 27% no grupo B

(P =0,53) (Figura 3).

Quinze pacientes foram avaliados no grupo A, quanto 3 incidéncia de DECH crénica. O
total afetado (incluindo as formas localizadas e extensas) ocorreu em 8 de 15 pacientes {53,3%).
No grupo B, 14 pacientes foram avaliados. O total afetado foi de 10 em 14 pacientes (71,4%)
{F = 0,53} (Tabela =8). Apesar do pequeno nlmero de casos avaliados no grupo B, nossos dados
sugerem que a grande maioria dos pacientes evoluiriio com DECH-c, ao passo que, com relagio
aos pacientes transplantados com MO, a probabilidade sera de 70% (F = 0,08) (Figura 4). A
forma localizada ocorreu em 4 dentre 8 (50%) pacientes ¢ a extensa, em 4 dentre 8 (50%)
pacientes no grupo A. No grupo B, todos 0s pacientes avaligveis apresentaram a forma extensa
(100%) (F =0,02) (Tabela 8). No grupo A, 6 dentre 8 pacientes (75%) afetados apresentaram

DECH crénica de nove, 1 em 8 (12,5%), progressiva, e 1 em 8 {12,5%), quiescente. No grupo B,
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6 dentre 10 pacientes (60%) afetados apresentaram DECH crénica de  novo
(P = 0,40); 4 dentre 10, quiescente (40%) (P = 0,20). Neste grupo nic houve nenhum caso
progressivo. O envolvimento dos varios 6rgos e/ou tecidos com clinica de DECH cronica esta
demonstrado na tabela 9. Nio houve diferenca de acometimento entre os dois grupos, com
excegdo de uma fregii€ncia maior de comprometimento de mucosa oral no grupo B (P = 0,03).
No grupo A, todas as formas localizadas caracterizaram-se por comprometimento do figado, e nos
extensos houve em 1, dentre 4 casos (25%), comprometimento de mucosa oral ¢ figado, em 1,
dentre 4 casos (25%), comprometimento de pele com caracteristica liguendide associado ao
figado & 4 mucosa oral, em 1, dentre 4 casos (25%), comprometimento de mucosa oral, figado e
olhos; € em 1, dentre 4 (25%), comprometimento hepatico associado ao pulmio (bronquiolite
obliterante}. No grupo B, a forma extensa ficou caracterizada em 5 de 10 casos (50%) por
comprometimento da mucosa _oral e do figado (P = 0,40); em 3 (30%) por comprometimento de
olho, figado e mucosa oral (P = 0,60); em 1 (10%) por comprometimento de pele com
caracteristica liquendide associado o figado, mucosa oral e olhos; e em 1 {10%) comprometimento
de pele com caracteristica hiquendide associado ao figado e aos olhos. Dois pacientes no grupo B,
ap0s o término do tratamento, necessitaram de reintroducfio do tratamento por reatividade da

DECH crdnica.
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Tabela 8: Incidéncia de DECH aguda e crdnica

DECH-a avaliaveis 16 15
Grau 2 -4 3/16 (18,7%) 4/15 (26,6%) 0,40
Grau 3 -4 2/3 2/4
DECH-c avalidveis 15 14
Total afetados 8/15 (53,3%) 10/14 {71,4%) 0,53
Extenso 4/8 {50%) 10/10 (100%) 0,02
Limitado 4/8 (50%) 0 0,02
Tabela 9: Orgdos/ou tecidos envolvidos com clinica de DECH-c entre os pacientes

Pele

Figado
Olhos
Mucosa oral

Puiméo

1(12,5%)
8 (100%)
1(12,5%)
3 (37,5%)

1(12,5%)

2 {20%)
10 (100%)
5 {50%)
9 (90%)

0

0,30

0,10

0,03

7

0,40

¥
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Figura 3: Probabilidade de DECH-a - graus 2 - 4
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4.6. Faléncia do enxerto

