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Resumo
Introducao: As células progenitoras periféricas hematopoiéticas (CPHP) ¢ uma das alternativas de
enxerto para a realizacdo de transplante autélogo em criangas, adolescente e adulto jovem portadores
de tumores sélidos e linfomas. Na mobilizacdo, a dose cldssica de G-CSF é 10ug/kg/peso do paciente
SC em dose unica. Acredita-se que doses maiores de G-CSF aplicadas duas vezes ao dia aumentariam
o nimero de CD34+ coletadas com o menor nimero de leucaféreses. A tecnologia atual permite que
seja realizado leucaférese em criangas com baixo peso (<10 kg).
Objetivo: o mote do estudo foi avaliar se o G-CSF na dose de 15ug/kg peso do paciente ao dia e
fracionado em duas doses, 10ug/kg e Sug/kg, diminuiria o nimero de leucaférese realizada para atingir
o minimo de 3x10%kg/peso do paciente de CD34+ quando comparada com G-CSF na dose
convencional, 10ug/kg/peso do paciente em dose Unica.
Métodos: Os pacientes foram divididos em dois grupos. Grupo 10 formado por pacientes que
receberam G-CSF 10ug/kg/peso SC ao dia em dose tnica as 6h e grupo 15 formado por pacientes que
receberam G-CSF 15ug/kg/peso SC ao dia dividido em duas vezes, 10ug/kg SC as 6h e Sug/kg SC as
18h. As leucaféreses foram realizadas em um separador celular automdtico de fluxo continuo com
anticoagulante ACD-A, foram processados 4 volemias em cada leucaférese. Pacientes com < 20 kg
receberam priming de concentrado de hemacias filtradas e irradiadas (CHFI) durante as leucaféreses. A
realizagdo do transplante autélogo ocorreu com o nimero minimo de 3X106/kg/peso de CD34+.
Resultados: Sessenta e cincos pacientes portadores de tumores solidos e linfomas foram avaliados, 39
pacientes receberam 10ug/kg/peso SC ao dia em dose tnica as 6h de G-CSF e 26 pacientes receberam
10ug/kg SC as 6h e Sug/kg SC as 18h de G-CSF. Foram realizadas 146 leucaféreses, 110 (75,3%) no
grupo 10 e 36 (24,7%) leucaféreses no grupo 15. No grupo 10 foi obtido uma mediana de 3 (1-7)

leucaféreses e coletado uma média de 8,89x10°/kg (+ 9,59) de CD34+, o grupo 15 realizou uma
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mediana de 1 (1-3) leucaféreses e coletado uma média de 5,29x106/kg (= 4,95) de CD34+. Uma
diferenca estatistica importante foi o nimero de leucaféreses (p<0,0001). Nenhum paciente apresentou
intercorréncias durante as leucaféreses. Os pacientes que receberam CHFI (<20 kg) ndo apresentaram
hipovolemia nas leucaféreses realizadas.
Concluséo: Para coletar o minimo de 3x10%kg/peso de CD34+, a aplicacdo de G-CSF 15ug/kg/peso
fracionada diminuiu significativamente o nimero de leucaférese realizada.

Mobilizacdo de Células-Tronco Hematopoiéticas. Leucaférese. Fator Estimulador de Colonias de

Granulécitos. Transplante autlogo.
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Abstract
Introduction: The peripheral hematopoietic progenitor cells are a graft choice for performing
autologous transplantation. In the mobilization, the classical dose of G-CSF is 10ug/kg of the patient in
a single dose. There is a theory that higher doses of G-CSF applied twice daily could increase the

number of collected CD34+ cells with a smallest number of leukapheresis.

Objective: The aim of this study is to evaluate if a fractionated-dose of G-CSF at 15ug/kg of patient
may reduce the number of leukapheresis for achieving the minimum target of 3 x 106/kg of CD34+
cells as compared to conventional dose of G-CSF.
Methods: Patients were divided into two groups. Group 10: patients who received a single dose daily of
G-CSF 10ug/kg and Group 15: patients who received twice dose daily of G-CSF 15ug/kg. The
leukapheresis were processed in an automated cell separator. The autologous transplantation happened
when the minimum number of 3x10%kg CD34+ was reached.
Results: Group 10 enrolled 39 patients who received 10pg/kg of G-CSF and group 15 had 26 patients
who received 15png/kg fractionated of G-CSF. There were a total of 146 aphaeresis; 110 (75.3%) in
group 10 and 36 (24.7%) group 15. Group 10 collected a median of 3 (1-7) leukapheresis and a mean
of 8.89 X106/kg (% 9.59) CD34+, whereas group 15 had a median of 1 (1-3) leukapheresis and collected
a mean of 5.29 x106/kg (£ 4.95). The relevant difference statistic was the number of aphaeresis
(p<0.0001).

Conclusion: To collect a minimum target of 3X106/kg of CD34 +, the application of fractionated-dose

of 15png/kg G-CSF decreased significantly the number of leukapheresis performed.

Hematopoietic Stem Cell Mobilization. Leukapheresis. Granulocyte Colony-Stimulating Factor.

Autologous Transplantation.
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1. Introducao

1.1. Hematopoiese

Hematopoiese é o processo de formacgdo, desenvolvimento e maturacdo dos elementos do
sangue a partir de um precursor celular comum e indiferenciado conhecido como célula hematopoiética

pluripotente, unidade formadora de colonia ou stem cell (Abramson, Miller et al. 1977).

Nas primeiras semanas de gestacdo, aproximadamente no 19° dia, o saco vitelino é o principal
local de hematopoiese (Woods 1982). De seis a sete meses de vida fetal, o figado e o bago sdo os
principais 6rgdos envolvidos e continuam a produzir células sanguineas até cerca de duas semanas apds
0 nascimento.

A medula 6ssea (MO) dos ossos chatos, € o local mais importante a partir do sétimo més de
vida fetal e, durante a infancia e a vida adulta, € a uinica fonte de novas células sanguineas (Abramson,
Miller et al. 1977; Woods 1982).

Células em vdrios estdgios de maturidade sdo encontradas na MO, também hd as células mais
jovens, que sdo as precursoras das linhagens de células maduras que formam o sangue, essas células
que sdo denominadas de pluripotentes (Abramson, Miller et al. 1977).

As células pluripotentes representam 0,05% das células nucleadas que constituem a MO, e seu
diferencial é a capacidade de proliferacdo, diferenciacdo e renovagdo por si s6. Destas células
pluripotentes € que surgem as células formadoras de colonias mistas (CFC-M) que por sua vez formam
as células progenitoras formadoras de colonias de granuldcitos/mondcitos (CFC-GM) que sdo as
responsaveis pela produgdo de neutréfilos (Metcalf 1990).

Em estado fisiologico as células progenitora hematopoiética (CPH) estdo em nimero muito

reduzido no sangue periférico, mas quando mobilizadas atingem quantidade suficiente para serem
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coletadas e utilizadas no transplante autélogo de medula 6ssea (TAMO) (Kessinger, Armitage et al.

1988; Williams, Bitran et al. 1990; Berenson, Bensinger et al. 1991).
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Figura 1: Hematopoiese normal em humanos. (Fonte: dominio piiblico)

1.2. Identificacao das células progenitoras periféricas hematopoiéticas

As células progenitoras periféricas hematopoiéticas (CPPH) possuem em sua superficie um
antigeno de superficie denominado CD34+. As células com marcador CD34+ sdo capazes de

reconstituir a MO apds uso de terapia mieloablativa. (Anderlini, Rizzo et al. 2001).



No produto de leucaférese as CPPH podem ser quantificadas pelo numero de colonias de CFC-
GM semeadas em cultura. Esta técnica prediz com seguranga a reconstituicdo hematopoiética apds
quimioterapia. Contudo é um método que demora a fornecer o numero de colonias, leva cerca de 15
dias para liberacdo do resultado. (Juttner, To et al. 1989).

A quantidade de CPPH pode ser determinada por citometria de fluxo. Em uma hora apds a
leucaférese temos o nimero de células CD34+ coletadas (Sutherland, Keating et al. 1994; Keeney,
Chin-Yee et al. 1998; Groto and Noronha 2003). A citometria de fluxo além de rdpida e tdo segura

quanto a cultura de CFC-GM (D'Arena, Musto et al. 1996).