Néo houve nenhuma faléncia priméria no grupo que recebeu o transplante com CPP. No
grupo da MO, um paciente apresentou faléncia primaria do enxerto. Trata-se de um paciente de
17 anos, sexo masculino, doador do sexo feminino, diagndstico de LMC em primeira fase cronica
condicionado com bussuifano e ciclofosfamida. Recebeu profilaxia da DECH crénica com
metotrexato e ciclosporina. O enxerto apresentava um total de células nucleares de 1,65 x 10%kg
do receptor, total de células mononucleares de 0,75 x 10%kg do receptor, CD3"de 91,92 x 10%kg
do receptor, CD3°/CD4” de 48,73 10%kg do receptor, CD3/CD8™ 29,08 x 10%kg do receptor e
CD 34" de 5,09 x 10°kg do receptor. O paciente recebeu inicialmente fator de crescimento de
granulocitos {G-CSF) sem resposta. Foi, entdo, tratado com infusic de CPP maobilizadas com
(-CSF provenientes do doador originai e sem novo condicionamento. O total de células nucleadas
infundidas foi de 3,80 x 10%kg do receptor, total de células mononucleares de 2,62 x 10%kg do
receptor, CD3™ de 283 x 10%g do receptor, CD3/CD4™ de 214 x 10%g do receptor,
CD3"/CDS" 82 x 10%kg do receptor ¢ CD 347 de 6,78 x 10%%kg do receptor. A pega dos
neutrofilos ocorren no diz +24 e das plaguetas no dia + 28. O paciente nfo teve DECH aguda,
mas desenvolven uma DECH crdnica extensa no dia +348 com comprometimento de pele com
aspecto liguenoide, boca e figado. O paciente estd vivo e bem, em tratamento com CSP e

prednisona.
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4.7. Recidivas

No grupo A, 2 dentre 19 pacientes recidivaram (10,5%), e ndo houve caso de progressio
precoce da doenga de base. No grupo B, 3 dentre 18 pacientes (16,6%) recidivaram efou

progrediram precocemente.

£.8. Causas de morte

No grupo A, 9 de 19 pacientes (47,3%) foram a obito. Dois pacientes {22,2%), por
recidiva da doenga de base e sete {77.8%), por complicagBes associadas ao tramsplante. Um
paciente {11,1%) faleceu por DECH aguda; dois {22,2%), por DECH crémea, um (11,1%) por
infecgio bacteriana, um (11,1%) por CMV; um (11,1%) por doenga veno oclusiva hepética
{VODY); e um (11,1%) por cistite hemorragica. No grupo B, 8 dentre 18 (44,4%) pacientes foram
a obito (P = 0,90); houve um caso por progressio precoce (12,5%); 2 casos por recidiva (25%) e
cinco {62,5%) associados a complicagdes do transplante (£ = 0,40). Um paciente (12,5%]) faleceu
por DECH aguda; dois (25%), por DECH crdnica; e dois (25%), por infec¢io bacteriana (Tabela

10),
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Tabela 10:  Causas de obito

Progress3o precoce 0 1{12,5%)
Recidiva 2{22,2%) 2{25%)

Relacionado ao trangplante

DECH-a 1(11,1%) 1{12,5%)
DECH< 2{22,2%) 2{(25%)
Infeccdo
Bacteriana 1411,1%) 2{25%)
CMV 1(11,1%) -
VoD 1(11,1%) -
Cistite hemorragica 1(11,19%) -
Total 9 (47,3%) 8 (44,4%)

4.9 Sobrevida

Numa mediana de acompanhamento de 631 dias (281-1044) para o grupo A e de 335
dias (120-1079) para o grupo B, 10 dentre 19 (52,6%) e 10 dentre 18 pacientes (55,5%) estio
vivos, respectivamente, em cada grupo. A probabilidade de sobrevida global para o grupoc A ¢ B
em 1000 dias foi de 51% e 47%, respectivamente (P=G,6?). A probabilidade de sobrevida livre de
doenga para o grupo A ¢ B em 1000 dias fo1 de 52% e 58%, respectivamente (P = 0,50) (Figuras

5ebj
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Figura 5: Sobrevida global
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5. Discussdo




Este estudo foi idealizado e conduzido tomando-se por base um projeto-piloto realizado
em nosso servigo em 1994, o qual valeu-se de transplantes alogénicos com CPP em um grupo de
pacientes com doengas hematologicas malignas, ¢ cujo principal objetive foi verificar a
factibilidade e toxicidade deste método que, & época, era ainda experimental no campo dos
transplantes alogénicos. Aquele estudo buscava estabelecer as possiveis diferencas em relacdo 2
incidéncia e & gravidade da DECH aguda, 2 estabilidade do enxerto e 4 cinética do procedimento.
Os resultados preliminares mostraram que os transplantes realizados com CPP apresentavam pega
rapida do enxerto, internacBes mais curtas, menor necessidade de antihidticos, sem o aumento da
incidéncia e gravidade da DECH aguda (AZEVEDO e al,, 1995). Os dados atuais obtidos por
este estudo randomizado e prospectivo, no qual a comparacdio pode ser feita de maneira
controlada, mostraram que os resultados dos transplantes alogénicos relacionados, tendo por
doadores wmios HLA idénticos e utilizando CPP mobilizadas com G-CSF, parecem confirmar os
nossos dados preliminares e aqueles obtidos por outros autores (BESINGER er al., 1995, 1996,
KORBLING ef al.,, 1995 (B); RUSSELL er al., 1995). Vale dizer, ambas as técnicas apresentam
caracteristicas terapguticas semelhantes, apesar de apresentarem algumas diferencas bioldgicas. A
primeira observagiio mportante foi que a pega do enxerto foi similar para ambos os grupos,
exceto para a recuperacio de plaquetas, a qual € mafs rapida no grupo que utilizou CPP. Apesar
de ndo significativo do ponto de vista estatistico, o niimero de transfuses foi menor ¢ a alta
hospitalar foi mais precoce no grupo que receben CPP. Além disso, a toxicidade relacionada aos