1.3. Transplante aut6logo de medula éssea com CPPH

O uso terapéutico de MO humana vem desde século XIX, na época era usada via oral (VO). O
uso endovenoso (EV) foi aplicado pela primeira vez por Thomas em 1937 nos Estados Unidos e 1959
na Franca, por Mathé (APUD Marques 2000). Nos anos 70 com o entendimento de
histocompatibilidade humana, avan¢o da hemoterapia, a MO humana passou a ser usada como uma

opcao de tratamento (Appelbaum, Herzig et al. 1978).

A coleta de células de MO era realizada através de aspiracdo, pungdes de repeticOes na crista
ilfaca posterior bilateral. Mas € altamente doloroso para o paciente, exigem obrigatoriamente a
internacdo do paciente, uso de anestesia geral e/ou anestesia peridural durante a coleta de MO, podem

causar anemia por grande perda de sangue (Appelbaum, Herzig et al. 1978).

Alguns fatores podem ser impeditivos para a coleta de MO: o paciente pode ndo apresentar

condi¢des clinicas para ser anestesiado, pode haver dificuldade na obtengdo das células da MO por ter a



regido do osso ilfaco e/ou regido proxima a ele sido previamente irradiada e pode ter havido ao

diagndstico infiltracdo da MO pela patologia de base (Appelbaum, Herzig et al. 1978).

Na vida fetal hd a existéncia de células progenitoras periféricas hematopoiéticas (CPPH) que
promovem a producido de MO. Em condig¢des clinicas pré-determinada, por exemplo, mieloablacdo, as
CPPH s@o capazes de repovoar a MO. As CPPH entdo passaram a ser considerada como fonte de MO

(Korbling 1991).

Desde o fim dos anos 80 a utilizacdo de CPPH tem sido o método de coleta de células mais
usado em TAMO, por ser considerado seguro, promove a recuperacao hematopoiética mais rapida, com
menor risco de contaminacdo do enxerto por células neopldsicas quando comparada a coleta por MO
(Anderlini and Champlin 2002).

Para a coleta de CPPH nao ha uso de anestesia geral; e este método de coleta ndo causa anemia,
pois ndo hd perda de sangue (Juttner, To et al. 1989).

Naturalmente temos CPPH circulando no sangue periférico, mas em pequeno numero nio se
conseguindo colher quantidade suficiente de CPPH para que aja reconstituicdo hematopoiética
adequada da MO (Udomsakdi, Lansdorp et al. 1992).

ApOs uso de altas doses de quimioterapia, na recuperacao medular, o nimero de CPPH aumenta
na periferia, mas € transitorio (To, Shepperd et al. 1990).

Obtém se numero suficiente de CPPH no sangue periférico apds quimioterapia em altas doses
combinado com o uso de fatores de crescimento hematopoiético recombinante (FCHR), este fendmeno
€ conhecido como mobilizacdo (To, Shepperd et al. 1990; Udomsakdi, Lansdorp et al. 1992; Demirer,

Buckner et al. 1996).



Um dos fatores de crescimento mais usado € o fator estimulador de colonia de granulécitos (G-
CSF). O uso do G-CSF aumenta significantemente nimero de CPPH circulante (Majolino, Marceno et
al. 1995; Hiura, Murakami et al. 1995).

Sabe-se também que o uso por dias seguidos de G-CSF, com a finalidade de mobilizacdo,
propicia um aumento mais significativo de CPPH circulante conseguindo-se colher, através de
leucaféreses, grande quantidade de células (Boiron, Marit et al. 1993; Marques 2000; Delamain 2004).

O transplante com CPPH mostrou-se eficaz, seguro, com menos risco de contamina¢io por
células neopldsicas, promovendo rdpida recuperacao hematolégica, consequentemente menor periodo
de neutropenia, trazendo menos risco ao paciente e menor custo. (Korbling 1991; D'Arena, Musto et al.
1998; Marques 2000; Anderlini and Champlin 2002; Nervi, Link et al. 2006). Por estas razdes o uso de
transplante TAMO com CPPH cresceu progressivamente.

Na ultima década foram realizados cerca de 32000 transplantes no mundo, tendo CPPH como
fonte de células na sua maioria (Pasquini, Wang et al. 2010). Nos EUA, na populacdo pediitrica
quando indicado transplante de MO, 91% colheram CPPH, e as doencas com maiores indica¢cdes foram
os linfomas e os tumores sélidos (Pasquini, Wang et al. 2010).

O TAMO com CPPH vem sendo utilizado amplamente como forma de tratamento em tumores
solidos e linfomas na crianga, adolescentes e adultos jovens (Reisner and Segall 1995; Ladenstein,
Pearce et al. 1997; Brugieres, Quartier et al. 2000; Castro, Seber et al. 2005; Castro, Mendes, Seber et
al. 2005; Petropoulos and Chan 2005; Juergens, Weston et al. 2006; Kondagunta and Motzer 2006;
Bradley and Cairo 2008; Ladenstein, Potschger et al. 2008; Matthay, Reynolds et al. 2009; Burkhardt,

Reiter et al. 2009; Castro, Brunetto et al. 2011).



1.4. Mobilizacao das células progenitoras periféricas hematopoiéticas

As CPPH que naturalmente circulam no sangue periférico s@o insuficientes para serem
coletadas (Udomsakdi, Lansdorp et al. 1992).

Sob algum tipo de stress a MO sofre um desequilibrio na homeostase, levando a um aumento na
producdo de CPPH, que acabam migrando para o sangue periférico em numero suficiente para serem
coletadas. Esse fendmeno ocorre naturalmente frente a um processo inflamatdrio ou de injuria celular
(Wardyn, Rennard et al. 2008; Van Craenenbroeck, Vrints et al. 2008).

Um maratonista apds o termino da corrida apresenta leucocitose, com ndmero de células
CD34+ aumentadas, isto é decorrente dos altos niveis de G-CSF e de outras citocinas liberadas em
resposta ao esforgo fisico extremo (Bonsignore, Morici et al. 2002; Delamain 2004).

Apesar de este aumento ser pequeno, aproximadamente quatro vezes o basal, transitério (em
poucas horas voltam para os niveis normais) e insuficiente para serem coletadas, mostrou que a
mobilizacdo das CPPH é um fendmeno possivel de ser induzido (Cline and Golde 1977; Barrett,
Longhurst et al. 1978; Marques 2000; Delamain 2004).

O uso de quimioterapia em altas doses combinada com de uso FCHR, reproduziram o descrito
acima (Lapidot and Petit 2002; Cottler-Fox, Lapidot et al. 2003) e promoveram producdo suficiente de

células CD34+ para serem coletadas por aférese e utilizadas em TAMO (Nervi, Link et al. 2006).



1.4.1. Mecanismo da mobilizacao

A mobilizacdo é um arrolamento de células progenitoras hematopoiéticas (CPH) para o sangue
periférico, ap6s o uso de quimioterapia mielosupressora € FCHR. Sendo G-CSF o FCHR mais usado
(Fu and Liesveld 2000).

A mobilizacdo simula o que ocorre fisiologicamente quando, na vigéncia de processo
inflamatério, a MO libera para o sangue periférico as CPH (Fu and Liesveld 2000).

Evidéncias demonstraram que as moléculas de adesdo celular podem estar envolvidas no
processo da mobilizacdo. As células CD34+ mobilizadas por vérios regimes e citoquinas apresentam
reduzida expressdao de certas moléculas de adesdao celular em relacao as CD34+ medulares em
condicdes fisiologicas, com consequente modificagdo da capacidade de adesdo ao estroma medular
(Lund-Johansen and Terstappen 1993).

Fisiologicamente, esta adesividade € responsdvel pela retencdo das células progenitoras
primitiva (CPPI) na MO e, qualquer quebra nesta interag¢do levaria as CPH para o sangue periférico,
caracterizando a mobilizacdo (Lund-Johansen and Terstappen 1993;To, Haylock et al. 1997).