procedimentos néo foi diferente.

A recuperagio hematopoética pode ser influenciada por varios fatores como estes: a

disparidade da tipagem do sistema HLA entre o receptor e o doador, a qualidade do enxerto
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estabelecido pelo numero de precursores hematopoéticos e de células linfocitdrias T, a DECH
aguda, bem como algumas complicagies precoces caracteristicas dos transplantes alogénicos
como as infecgbes virais € a doenga veno oclusiva hepatica (SCHMITZ et of, 1995). A
terapéutica profildtica da DECH também pode influenciar na cinética e na eficiéncia do
transplante. O uso de metotrexato como profilaxia para DECH tem sido relacionado ao atraso da
reconstituicdo hematopoética tanto nos transplantes com CPP quanto com MO (CHAQ ef 4l
1993; SCHMITZ et o/, 1995). Nos utilizamos o metotrexato na maioria dos nossos pacientes.
Apesar disto, a recuperagip do nimero de neutrdfilos e de plaquetas parece ndo ter sido

influenciado por tal farmaco.

A recuperagdc de neutrdfilos deu-se dois dias antes no grupo das CPP comparade so
grupo que recebeu MO. Esta diferenga, porém, nfo foi significante, Entretanto, a recuperagio de
plaquetas fol mals curfa em "cnco dias nos pacientes que receberam CPP. Este dado foi
estatisticamente significante (P= 0.01). Nossos dados de recuperagio hematolégica ndio diferem
dos dados internacionals obtidos com a utilizacio do metotrexato ou sem sua utilizaclo.
URBANO-ISPIZUA er al (1996} também demonstraram que a utilizagiio do metotrexato nos
transplantes alogénicos com CPP, em pacientes que ndo recebiam G-CSF no pds-transplante, nio
influenciava a velocidade de recuperagio dos granuldcitos além de 0.5 x 10%1. A recuperacio de
plaguetas acima de 20 x 10/ foi atrasada numa mediana de 2 dias, mas nfo influenciou no terapo
para se atingir uma contagem de plaquetas superior a 50 x 10°/1 . Estes dados sugerem que a
utilizacio do metotrexato ndo atrasa substancialmente a pega hematopoética nos transplantes

alogénicos com CPP.
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Dados recentes indicam que as CPP apresentam uma capacidade intrinseca para
reconstifuir o mimero de neutréfilos mais rapidamente do que a MO. Esta caracteristica nio esta
relacionada apenas ao ndmero de colénias CFU-GM infundidas (SCOTT ef al., 1997). As CPP,
diferentemente dos precursores obtidos diretamente da MO, ndo sofrem atraso de proliferagio
causado pela presenca de células estromais da MO (SCOTT et al, 1997), células estas que
parecem interferir reduzindo a entrada das células progenitoras no ciclo celular (GORDON er af.,
1996). Outra caracteristica ¢ que as células progenitoras periféricas produzem preferencialmente
mais coldnias CFU-GM em detrimento das BFU-E (SCOTT er al, 1997). A utilizacio do thG-
CSF, por si, ndo afeta a recuperagio das plaguetas apos os transplantes alogénicos ou autélogos.
Entretanto, esta citoquina parece aumentar o nimero de progenitores de megacariécitos
circulantes nos doadores de CPP (DUHRSEN e¢r al, 1988). Este dado foi associado a uma
recuperacio  de plaquetas mais répida nos receptores de transplantes autélogos com CPP

estimuladas com G-CSF (SHERIDAN er al., 1992).

Outro aspecto de grande relevincia é que nfo observamos qualquer casc de faléncia
primaria no grupo transplantado com CPP. Por outro lado, um caso no grupo que recebeu MO
apresentou faléncia primaria. Nos concluimos, nesse caso, que o regime de condicionamento
empregado no trénspiante de MO havia sido suficiente para uma adequada imunossupressio do
receptor o que, possivelmente, facilitaria a pega das células do doador em uma nova tentativa de
mfisdo. O paciente foi tratado, entfo, com infusic de CPP, mobilizadas com G-CSF do mesmo

doador original, sem novo condicionamento. Nesse caso, houve posterior pega do enxerto.

A faléncia de pega do enxerto pode ser devida a diversos fatores. Assim, um nimero

insuficiente ou lesfio das células precursoras hematopoéticas, dane ao microambiente medular, as
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infecglies (CMV, parvovirus, EBV, hepatite), mecanismos auto-imunes ¢ tratamento
medicamentoso pos transplante (ganciclovir, metotrexato) podem estar associados a falha de
pega. O tratamento desta grave situagio médica pode ser realizadoe com a utilizagio de fatores de
crescimento ou mesmo com uma nova infusio como reforco (boostery (DEEG, 1996). Este caso
ilustra e demonstra que os transplantes alogénicos com CPP podem ser Uteis mesmo em situagBes
em que ocorre faléncia de infusdo da MO. Provavelmente, as células T presentes em grande

numero nas CPF podem, em adigfio, facilitar a pega (DREGER er al, 1993).

Nenhum caso de faléncia tardia foi por nds observado, no grupo de CPP, em uma
mediana de acompanhamento de 335 dias. MOLINEUX ef ol (1990} foram os primeiros a
demonstrar, em animais, que as CPP mobilizadas com G-CSF eram capazes de reconstituir a
hemopoese por longo tempo. Em humanos, varios trabalhos recentes relatam uma pega
hematopoética completa e sustentada apés transplantes com CPP mobilizadas com G-CSF,
fornecendo evidéncias que células progenitoras pluripotenciais precoces com capacidade de auto-
renovagio sustentada estdo presentes no alo-enxerto perifénico (BENSINGER er af, 19935,

KORBLING et af., 1995 (A) (B); SCHMITZ er al., 1995},

A iI]ZTOdlI.lQﬁO dos transplantes alogénicos com CPP fez surgir duas grandes discussdes;
uma, quanto a aceitacio do doador e os possiveis riscos relacionados 2 mobilizagio e ao
procedimento automéatico de coleta das CPP ¢ a outra, relacionada a qualidade do produto celular
obtido e aos eventos precoces e tardios no periodo pés-transplante (BACIGALUPQ ¢f ol | 1996).
Assim, devem ser consideradas algumas varidveis de risco ao doador na realizagdo de transplantes

slogénicos com CPP: o uso de cateteres venosos centrais em doadores normais, a dose do G-CSF
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utilizado na mobilizagdo, o nimero de dias de tratamento com o fator de crescimento, o dia ¢ a
methor hora em que deve ser imiciada a leucaférese e o nimero total de leucaféreses
(BACIGALUPOQ er al., 1996). Neste estudo nds nfo utilizamos cateteres venosos centrais. A dose
de G-CSF utilizada foi de 10 pg/kg/peso por 5 dias ¢ foi realizada apenas uma aférese com um
volume mediano processado de 12 litros, no quinto dia de utilizagio de G-CSF. Este protocolo foi
bem tolerado pelos doadores. Entretanto, com esta padronizacio nds obtivemos uma mediana de
células CD34" de 4,7 x 10%ke/ receptor (1,26 - 71,6), inferior aquela conseguida com a da MO,
isto €, 5,20 (1,19 - 17,55). Este dado chamou a nossa atencdo ja gue o numero esperado de
células CD34" pode ser até 5 vezes maior nas CPP do que as encontradas na MO (AVERSA et
al., 1994; DREGER e al, 1994; BENSINGER ef af, 1995, KORBLING er af,, 1995 (A) (B).
BENSINGER. ef al. (1995) utilizando uma dose de G-CSF de 16 pg/kg/dia e duas leucaféreses
coletaram uma mediana de 13,1 x 10° CD34 /kg/receptor. KORBLING ef al. (1995} (A) usaram
12 po/kg/dia em doses divididas e conseguiram uma mediana de 11,7 x 10° CD34 /kg/receptor
também com uma mediana de duas aféreses. DREGER er al. (1994) com 10 pg/kg/dia, por cinco
dias, coletaram uma mediana de 6,6 x 10%kg/receptor de células CD34", realizando entre uma a
trés leucaféreses em dias consecutivos. MIFLIN et al. (1996) utilizando dose semethante e com a
primeira leucaférese ocorrendo no 5° dia e com uma mediana de duas leucaféreses, obtiveram uma
mediana de 6,80 x 10° CD34"/kg/receptor; MIFLIN er al. (1997) utilizaram o mesmo protocolo
em 86% dos doadores em que foi colhida uma mediana de 5,75 x 10°CD34 /kg/receptor com uma
mediana de duas leucaféreses. Por outro lado, GRIGG ef al. (1995) numa tentativa de definir o
melhor regime de mobilizagdo utilizaram voluntarios sadios estimulados com G-CSF 10 pg/kg/dia
por cinco dias e fez uma tinica aférese de 7 litros no dia 6. A mediana de CD34" x 10° /kg/receptor