A adesdo das células hematopoiéticas aos elementos estromais € mediado por um nimero de
moléculas de adesdo celular da familia das integrinas B1 e B2 e L-selectinas.

Alteragdes no estado de proliferacdo, nas respostas a FCHR e citoquinas, nos antigenos de
superficie e na expressdo das moléculas de adesdo, estdo envolvidas no processo de mobilizacdo.
(Perey, Peters et al. 1998; Kroger, Zeller et al. 1999; Delamain 2004; Martin- Antonio, Carmona et al.
2011).

Através do marcador CD34+ das CPPH, podemos quantificar as CPH que circulam no sangue

periférico em estado de repouso. Foi demonstrado em cultura, que essas células quando expostas a



citoquinas hematopoiéticas reproduzem-se mais rapido que as células progenitoras (CP) encontrada na
MO.

Este fenomeno foi demonstrado por Bellucci e colaboradores em 1999 (Bellucci, De Propris et
al. 1999), nas CPH CD34+ mobilizadas para o sangue periférico os niveis de L-selectina estdo
aumentados e os niveis de B1, 2 e L-selectinas estdo diminuidos.

Agora as expressoes dos niveis do receptor de fator de stem cell CD117 (c-kit) e do receptor
celular derivado do fator 1 (CXCR4) estdo diminuidos nas CPH CD34+ do sangue periférico
mobilizadas quando comparadas a células CD34+ da MO (Bellucci, De Propris et al. 1999;Nervi, Link
et al. 2006; Martin-Antonio, Carmona et al. 2011).

A BI1, B2 e L-selectinas s@o as moléculas de adesdo celular mais envolvida na adesdo da célula
progenitora a matriz extracelular. As alteragdes das Ble B2 podem resultar na saida da MO de grande
nimero de progenitores hematopoiéticos para o sangue periférico (Bellucci, De Propris et al. 1999;
Nervi, Link et al. 2006; Martin-Antonio, Carmona et al. 2011).

Em 1999 Bellucci e colaboradores (Bellucci, De Propris et al. 1999) demonstraram que apds 5
dias de uso de FCHR, tipo G-CSF, as células CD34+ apresentaram um decréscimo na expressao de 1,
B2 e L-selectina e uma aderéncia diminuida as células estromais, quando comparadas as células
periféricas em situacao fisiologica.

Varios estudos confirmam o demonstrado por Bellucci (Bellucci, De Propris et al. 1999), que
apos uso de fator estimulante de granuldcitos (GSF) h4 alteracao da adesdo das CP ao estroma medular
(Nervi, Link et al. 2006; Jin, Zhai et al. 2008; Martin- Antonio, Carmona et al. 2011).

Todos estes dados demonstram que a mobilizacdo das CPPH, € resultado das alteracoes
citoquinas-induzidas, na fun¢do integrina nas células CD34+ (Jin, Zhai et al. 2008; Martin-Antonio,

Carmona et al. 2011).



Podemos dividir em 4 fases o processo de mobilizagdo:
Fase 1 Iniciacdo.

Fase 2 Amplificacao.

Fase 3 Emigracao.

Fase 4 Adaptacao.

1.4.2. Fases da mobilizacao

1.4.2.1. Fase 1 Iniciacao

O que ocorre na fase 1 (iniciacdo) € a acdo dos agentes mobilizadores, como G-CSF, dando
inicio a mobilizacao.

O G-CSF ¢ a citoquina mais usada na mobilizacdo das CPPH. Sua utilizacdo € segura, eficaz e
com poucos efeitos colaterais, além de ser a citoquina mais potente (Nervi, Link et al. 2006).

As CP mobilizada respondem menos ao fator 1 derivado da célula estromal (SDF-1)
promovendo a locomog¢do das células através do endotélio. Isto ocorre devido a diminuicdo da
capacidade de adesdo estromal, diminui¢do da expressao CXCR4 e diminuicdo das células CD34+ em
fase de maturagdo (Liu, Poursine-Laurent et al. 1997).

Cercam as CPH as células estromais (fibroblastos, adipdcitos, macrofagos e células endoteliais).
Essas células sdo responsdveis pelo sistema de moléculas de adesdo celular. As integrinas, selectinas,
imunoglobulinas e moléculas de proteoglicans sao as principais moléculas de adesdo celular. Este
sistema promove a adesdo celular entre célula-célula-matriz (Fibbe, Pruijt et al. 2000).

Nas CPH como nas células estromais, ha receptores de integrinas. As integrinas sdo
glicoproteinas (o e ) que agem nas interagdes célula-célula, promovendo a migragdo, proliferacdo,

diferenciagdo e apoptose celular (Lataillade, Clay et al. 2000).
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As integrinas, principalmente very late antigen (VLA) 4 e 5 e leukocyte function associated
(LFA) 1, participam do processo de mobilizacdo. A diminui¢do das integrinas altera a adesdo celular
das CPH com a MO, promovendo sua liberacdo para o sangue periférico. O uso de quimioterapia
mieloablativa e citoquinas (G-CSF) no processo de mobilizacdo causa a diminuicdo das integrinas

(Bellucci, De Propris et al. 1999; Fu and Liesveld 2000).

1.4.2.2. Fase 2 Amplificacao

Nesta fase ocorre intensifica¢do da interagao entre CPH, MO (matriz- célula), FCHR, citoquinas
(Fibbe, Pruijt et al. 2000).
H4 também nesta fase intensificacdo e ampliacdo do mecanismo de interagao descrito na fase de

iniciacdo (Bellucci, De Propris et al. 1999).

1.4.2.3. Fase 3 Emigracao

Nos sinusoides, na regido de células de juncdo endotelial e nas dreas em que ha fragilidade de
membrana celular ocorre a fase de emigragao.

Alteragdes na matriz medular, composta por coldgenos, glicoprotéinas, glicoaminocans,
coldgenos e MMP-9, interferem na interagdo MO-sangue periférico, liberando CPH para o sangue
periférico.

A destruigdo de CPH maduras por agentes quimioterdpicos desencadeiam o processo de
mobilizacdo. A matriz extracelular da MO na mobilizacio € degradada pela acdo da MMP-9

(Janowska-Wieczorek, Marquez et al. 1999; Jin, Zhai et al. 2008).
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Esta fase também € caracterizada pela diminuicao de resposta das CPH a agentes quimicos do

estroma, levando a diminui¢do da atividade de adesdo celular a MO e consequentemente liberando as

CPH para o sangue periférico.

1.4.2.4. Fase 4 Adaptacao

As mudangas ocorridas nas fases de mobilizacdo (inicia¢do, amplificacdo e emigracdo) dao

condi¢cdes (adaptacdo) para que as células sobrevivam no sangue periférico (Whetton and Graham

1999; Fu and Liesveld 2000; Jin, Zhai et al. 2008).
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Figura 2: Modelo do processo da mobilizacao (Fonte: Lu and Liesveld, 2000).
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1.4.3. Mobilizacdo de CPPH

1.4.3.1. Mobilizacao de CPPH com quimioterapia

A quimioterapia foi o primeiro mecanismo de mobilizacdo das CPH para o sangue periférico
(Reiffers, Bernard et al. 1986; Korbling 1991).

Apés quimioterapia mielosupressora ou em altas doses ocorre um aumento CPH no sangue
periférico. H4 neste momento quantidade de CPPH para ser coletada e usada, promovendo recuperagao
hematopoiética normal da MO (Kessinger, Armitage et al. 1986; Reiffers, Bernard et al. 1986; Juttner,
To et al. 1988).

Entretanto alguns pacientes, especificamente pacientes com doenca em progressio, MO
infiltrada, irradiados e previamente expostos a agentes alquilantes, falham em responder a
quimioterapia, e ndo conseguem colher nimeros de CPPH suficientes (To, Shepperd et al. 1990).

Outro fator que pode dificultar a coleta de células CD34+ é o fato dos pacientes terem sua
recuperacdo medular em tempos diferentes apds o uso de quimioterapia, ndo havendo maneira de
prever se a coleta de CPPH (To, Haylock et al. 1997).

Com a descoberta dos FCHR, os protocolos com uso exclusivo de quimioterapia
mielosupressora para mobilizacdo foram descontinuado (To, Haylock et al. 1997; Lefrere, Bernard et
al. 1999; Lefrere, Makke et al. 1999).

Socinski em 1988 e Gianni em 1989 (Socinski, Cannistra et al. 1988; Gianni, Siena et al. 1989),
reportaram que a administracdo de G-CSF ou fator estimulante de colonia de granulécitos e mondcitos (GM-

CSF) aumenta em até 1000 vezes o nimero de CPH no sangue periférico na recuperacdo apds quimioterapia

quando comparada com antes do tratamento.
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1.4.3.2. Mobilizacdo de CPPH com citoquinas

Citoquinas sdo proteinas pequenas que mediam e regulam a imunidade, inflamacdo e a
hematopoiese. Elas sdo produzidas em resposta a um estimulo imunolégico. Agem por ligacdao
especifica em receptores de membrana, ativando a via de mensageiros, normalmente uma
tirosinoquinase, modificando a expressdo génica e a fungdo celular, como a proliferacdo, ativacio e
diferenciacdo celular (Nervi, Link et al. 2006; Krzyzanski, Wiczling et al. 2010).

O pico de células CPPH, mesmo usando se diferentes FCHR ocorrem em média ap6s 7-10 dias
de sua aplicacdo didria (Lane, Law et al. 1995; Liu, Poursine-Laurent et al. 1997; Kawano, Watanabe et
al. 1999; Lefrere, Bernard et al. 1999).

O descrito acima nao € equivalente para a quantidade de CPPH mobilizadas, o uso de diferentes
FCHR mobilizam ndmeros diferentes de CPP, muitas vezes mobilizando numero insuficiente de
células CD34+ para utilizacdo no TAMO (Lefrere, Makke et al. 1999; Kroger, Zeller et al. 1999).

O G-CSF € a citoquina disponivel mais potente (Nervi, Link et al. 2006) e a mais utilizada na
mobilizacdo de CPPH (Pasquini, Wang et al. 2010). Em sinergismo com outros fatores de crescimento,
o G-CSF promove uma mobiliza¢do adequada (Anderlini and Champlin 2002; Krzyzanski, Wiczling et
al. 2010).

Com a administra¢do de 10ug/kg/dia de G-CSF por 5 dias consecutivos conseguiu-se coletar >
5x10° de CD34+/kg de peso do receptor, dose considerada suficiente para reconstituir a MO com
rapidez e efici€ncia (Schmitz, Bacigalupo et al. 1996; Anderlini and Champlin 2002; Delamain 2004;

Watanabe, Watanabe et al. 2006).
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A toxicidade do G-CSF € baixa e bem tolerada. Nos doadores de MO sadios a queixa mais
comum ¢ dor dssea leve, iniciando-se apds 2 ou 3 aplicacdes (Anderlini, Przepiorka et al. 1996;
Akizuki, Mizorogi et al. 2000).

Outros efeitos colaterais do G-CSF incluem fatiga, cefaleia e nduseas. Poucos requerem reducao
de dose ou mesmo descontinuidade da droga (Nervi, Link et al. 2006).

A dose classica de G-CSF para mobilizacio tanto em TAMO com CPPH quanto em
transplantes alogénicos € 10ug/kg/peso do paciente ou doador, SC, administrada uma vez ao dia. Dose
considerada eficaz para induzir um grande niimero de CPH para o sangue periférico (Henon, Liang et
al. 1992; Schmitz, Linch et al. 1996; Anderlini and Champlin 2002; Watanabe, Watanabe et al. 2006).

Alguns autores sugerem que doses de 12,5-50ug/kg/dia de G-CSF (filgrastima), e fracionada
em duas aplicacdes didria aumenta o nimero de CD34+ coletadas com menor nimero de leucaférese
(Waller, Bertz et al 1996; Weaver, Birch et al 1998; Engelhardt, Bertz et al. 1999; Kobbe, Sohngen et
al. 1999; Kroger, Zeller et al. 1999).

Em 1999 Kroger e colaboradores (Kroger, Zeller et al. 1999) mostraram o perfil farmacolégico
do G-CSF (filgrastima) administrado em pacientes e doadores. O G-CSF atinge o nivel sérico maximo
entre 2h as 8h apds administracdo via subcutanea (SC), sua meia vida € curta, de aproximadamente 3 a
4h independentemente da via administrada. Entdo considerou se que a aplicacdo de filgrastima uma vez
ao dia poderia ser sub-Gtima.

Estes mesmos autores realizaram um estudo, ndo prospectivo € ndo randomizado comparando
filgrastima na dose de 10ug/kg/peso SC uma vez ao dia com dose de Spug/kg/peso SC duas vezes ao dia
num grupo de pacientes com o mesmo diagndstico, idades e status da doenca comparéveis, tipo de
tratamento pré TAMO semelhantes e alguns foram mobilizados com quimioterapia. Concluiu se que o

grupo de 2x Sug/kg/peso colheu duas vezes mais células CD34+ na primeira leucaférese realizada. E
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também foi maior o nimero de CD34+ no total de aféreses do grupo de 2x Sug/kg/peso e menos
aféreses realizadas neste grupo com mais CD34+ quando comparadas ao grupo de 10ug/kg/peso.

Uma provavel explicagcdo para o aumento de células CD34+ na divisao da dose seria o “timing”
de aplicacdo do G-SCF. Estudo da cinética do pico de CD34+ no sangue periférico apds injecdo de G-
CSF mostrou ser alcancado entre 6 a 12h. Mas o grupo ndo conseguiu confirmar este mecanismo.
Acredita se que haja outros mecanismos envolvidos, porque neste estudo, nos dois grupos a tltima dose

de filgrastima foi administrada de 1 a 2h antes da leucaférese.

1.4.3.3. Mobilizacao de CPPH com quimioterapia e citoquinas

O uso de quimioterapia mielosupressora ou altas doses em associagdo com FCHR (G-CSF) tem
sido usado com sucesso na mobilizagdo de CPPH e reducdo na contaminagao de células neoplasicas. O
uso sequencial de quimioterapia citotoxica seguida da administragdo de G-CSF tém resultado em boas
aféreses (Ravagnani, Siena et al. 1990; Bensinger, Weaver et al. 1995; Watanabe, Kawano et al. 1999;
Marques 2000; Delamain 2004).

Estudo nao randomizado demonstrou claramente o beneficio da mobilizacdo com quimioterapia
e G-CSF quando comparado a citoquinas isoladas (Marques 2000; Delamain 2004; Nervi, Link et al.
20006).

Estes esquemas sdo seguros e bem tolerados com grande capacidade de mobilizagdo e ac@o nas
células neoplésicas (Marques 2000; Delamain 2004; Nervi, Link et al. 2006).

A ciclofosfamida (CY), na mobilizacdo de CPPH, como droga isolada ou em combina¢do com
outros agentes, € a quimioterapia mais utilizada (Burtness, Psyrri et al. 1999). A CY € um farmaco de
amplo espectro com a melhor capacidade mobilizante e apresenta uma correlaciao positiva entre dose e

coleta de CPPH. Doses entre 4 a 7g/m” sdo as de maior capacidade de mobilizacdo (Santini, De Souza
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et al. 1999). Altas doses de CY apresentam até 12 vezes mais CD34+ coletadas (Gianni, Bregni et al.
1992).

Alguns esquemas bem tolerados e também usados sdo: ICE (ifosfamida, carboplatina e
etoposida) (Sureda, Petit et al. 1999), DHAP (dexametasona, adriamicina e cisplatina) (Velasquez,
Cabanillas et al. 1988) e etoposida 2 a 2,5g/m2 (Caracciolo, Gavarotti et al. 1993).

N3ao hé na literatura um consenso sobre qual regime de quimioterapia, e em que dose deve ser
usada para uma mobilizacdo eficaz (Marques 2000; Delamain 2004; Ketterer, Salles et al. 1998; Nervi,

Link et al. 2006; Watanabe, Watanabe et al. 2006).