foi de 4.6 {2 - 10,6). Com todos estes dados, nés podemos sugerir que o nosso protocolo de
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mobilizaggo deve ser aperfeigoado no sentido de elevar o nGmero de células CD34” conferindo,
assim, malor seguranga ac transplante de CPP, Entretanto, apesar do menor nimero mediano de
cehulas CD34" coletadas, todos os pacientes no grupo das CPP tiveram pega adequada, inclusive,
com recuperagdo mais rapida para os nimeros de plaquetas, além de, uma tendéncia de
recuperagdo mais rapida para os granuldcitos. As possiveis causas deste nimero inferior de células
CD34” aos obtidos na literatura podem estar relacionadas ao tipo de células-alvo de controle do
produto de aféreses que adotamos no inicio do estudo, isto &, as células mononucleares, ao
numero nsuficiente (apenas uma) de aféreses e na realizagio do procedimento de coleta muito
proximo a tltima dose de thG-CSF, no 5° dia. A determinagio do numero de CD34” deve ser
associado as células mononucleares para o controle do produto de aféreses. O niimero mediano de
aférese deve ser estabelecido com base no nidmero de células CD34™, ¢ possivelmente devera ser
de duas aféreses, como na maioria dos estudos internacionais. Além disso, estudos demonstraram
que o aumento maximo de progenitores ocorre 6 horas apds a nltima dose do G-CSF e se mantém

ate 30 horas (SATO er al., 1994), assim, nossas aféreses devero respeitar este intervalo pos-rhG-

CSE.

O numero ideal de céhulas CD34+ necessarias para uma pega hematopoética rapida nos
transplantes alogénicos periféricos ainda ndo estd completamente estabelecido, BROWN er al.
(1997) mostraram que pacientes que recebiam mais do que 5 x 10° CD34"/kg apresentaram uma
probabilidade de 95% de recuperagfio de neutréfilos e plaquetas por volta do dia +15. MIFLIN ef
al. (1997) utilizando varios cufoffs descobriram que pacientes que recebiam mais de 4 x 10°
CD34"/kg tinham uma pega mais rapida. No nosso estudo dois pacientes do grupo das CPP
receberam uma quantidade inferior a 2,0 x 10° CD34'/kg. Ambos pegaram, porém em tempos

superiores as medianas. Em um paciente, os neutrofilos pegaram no dia +22 ¢ as plaquetas nfo
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foram avaliadas em razdo do 6bito precoce; no outro, os neutréfilos pegaram no dia +19 ¢ as

plaquetas no +23.

Em relagho aos doadores, a maior preocupacdo estd relacionada & administracio de
fatores de crescimento. O rhG-CSF vem sendo usado hé varios anos, em um grande mimero de
doadores, com poucos efeitos colaterais como dor Gssea, cefaléla. Raramente tem-se observado

predisposi¢Bo a tromboses (BACIGALUPQ ef al, 1996).

Em nosso estudo, o rhG-CSF foi bem tolerado pelos doadores, com efeitos colaterais
leves. A dor Ossea foi a queixa mais fregiiente (47%) tendo sido controlada em todos os casos
com paracetamol, cefaléla ocorreu em 12% dos doadores €, o restante (41%), foi assintomaético.
Nenhum caso necessitou de reduclio ou suspensdo da citoquina. Um outro cuidado foi a nfo
utifizacBo de cateteres venosos centrais por seu potencial de risco e complicagdes. No tivemos
também nenhuma complicagio tcom o procedimento da aférese. Oito doadores foram reavatiados
com mais de um ano {mediana de 832 dias), apds a utilizagio do fator de crescimento. Todos
apresentaram hemogramas normais € estavam clinicamente sadios. Existe uma preocupagio em
relacdo & utilizacdo de rh(3-CSF em doadores normais quanto ao aparecimento de alteragbes
hematologicas, incluindo possivel transformacio leucdmica (HASENCLEVER & SEXTRO,
1996). Apesar do procedimento da colheita de CPP ser seguro, uma Gnica aférese em grande
volume, ou varias com volumes variados, estio associadas a um risco de plaquetopemia pela
remogio mechnica das plaquetas para o produto coletado. Plaquetopenias inferiores a 100 x 107/
foram descritas, porém, sem repercussio clinica (BENSINGER et af., 1993; DREGER er al.,
1994; AZEVEDO ef al, 1995, MAJOLING er of., 1995 (B); BACIGALUPQO er gl, 1996,