1.4.3.4. Elementos que dificultam a mobilizacao

Alguns autores sugerem que a doenca de base dificultem a mobilizacdo e a coleta de células
CD34+ (D'Arena, Musto et al. 1998; Weaver, Tauer et al. 1998; Gazitt, Freytes et al. 1999; Sautois,
Fraipont et al. 1999; Marques 2000; Delamain 2004). Os pacientes portadores de neoplasias
hematoldgicas como linfoma de Hodgkin (LH) e linfomas ndo Hodgkin (LNH) tém mais dificuldade de
mobiliza¢do quando comparado aos pacientes portadores de tumores solidos.

Esta dificuldade de coleta dos portadores de linfomas pode estar relacionada com quantidade de
quimioterapia recebida antes da mobilizacdo. Portadores de LH e LNH recebem mais tratamento
quimioterdpico antes do TAMO que os portadores de tumores solidos (D'Arena, Musto et al. 1998;
Weaver, Tauer et al. 1998; Gazitt, Freytes et al. 1999; Sautois, Fraipont et al. 1999; Delamain 2004).

Infiltracdo da MO ao diagndstico ndo € preditivo de insucesso na mobilizacio de CPPH. Se
houver negativacdo da MO, durante o tratamento quimioterdpico, pode se coletar normalmente CPPH

(Tarella, Corradini et al. 1999; Delamain 2004).
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Em adultos foi demonstrado que as mulheres tém menos chances de mobilizarem
adequadamente que os pacientes do sexo masculino. Homens e mulheres t€ém pesos adequados
diferentes, o que poderia explicar a dificuldade das mulheres em mobilizaram (Perea, Sureda et al.
2001; Delamain 2004; Nervi, Link et al. 2006). Nao observado em criancas diferenca de coleta de
CPPH entre os sexos masculino e feminino (Witt, Fischmeister et al. 2001).

A literatura ndo é clara quando a idade. Alguns estudos sugerem que a idade mais avancada
mobilizaria menos CPPH (Nervi, Link et al. 2006). Delamain em 2004 (Delamain 2004) demonstrou
que pacientes com mais de 65 anos mobilizaram CPPH adequadamente.

Nenhum estudo realizado em criancas comprovou a facilidade de mobilizacdo (Kanold, Berger
et al. 1998; Witt, Fischmeister et al. 2001; Nervi, Link et al. 2006).

A composi¢ao dos esquemas quimioterdpicos prémobilizacdo influenciam no nimero de células
CD34+ coletadas, esquemas com agentes alquilantes, fludarabina, mostarda nitrogenada, procarbazina
coletam menos CPPH. Também afetam a mobilizacdo, o periodo entre o diagndstico e o inicio da
coleta, o tempo de recuperagdo pds-quimioterapia mielosupressora, o0 numero de esquemas recebidos
prémobilizacdo, o numero de ciclos realizados, duragdo do tratamento quimioterdpico, doses
acumuladas de melfalano e ciclofosfamida. A irradiacdo prévia também dificulta a mobilizagao.
Valores da: albumina, dos leucécitos, da hemoglobina e do hematdcrito no dia da aférese e
plaquetopenia na €época da mobilizacdo sdo outros fatores que alteram a quantidade de CPPH (Haas,
Mohle et al. 1994; Bensinger, Weaver et al. 1995; Dreger, Kloss et al. 1995; Demirer, Buckner et al.
1996; Watts, Sullivan et al. 1997; Ford, Pace et al. 1998; Ketterer, Salles et al. 1998; Marit, Thiessard
et al. 1998; Moskowitz, Glassman et al. 1998; Perea, Sureda et al. 2001; Delamain 2004; Nervi, Link et
al. 2000).

Alguns autores sugerem que para uma mobilizacdo mais adequada € necessario que ocorra uma

inversdo na relacdo entre CXCR4/VLA-4 e as células CD34+, coleta se mais células CD34+ quando os
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niveis de CXCR4 e VLA-4 sdo menores (Anderlini, Rizzo et al. 2001; Gazitt and Liu 2001; Gazitt,
Shaughnessy et al. 2001; Jin, Zhai et al. 2008). Outro grupo defende que ocorre correlacdo inversa
entre os niveis de SFA-1 plasmaticos e expressdo do CXCR4 na membrana das células CD34+ levando
a uma resposta adequada ao G-CSF. Este mesmo grupo propde que o SFA-1 é fator condicional para a
mobilizacdo do CD34+ para o sangue periférico (Benboubker, Watier et al. 2001; Nervi, Link et al.
2006; Martin-Antonio, Carmona et al. 2011).

Em 2000 Marques (Marques 2000) analisou 41 pacientes apds quimioterapia altas doses e
demonstrou que a recuperagdo leucocitdria precoce pdésquimioterapia anuncia um nimero maior de
CPPH com o menor numero de leucaféreses realizadas. Em 2006 Basquiera (Basquiera, Abichain et al.
2006) encontrou uma forte relacao entre o nimero de CD34+ no sangue periférico com a quantidade de
células CD34+ coletadas, sugerindo iniciar as leucaféreses quando a contagem de CD34+ no sangue

periférico for > 15uL.

1.5. Procedimento para coleta e quantidade de CPPH

1.5.1. Leucaféreses

A coleta de quantidade suficiente de CPPH para se assegurar rdpida e sustentada hematopoiese
apds quimioterapia mieloablativa, requer procedimentos de leucaféreses. As leucaféreses sio iniciadas
assim que hd a recuperacdo dos niveis hematimétricos, leucécitos > 1000 uL, em dias seguidos até
alcancar o nimero de células CD34+ almejado.

O termo hemaférese significa a separacdo e a retencdo de um componente sanguineo, com o
retorno ao doador ou paciente, dos componentes restantes. No caso da leucaférese separa se os

leucocitos (CPPH) do restante dos componentes do sangue. O equipamento usa um sistema de
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circulacdo extracorpdrea, e por movimentos de centrifugacdo separa os diversos componentes do
sangue (Arnaud, Riemersma et al. 1984; Marques 2000).

Os separadores celulares automédtico podem ser de fluxo continuo, de fluxo descontinuo ou por
ciclos. Os equipamentos de fluxo continuo sdo mais modernos e seguros, sendo os mais utilizados
(Marques 2000; Delamain 2004).

A possibilidade de se coletar CPPH por leucaférese foi primeiro demonstrado em individuos
sauddveis por Korling em 1980 (Korbling, Fliedner et al. 1980). E desde entdo passou a ser o método
mais usado nos TAMO (Pasquini, Wang et al. 2010).

Com a tecnologia atual, as leucaféreses podem ser realizadas em criangas muito pequenas € com
baixo peso (<20 kg), conseguindo se colher células CD34+ suficiente para uma recuperacdo medular
completa, apds quimioterapia altas doses de modo seguro (Leibundgut, von Rohr et al. 1995; Takaue,
Kawano et al. 1995; Kanold, Halle et al. 1999; Witt, Fischmeister et al. 2001; Cecyn, Seber et al. 2005;
Fontana, Groebli et al. 2006; Ravagnani, Coluccia et al. 2006; Ginani, Seber et al. 2011).

Processando se grandes volemias nas leucaféreses, procedimento conhecido como leucaférese
de grande volume (LVL), otimizando a quantidade de células CD34+ coletadas num tnico
procedimento quando comparado com leucaférese de baixo volume (LVB) (Gasova, Marinov et al.
2005). As LVL também podem ser processadas em criancas de baixo peso, menor de 10 Kg (Kanold,

Halle et al. 1999; Cecyn, Seber et al. 2005; Fontana, Groebli et al. 2006; Ginani, Seber et al. 2011).

1.5.2. Coleta de CPPH

O momento de iniciar se a coleta de células CD34+ por leucaférese pode ser baseado no tempo
de recuperacdo dos leucdcitos apds quimioterapia, no numero de leucécitos e plaquetas do sangue

periférico e a quantidade de células CD34+ circulando no sangue periférico (Siena, Bregni et al. 1989;
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Kotasek, Shepherd et al. 1992; To, Roberts et al. 1992; Cagnoni and Shpall 1996; Marques 2000;
Delamain 2004). Os leucdcitos e o CD34+ sdo os parametros mais utilizados (Haas, Mohle et al. 1994;
D'Arena, Musto et al. 1997; D'Arena, Musto et al. 1998; Marques 2000; Delamain 2004 ).