BANDARENKO ef al., 1996; HARADA ef al., 1996; KORBLING ef al., 1996, MARTINEZ ef

Diseussdo 78



al., 1996, OKAMOTO et al., 1996, URBANO-ISPIZUA ez al., 1996; WALLER e al, 1596).
Nao se pode descartar também o mecanismo de agdo direta do rhG-CSF ou a supressio da
trombopoese secundaria 4 expansdo da granulopoese (LINDEMANN ef ol., 1989; BENSINGER
et al., 1993, ORAMOTO er al., 1996). Todos os nossos doadores apresentaram uma diminuigio
do numero de plaquetas quando comparadas ao perfodo pré aférese. Sete em 18 doadores
(38,8%) apresentaram plaquetopenia abaixo de 100 x 10°4, mas nenhum acompanhado de

complicac@es hemorragicas.

Uma das maiores preccupagdes do transplante alogénico com CPP estd associado 3
possibilidade de um aumento da DECH secundaria 2 infusdo de um grande nimero de linfocitos T
presentes no enxerto. KORBLING er al. (1995) (A) demonstraram que, embora o mimerc de
CD3" nos alo-enxertos periféricos excedessem os da MO em 16,1 vezes, nio houve diferenca
significativa da DECH aguda-em comparagiic aos transplantes com MO. Nio existem dados
clinicos &/ou experimentais que mostrem uma correlacdo entre a ocorréncia de DECH aguda e o
namere de células T tanto em transpiantes com MO quanto em CPP (ATKINSON et al., 1986;
JANSEN et al., 1983; SCHMITZ ¢t af., 1995). A incidéncia relativamente baixa da DECH aguda
nos receptores de CPP alogénicas, apesar da grande quantidade de c€lulas T no enxerto, pode ser
atribuida & 1) uma diferenciacio preferencial de células T helper, induzida pelo thG-CSF, em Ty
mais do que Ty, resultando em enxertos com células Ty relativamente baixas, implicadas na
patogénese da DECH aguda (PAN ef al, 19935); 2) o grande numero de monécitos nos enxertos
de CPP (mais de 2 logs comparado a MO) que suprimem as ¢élulas T (INO ez o/, 1997). Tanto a
polarizagdo Twi - Twy pode enfraquecer, quanto os mondcitos imunossupressores podem morrer

nos primeiros meses apos os transplantes (STOREK ef af., 1997). Esta hipétese é consistente com
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dados mostrando que, embora as contagens de mondcitos e células T sejam maiores nos
receptores de CPP do que nos de MO durante os dois primeiros meses, mais tarde, 0s mondcitos
atingem contagens simifares, quando as células T permanecerdo elevadas nos enxertos de CPP,
comparados aos de MO. Isto pode perdurar por pelo menos seis meses apds o transplante
{OTTINGER ¢t al., 1996). Em nosso estudo, 2 DECH aguda nfe ocorreu com maior fregiiéneia
nem com formas mais graves no grupo dos transplantes com CPP comparados ao da MO,
compardveis, portanto, aos atuais dades da literatura. Com relagfio a freqiiéncia, a DECH crdnica
também ndo foi diferente, porém com uma tendéncia de maior probabilidade no grupo de CPP
( P=0.08). Quando separamos, por gravidade, todos os pacientes avahados com DECH cronica
no grupo da CPP evoluiram em sua forma extensiva, comparado & metade no grupo da MO. Esta
diferenga foi estatisticamente significativa. A DECH crfnica de nove fol mais comum nos
transplantes utilizando CPP, segundo os estudos de MAJOLINO er al. {1996} ¢ STOREK ef al
{1997) mas o mesmo fato nfo ocorreu em nosso estudo, No geral, também nfo encontramos
diferencas nos Orgdos e tecidos acometidos nos dols grupes, com exce¢do de uma maior
incidéncia do comprometimento da mucosa oral no grupo gue recebeu CPP. Dados da literatura
sugerem que, apos os transplantes alogénicos, o grau da DECH crénica nas gléndulas salivares
pode ter importépcia prognodstica. CORREA ef ol (1997) em um estudo realizado em nosso
servico em 45 pacientes que receberam transplante alogénico relacionado HLA-idéntico,
mostraram que o8 pacientes corn lesdes de DECH cronica mais intensas em gléndulas salivares

tinham sobrevida menor.