A circulacdo aumentada de CD34+ na periferia apds mobilizacdo € curta, portanto ¢é
fundamental que as leucaféreses sejam realizadas neste periodo, visando aperfeicoar a coleta. O pico de
células CD34+ ¢ atingido na recuperacdo da aplasia medular causada pela quimioterapia
mielosupressora ou altas doses (Nadir). Apés o nadir, quando os leucécitos totais atingem 1x10°/uL ha
grande quantidade de células CD34+ para serem coletadas (D'Arena, Musto et al. 1998). Entdo
recomenda se iniciar as leucaféreses quando os leucdcitos atingirem esses valores (Dreger, Marquardt
et al. 1993; D'Arena, Musto et al. 1998;Marques 2000; Delamain 2004).

Foi proposto iniciar a coleta de CPPH quando os leuccitos totais atingirem 1x10*/uL apGs
nadir e o CD34+ no sangue periférico for > 20ul. (Haas, Mohle et al. 1994; D'Arena, Scalzulli et al.
1996; D'Arena, Musto et al. 1997; D'Arena, Musto et al. 1998).

Num estudo com 41 pacientes em 2000 Marques (Marques 2000) e Delamain em 2004
(Delamain 2004) num estudo com 134 pacientes com neoplasias hematolégicas demonstraram que com
1x10*/uL de leucocitos totais e contagem de CD34+ > 10puL no sangue periférico, colhem se CPH
suficientes para plena recuperacdo medular. Ginani e colaboradores em 2011(Ginani, Seber et al.
2011), também usaram CD34+ > 10uL no sangue periférico como pardmetro para iniciar as aféreses
com sucesso.

Com isto a determinac¢do didria de CD34+ no sangue periférico, por citometria de fluxo, apos o
nadir dos leucdcitos na mobilizagdo parece ser a melhor op¢ao para estabelecer o melhor momento para

inicio das leucaféreses.
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1.5.3. Quantidade de células CD34+

H4 forte relacdo entre o numero de células CD34+/kg de peso do pacientes infundidas e
recuperacdo medular. H4 uma recuperacdo hematopoiética mais rdpida e eficaz quanto maior for o
numero de células CD34+ administrada (Bensinger, Weaver et al. 1995; Schwella, Siegert et al. 1995;
Kroger, Zeller et al. 1999; Marques 2000; Delamain 2004; Nervi, Link et al. 2006).

Por este motivo vdrios autores sugerem que o numero de CD34+ a serem colhidas e
posteriormente infundidas seria de 5x10° CD34+/Kg de peso do paciente, para que ocorra plena
reconstituicio da MO (Tricot, Jagannath et al. 1995; Perea, Sureda et al. 2001), entretanto alguns
centros de transplantes consideram o valor de 2x10° células CD34+/Kg de peso do paciente adequado
para que ocorra a recuperacdo medular (Gandhi, Jestice et al. 1999; Marques 2000; Delamain 2004;
Nervi, Link et al. 2006).

O aceitdvel é que os valores minimos de CD34+ fiquem entre 2x10° a 5x10%Kg de peso do
paciente para que haja um enxertamento rdpido, seguro e eficaz apés o TAMO com CPPH (Haas,
Mohle et al. 1994; Korbling, Huh et al. 1995; Passos-Coelho, Braine et al. 1995; Tricot, Jagannath et al.
1995; D'Arena, Musto et al. 1998; Gandhi, Jestice et al. 1999; Marques 2000; Perea, Sureda et al. 2001;

Delamain 2004; Nervi, Link et al. 2006).
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2. Objetivos

Avaliar o nimero de células coletadas de CD34+ para transplante aut6logo em pediatria, com o
uso de G-CSF na dose de 15ug/kg de peso do paciente e fracionada.

Avaliar se a dose de G-CSF 15ug/kg de peso do paciente e fracionada diminuiria o nimero de
leucaférese realizada para atingir o nimero minimo de 3x10°/kg de peso de células CD34+.

Avaliar a efetividade desta dose quando comparada a dose convencional de 10ug/kg de peso do
paciente em dose tnica.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

Foram selecionados para este estudo os pacientes portadores de tumores sélidos ou linfomas de
alto grau que apds tratamento quimioterdpico prévio alcancaram remissdo completa ou parcial e
tiveram indicacdo de mobilizacdo e coleta de CPPH através de leucaféreses para a TAMO como
consolidagdo de tratamento oncolégico. Todos pacientes foram tratados exclusivamente no Centro

Infantil Boldrini (CIB).

Foi um estudo ambispectivo realizado em uma tnica instituicao:

e Andlise retrospectiva de pacientes mobilizados com quimioterapia e G-CSF dose unica.
e Andlise prospectiva de pacientes mobilizados com quimioterapia ¢ G-CSF dose

fracionada.

Ampla explicacdo acerca dos procedimentos de mobilizacdo com G-CSF, leucaférese e coleta
de CPPH foi fornecida aos candidatos e/ou aos responsdveis legais. Termos de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foram obtidos de todos os pacientes e/ou responsaveis legais envolvidos, utilizando

se os impressos de acordo com nossa regulamentagao institucional (Anexo 1).

Este estudo foi realizado segundo os preceitos da Declaracao de Helsinque (2000) e autorizado
e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do CIB (01926012.0.0000.5376).

Os pacientes preencheram os seguintes critérios de elegibilidade:
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3.1.1. Critérios de Inclusao

e Portadores de tumores sdlidos: Neuroblastoma (NB) estadio III alto risco ou estadio IV; Tumor
de células germinativas (TCG) em 2* remissdo completa ou remissdo parcial ou progressao;
Meduloblastoma (Medulo) em 2* remissao completa ou remissdo parcial; Sarcoma de Ewing
(EWING) metastético em 1* remissdo completa ou remissao parcial.

e Portadores de linfomas: LNH 2° remissdo completa ou remissdo parcial e LH 2* remissao
completa ou remissdo parcial.

e Ter até 24 anos de idade na indicagao de TAMO.

e Pacientes tratados com até quatro esquemas quimioterdpicos prévios.

e Mobilizados com quimioterapia e G-CSF.

e Peso igual ou superior a 10 Kg no momento da coleta de CPPH.

e Funcdes cardiaca, hepdtica, renais, pulmonares normais.

e Perfomace status Karnofsky (para pacientes >16 anos) e Lansky (para pacientes < 16 anos) de

60% a 100% (Anexo 2).

3.1.2 Critérios de exclusio

e Serem portadores de segunda neoplasia.
e Sorologia positiva para HIV e Hepatite C.
e Hepatite B em atividade.

e Naio assinatura do TLCE.
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3.1.3. Avaliaciao clinica pré TAMO

e Os dados dos pacientes relativo a data de nascimento, sexo, histérico da doenca, resultados
laboratoriais e resultados de exames de imagens, definindo o status atual da doenca de base,
foram obtidos a partir do atendimento e/ou do prontudrio médico.

e Para definicdo do status da doenga de base pré TAMO foi considerado para os portadores de
LH: biopsia de medula 6ssea bilateral, PET-SCAN e estadiamento clinico seguindo a
classificacdo de Ann Arbor (Anexo 3).

e Para definicdo do statrus da doenca de base pré TAMO foi considerado para os pacientes
portadores de LNH: biopsia de medula 6ssea bilateral, PET-SCAN e estadiamento clinico
seguindo a classificacdo de Murfy (Anexo 3).

e Para defini¢do do status da doenca de base pré TAMO foi considerado para os portadores de
NB: biopsia de medula dssea bilateral, tomografias, caridtipo, biologia molecular (PCR) para N-
myc, cintilografia de corpo inteiro com MIBG e estadiamento clinico seguindo a tabela INSS
(Anexo 3).

e Para defini¢do do status da doenca de base pré TAMO foi considerado para os portadores de
TCG: tomografias, coleta sérica de: beta-HCG, alfa-fetoproteina, CA-125, CEA para definicao
dos locais acometidos.

e Para definicdo do status da doenga de base pré TAMO foi considerado para os portadores de
Meduloblastoma: ressonincia de magnética de cranio, ressondncia de magnética de neuroeixo e
liquor com pesquisa de células neoplasica para estadiamento clinico.

e Para defini¢do do status da doenca de base pré TAMO foi considerado para os portadores de
EWING: biopsia de medula dssea bilateral, caridtipo, biologia molecular (PCR) para t(11:12),
tomografias, cintilografia de corpo inteiro com sestamibi e tecnécio para defini¢do dos locais
acometidos.
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3.2. Métodos

Os pacientes foram divididos em dois grupos denominados 10ug/kg e 15ug/kg.

O grupo 10pg/kg foi formado por pacientes que receberam G-CSF 10ug/kg de peso em dose

unica, entre dezembro de 1998 a dezembro de 2008.

O grupo 15ug/kg foi formado por pacientes que receberam G-CSF 15ug/kg de peso e

fracionada*, entre agosto de 2010 a abril de 2013.

*10ug/kg de peso as 6h e Sug/kg de peso as 18h

3.2.1 Quimioterapia de mobilizacao:

As quimioterapias de mobilizagcdo (EQM) administradas neste estudo foram divididas em dois
grupos: grupo A e grupo B.
O grupo A foi composto por quimioterdpicos associados ao quimioterdpico ciclofosfamida.

O grupo B foi composto por quimioterdpicos sem associagdo ao quimioterdpico ciclofosfamida.

Grupo A
Constituidos pelos esquemas:
1. Ciclofosfamida (CY) — Ciclofosfamida 4g/m2/dia x 1 dia.
2. Topotecan e ciclofosfamida (Topo/CY) - Topotecan O,75mg/m2/dia X 5 dias e
ciclofosfamida 250mg/m2/dia x 5 dias.
3. Ciclofosfamida e etoposida (CY/Vp-16) - Ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x 1 dia e etoposida

4g/m’/dia x 1 dia.
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4. Ciclofosfamida, metotrexato e etoposida (CY/MTX/Vp-16) — Ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x
1 dia, metotrexato 8g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia.
5. Ciclofosfamida e Adriamicina (CY/Adria) - Ciclofosfamida 2,4g/m2/dia x 2 dias e

adriamicina 20mg/m*/dia x 3 dias.

Grupo B:
Constituido pelos esquemas:

1. Ifosfamida, carboplatina e etoposida (ICE) - Ifosfamida 3g/m*/dia x 3 dias, carboplatina
500mg/m*/dia x 1 dias e etoposida 150mg/m*/dia x 3 dias.

2. Taxol, ifosfamida e cisplatina (TIP) - Taxol 175mg/m2/dia x 1 dia, ifosfamida 1,2g/m2/dia X5
dias e cisplatina 20mg/m?*/dia x 5 dias.

3. Ifosfamida, cisplatina, etoposida e doxorrubicina (IFO/P/DOXO/Vp-16) - Ifosfamida
2,5g/m’/dia x 5 dias, cisplatina 40mg/m*/dia x 4 dias, doxorrubicina 10mg/m?/dia x 4dias e
etoposida 125mg/m?/dia x 4 dias.

4. Dexametasona, citarabina e cisplatina (DHAP) - Dexametasona 40mg/dia x 4 dias, citarabina

400mg/m?/dia x 1 dia e cisplatina 100mg/m?*/dia x 1 dia.

Tanto o grupo A quanto o grupo B sdo compostos somente por quimioterdpicos de administracao
EV. Com exce¢do do esquema 2 do grupo A denominado Topo/CY, que foi administrado nos pacientes
no ambulatério de quimioterapia, todos os demais esquemas A e B foram administrados nos pacientes

internados na unidade de transplante de medula ¢ssea do CIB (unidade transplante).
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3.2.2. Esquema de G-CSF

A citoquina de escolha para este estudo, para estimulo das células CD34+, foi o G-CSF

(filgrastima).

Para os pacientes do sistema de saide tnico (SUS) o G-CSF foi retirado, pelo paciente e/ou
responsavel legal, na farmicia de alto custo da secretdria de saide do estado de Sdo Paulo. Para os
pacientes que possuiam convénio médico privado, o G-CSF foi adquirido, pelo setor de compras do
CIB, em distribuidores de produtos hospitalares. Foram utilizadas neste estudo, de acordo com a
disponibilidade da farmdicia de alto custo e das distribuidoras, as seguintes marcas de G-CSF:
Granulokine® (Roche, Barueri, SP, BR), Leucin® (Bergamo, Sdo Paulo, SP, BR.) e Filgrastine®

(Blausiegel, Cotia, SP, BR).

Neste estudo as aplicagcdes do G-CSF deram inicio um dia apés o término da EQM. O G-CSF
foi aplicado SC as 6h, 10ug/kg de peso do paciente em dose dnica no grupo 10ug/kg e no grupo
15pug/kg aplicado, também via SC, 10ug/kg de peso do paciente as 6h e Sug/kg de peso do paciente as
18h e foi mantido, em ambos os grupos, até obtencdo de > 3x106/kg de peso do paciente de CD34+ ou
caracterizacdo de falha de mobilizacdo. A falha de mobilizacdo foi determinada pelo insucesso de
colher o minimo estabelecido de 3X106/kg de peso do paciente de células de CD34+. Nos dois grupos,
as aplicacdes de G-CSF SC foram realizadas na regido periumbilical (abdomen) ou na regido posterior
dos bracos (triceps) ou na face anterior das coxas (quadriceps). A escolha de qual local seria realizado

as aplicagoes de G-CSF SC, dentre as trés regides, ficou a cargo dos pacientes ou responsdveis legais.

Se o local escolhido, pelo paciente ou responsavel legal, apresentou alguma alteragdo, por

exemplo, edema, equimose, hematoma, aumento de temperatura local ou saida de secrecdes, este local
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deixou de ser utilizado e iniciou se um rodizio entre as trés regioes de aplicacdo do G-CSF SC. Todos

os pacientes receberam as aplicacdes de G-CSF SC internados na unidade de transplante.

Figura 3: Locais de aplicacdo do G-CSF

3.2.3. Acesso Vascular

Todo paciente, neste estudo, antes de iniciar o EQM e as leucaféreses de grande volume (LVL)
recebeu um cateter venoso central de duas vias nao totalmente implantavel. O cateter utilizado foi o

cateter tipo Hickman® (BARD, Atlanta, GA, USA) nos pacientes até 30 kg de peso o tamanho do
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cateter foi de 12F, nos pacientes acima de 30 kg de peso o cateter utilizado foi o de 13,5F. O cateter de

Hickman® foi implantado pela cirurgia pedidtrica sob sedacao anestésica no centro cirirgico do CIB.

Figura 4: Cateter de Hickman®

3.2.4. Leucaférese de grande volume (LVL)

As LVL foram realizadas em um separador celular automdtico de fluxo continuo (separador
celular) com anticoagulante ACD-A férmula A (ACD). O ACD € composto por: Citrato de sédio 2H,0:
22¢/1, Glicose H,0: 24,5g/1 e Acido citrico: 7,3g/1, e foi infundido em proporgdo de 1:10 em relagio ao
sangue retirado, sendo esta proporcao reduzida durante o procedimento até 1:16.

Neste estudo foram usando os seguintes separadores celulares: CS3000 Plus® (Fenwall
Laboratories, Deerfield, IL, USA), Cobe-spectra® (Gambro BCT, Lakewood, CO, USA) e Com.tec®

(Fresenius Kabi, Barueri, SP, BR). A escolha do separador celular a ser utilizado na realizacdo das
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LVL foi determinada pela disponibilidade dos mesmos no banco de sangue do CIB. Detalhes do
funcionamento dos separadores celulares no anexo 4.

Como critério para iniciar se a primeira LVL, apds nadir do EQM, estabeleceu se para o grupo
15ug/kg que ocorreria com leucocitos >1x10°/uL. e CD34+ no sangue periférico > 10uL. A primeira
LVL do grupo 10ug/kg ocorreria, também ap6s nadir do EQM, somente com leucocitos >1x10°/uL.