Os transplantes alogénicos com CPP foram associados a uma alta incidéncia de DECH
crénica (MAJOLINO er al, 1996; STOREK er al, 1997). Por outro lado, a DECH parece estar

associada a um menor risco de recidiva leucémica (SULLIVAN ef al, 1989, SLAVIN ¢t al,
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1990). Portanto, os transplantes alogénicos com CPP, em que esta complicagio parece mais
relevante, poderiam estar associados também a uma baixa incidéncia de recidivas (GLASS ef ol
1997}, KORBLING er al. {1997) relataram uma incidéncia de recidiva de 18% entre 100
receptores de CPP e 40% entre os receptores de MO em 2 anos pos-transplante. Neste estudo,
nés ndo pudemos confirmar esta observagdo de menor incidéncia de recidiva no grupo com CPP.
Trés dos 18 pacientes com CPP recidivaram ou progrediram numa mediana de acompanhamento
de 335 dias, e 2 dos 19 pacientes com MO recidivaram numa mediana de acompanhamento de 631

dias.

No grupo que recebeu CPP, 8/18 pacientes (44,4%) morreram € no grupo da MO, /19
pacientes (47,3%). Trés dos oito pacientes do grupo da CPP morreram, em decorréncia de
recidiva ou progressio precoce da doenca de base. No grupo da MO foram dois em nove
pacientes que faleceram em conseqiéncia da recidiva ou progressio da doenca. As mortes
relacionadas as complicagdes dos transplantes foram 5 em 8 (62,5%) e 7 em 9 (77.8%),
respectivamente, no grupo da CPP e MO. Em que pese um pequeno numero de casos, a maior
freqiéncia da DECH crdnica extensa no grupo da CPP aparentemente nio foi uma causa
freqiiente de mortes, ja que apenas dois em oito 6bitos (25%) foram relacionados a esta

compheagdo, niiniero igual a0 encontrado na MO que foi de dois em nove {22,2%).

Este nosso estudo sugere um aumento dos casos de DECH crdnica nos pacientes
transplantados com CPP, porém um grande nimero de casos precisa ser acompanhado,
prospectivamente, em estudos randomizados e multicéntricos, para determinar se as vantagens da
recuperagiio hematologica mais rapida (BENSINGER et al, 1996) e a provavel reacdo enxerto-

versus-leucemia (GLASS ef al., 1997} poderiam justificar as desvantagens da DECH crénica.
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Outro aspecto que nos parece relevante estd relacionado a qualidade de vida nos pacientes
portadores de DECH crinica. Apesar do desconforto e a necessidade de terapéutica de base para
esta complicagdo, os pacientes tém podido manter uma vida préxima do normal. Deste modo, nio
acreditamos que uma diminuigiio da qualidade de vida possa ser um fator impeditivo no caso dos
transplantes de CPP. Em adigio, nos pacientes comt alto risco de recidiva, o desenvolvimento da
DECH crénica poderia ter um efeito anti-tumoral benéfico (SULLIVAN e7 al | 1989; SLAVIN ef

al, 1990, GLASS et al., 1997, KORBLING ef al , 1997).

No entanto, com a falta de dados definitivos, acreditamos que, neste momento, os
transplantes alogénicos com CPP nfo devam ser utilizados como rotina, exceto em estudos

prospectivos ¢ controlados.
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6. Conclusoes




L. A pega dos enxertos vtilizando CPP ou MO foi similar em ambos os grupos, exceto para 2

recuperagio do nimero de plaquetas que foi estatisticamente mais rapida no grupo da CPP.

2. Houve uma tendéncia de alta hospitalar mais precoce para os pacientes que teceberam

transplante com CPP, porém sem significado estatistico definitivo,

3. Nio houve diferenca em relagio 4 frequéneia, A intensidade e & morbi-mortalidade ligada a

DECH aguda.

4. O estudo estatistico de probabilidade sugere que a grande maioria dos pacientes do grupo
que utilizou as CPP como fonte para o transplante, apresentarda DECH cronica (P=0,08),

com predominio da forma mais extensa (P=0,05).

5. Ndo houve diferenga estatistica quanto a sobrevida global e & sobrevida livre de doenca, em
ambos os grupos. No entanto, estes dados devem ser confirmados por estudos prospectivos,

randomizados e multicéntricos,
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/. Summary




This 1s a prospective, randomized study comparing allogeneic bone marrow (BM)
and peripberal blood progenitor cell (PBPC) transplantation in the treatment of hematologic
malignancies focusing on engraftment, acute and chronic graft versus host disease (GVHD) and
survival. From 23/02/1995 until 16/10/1997, 40 patients recetved HLA identical sibling BM
{(group A) or PBPC (group B). Evaluable patients at the end were 19 (A) and 18 (B). The median
age was 35 (17-56) in A and 29,5 {5-51) in B, respectively (P=0,17). The conditioning regimen
was Bu (16) / Cy (120) in 16 patients in A and 17 patients in B; Bu (16} / Cy (120} / VP-16 (40)
in 3 patients in A and Cy (120) / total boby irradiation (13,2 Gy} in 1 patient in B. The GVHD
prophylaxis was cyclosporin (CSA) / methotrexate in 16 patients in A and 18 patients in B. Three
patients received CSA / Prednisone in A. The donors were treated with G-CSF 10ug/kg/day
during 5 days and the PBPC were harvested in the fifth day in a single apheresis in the majonity of
them, The median content of CD 34 cells x 10% / Kg /receptor was 5,26 (1,19-17,55) in A and
4,71 (1,26-71,61) in B (P=0,40). The median of days for an absolute neutrophil count
(ANC) > 0,5 x 10°1 was 18 (13-30) in A and 16 (11-25) in B (P=0,15). Platelets counts > 20 x
1077 occured at +17 (10-40) in A and +12 (9-36) in B (P=0,01). Median day of hospital discharge
was +26 (18-48) in A and +21 (18-42) in B {F=0,08). The probability of > 2 grade a-GVHD was
19% (A) and 27% (B) (P=0,53). The probability of all grade ¢-GVHD was 70% with BM.
Although the small number in PBPC, our data suggest the great majority will have ¢GVHD
(F=0,08); extensive disease was present in 50% and 100% in A and B, respectively (P=0,05). The
estimates of overall survival {O8) for A and B at 1000 days are 51% and 47% respectively
{P=0,67}, disease free survival (DFS) at 1000 davs are 52% and 58% respectively (#=0,50). In

conclusion, the engraftment was similar for both groups, except for platelet recovery (earlier for
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PBPCY); although no significant, the discharge was earlier for PBPC; there was no difference in
acute GVHD. Our data suggest the great majority in the PBPC group will have ¢-GVHD, and

more extensive disease has been seen in this group. No differences in OS and DFS have seen so

far,
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Apéndices




Apéndice I

Grau da DECH aguda

Gravidade do envolvimento individual de drgios

Pele

+1:  erup¢lio maculopapular envolvendo menos do que 25% da superficie corporal.
+2.  erupgdo maculopapular - 25-50% da superficie corporal.

+3:  eritrodermia generalizada.

+4  entrodermia generalizada com formagdo de bolhas e fregliente descamacio.
Figado

+1; bilirrubinas entre 2 - 3 mg/dl

+2:  bilirrubina entre 3,1 - 6 mg/dl.

+3;  bilirrubina entre 6.1 - 15 mg/dl.

+4:  biltrrubina > 15 mg/dlL

Intestino

+1:  diarréia > 500 ml/dia.

+2.  diarréia > 1000 mi/dia.

+3:  diarréia >1500 ml/dia.

+4: > 2000 mi/dia; ou dor acentuada.



Gravidade da DECH agudo
Graul

* pele+la+2

¢ sem envolvimento intestinal.
* figado nio maior a +1.

¢ sem piora do performance status ou febre.

Grau I
*+ pele+la+3,
* intestino +1 3 +2 efou figado +1 2 +2.

¢+ diminutcdo leve do performance status ou febre.

Grau HI
* pele+2 a+4 e intesting +2 a +4, com ou sem figado +2 a +4.

o diminuiclo acentuada do performance siatus, com ou sem febre.

Gran IV

* gravidade da DECH semelhante ao grau III, com sintomas constitucionais extremos.



Apéndice IT

Doenca do Enxerto contra o Hospedeiro Crénica
Limitada
1. Envolvemento de pele localizada efou

2. Disfungio hepatica devida a DECH

Extensa
i, Envolvimento de pele generalizada, ou
2. Envolvimento de pele localizada e/ou disfungdo hepética devida 8 DECH mais

a. Histclogia hepatica mostrando hepatite crénica agressiva, CHTOSe, OU

L]

b. Envolvimento dos olhos (Teste de Schimer menor do que 5 mum), ou
¢. Envolvimento de glandulas salivares ou mucosa oral demonstrados por biopsia, ou

d. Envolvimento de cutros orgios.
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