Todos os pacientes receberam durante LVL soro glicosado 5% via EV contendo: Gluconato de
célcio 10%, Sulfato de magnésio 10%, Cloreto de s6dio 20% e Cloreto de potdssio 19,1%. Também
durante LVL os pacientes estavam sob monitorizacio de multiparimetros nio invasivos (frequéncia
cardiaca [FC], pressdo arterial sist€émica [PAS] e saturagdo de oxigénio [S02]). Qualquer alteracdo
nesses parametros interrompeu a LVL imediatamente.

As LVL iniciarem se sempre as 12h. Foram processadas 4 volemias por LVL. O fluxo
sanguineo de retirada variou de 60 a 100 ml por minuto, dependendo do conforto do paciente e
condi¢cdes do cateter. O ACD no sistema do separador celular pode causar hipocalcemia. Durante o
procedimento de LVL, caso o paciente apresentasse sintomas e/ou sinais de hipocalcemia, seria
administrado via EV Gluconato de célcio 10% na dose de 0,2 ml/kg de peso. Se o paciente ndo
atingisse o nimero de células CD34+ minimo, 3x106/kg de peso do paciente, na primeira LVL, deveria
ser submetido a outro procedimento no dia seguinte, independentemente do nimero de leucdcitos e
CD34+ no sangue periférico, com limite de mais duas LVL no grupo 15ug/kg e sem limite de LVL no
grupo 10pg/kg.

Todo paciente com peso entre >10 a < 20 kg recebeu como priming durante LVL concentrado
de hemdcias filtradas e irradiadas* (CHFI) na quantidade de 20 ml/kg de peso, para garantir a
manutencdo da volemia. Todo paciente que apresentava pré LVL com priming hemoglobina (Hb) < 8,0

g/dL, ao fim do procedimento o CHFI foi devolvido.
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Caso os pacientes menores de 3 anos de idade, permanecessem agitados durante o
procedimento, poderia ser aceito o uso de Hidrado de cloral 20% (200mg/ml) 50 a 100mg/kg de peso
VO. Dose preconizada pelo o manual de procedimentos da unidade de terapia intensiva (UTI) do CIB.

* Componentes irradiados com 20 Gy de acordo com o protocolo do Hemocentro da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP), adotado pelo CIB.
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Figura 5: Separador celular automatico de fluxo continuo
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3.2.4.1. Controle laboratorial apos LVL

3.2.4.1.1. Hb e plaquetas pés LVL

Ap6s cada LVL foi realizado dosagem de sérica de Hb e plaquetas. Foi estabelecido que
transfusdes de concentrado de plaquetas filtradas e irradiadas* (CPFI) e CHFI ocorreriam
profilaticamente quando o ndmero de plaquetas fosse <10x10°/uL e o Hb <8,0g/dL. Se o paciente
apresentasse instabilidade hemodinamica e/ou sangramento apds LVL, seriam transfundidos com CPFI
e/ou CHFI independentemente dos valores de plaquetas e Hb encontrados p6s LVL.

O equipamento utilizado para dosagem sérica de Hb e plaquetas foi o contador automadtico para
hemograma SYSMEX® XS 1000i (Roche, Barueri, SP, BR).

* Componentes irradiados com 20 Gy de acordo com o protocolo do Hemocentro da UNICAMP,

adotado pelo CIB.

3.2.4.1.2. Dosagem sérica de eletrolitos apés LVL

Ao fim de cada LVL do grupo 15ug/kg foi colhido dosagem sérica de cdlcio (Ca), magnésio
(Mg), fésforo Pi), sédio (Na) e potdssio (K). Reposicdo via EV foi realizada todas as vezes que os
niveis dos eletrdlitos estavam abaixo dos parametros de normalidade, independentemente de
sintomatologia. Foram utilizados os pardmetros de normalidades do laboratério de andlise clinicas do
CIB: Ca 8,4 a 10,0mg/dL, Mg 1,61 a 2,61mg/dL, Pi 2,7 a 4,5mg/dL, Na 136 a 145mEg/L e K 3.5 a
5.1mEqg/L. As reposigdes seguiram o preconizado no manual de procedimentos da UTI do CIB.

Os eletrdlitos foram dosados no equipamento COBAS® Integra 400 plus (Roche, Barueri, SP,

BR). O grupo 10ug/kg ndo realizou coleta de eletrélitos pés LVL.
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3.2.5. Cuidados de suporte

Durante EQM todos pacientes receberam soro glicosado 5% (3000ml/m?) via EV contendo:
Gluconato de cédlcio 10%, Sulfato de magnésio 10%, Cloreto de s6dio 20% e Cloreto de potéssio
19,1%, e antieméticos via EV (metoclopramida, ondansetrona e dimenidrinato).

Paciente que apresentou mucosite do trato gastro intestinal (TGI) apés EQM foi prescrito
morfina 0,07 a 0,15mg/kg de peso do paciente de 4/4h e bochechos em cavidade oral com soro
fisiol6gico 0,9% 10ml gelado, livre demanda.

Na neutropenia febril, apés EQM, foram colhidas hemoculturas do sangue periférico e das duas
vias do cateter de Hickman®, e prescrito cefepima via EV 8/8h (pacientes com < 40 kg de peso
50mg/kg/dose e 2,0g/dose pacientes com > 40 kg de peso), vancomicina via EV 6/6h (pacientes com <
40 kg de peso 10mg/kg/dose e 500mg/dose pacientes com > 40 kg de peso). Se apds 72h a febre
persistiu ou positividade de hemocultura, foram trocados os antibidticos ou ajustado de acordo com o
antibiograma do agente isolado. Caso o paciente permanecesse febril por 6 dias, apesar da troca ou
ajuste de antibidtico, foi realizada tomografia de corpo inteiro e prescrito anfotericina B desoxicolato
Img/kg/peso do paciente via EV 1 vez ao dia. Neste estudo ndo foi utilizado nenhum antibiético
profilatico ou antifiingico.

Pacientes em uso de vancomicina e/ou anfotericina B desoxicolato e durante todo periodo febril
tiveram seu nimero de plaquetas mantidos em > 20x10°/uL. Todo paciente que teve seu nimero de
plaquetas <10x10*/uL foi transfundido com CPFI, pacientes com > 10 a < 20 kg de peso receberam V4
de CPFI, > 20 a < 40 kg de peso receberam Y2 CPFI e > 40 kg de peso receberam 1 CPFI. Na
ocorréncia de qualquer fendmeno hemorragico, independentemente dos nimeros de plaquetas, os
pacientes foram transfundidos com CPFI, na realizacdo de procedimentos invasivos se o nimero de

plaquetas estivesse < 50x10°/uL, os pacientes também foram transfundidos com CPFI.
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Quando o nivel de Hb abaixou para <8,0g/dL, os pacientes receberam CHFI, paciente com > 10
a <40 kg de peso receberam 20 ml/kg de peso do paciente de CHFI, os pacientes com > 40 kg de peso

receberam 2U CHEFI (1U= ~ 400 ml).

3.2.6. Analise de CHHP

A porcentagem de células CD34+ foi determinada por citometria de fluxo, seguindo técnica
padrao de Sutherland (Sutherland, Keating et al. 1994). As amostras dos pacientes e dos produtos
foram diluidas para obtencdo de 3x10° células e incubadas em tubos Falcon contendo anticorpos
monoclonais especificos, durante 30 minutos em camara escura. A marca¢cdo ocorreu adicionando se
anticorpo monoclonal CD14+ conjugado a FITC (Bento & Dickinson, San Jose, CA, USA),
simultaneamente com anticorpo IgG1 conjugado a PE (Bento & Dickinson, San Jose, CA, USA). No
tubo CD34 adicionou se anticorpo monoclonal CDI4/FITC e o anticorpo monoclonal
CD34HPCAZ2/P2. Apds a incubagdo, foi adicionada solucdo tampao lisante de células vermelhas em
cada tubo e deixada a temperatura ambiente por 15 minutos, sendo lavadas duas vezes com tampao
PBS em centrifuga (Palo Alto, CA, USA) a 1800 rpm por 10 minutos, a células foram suspensas em
solu¢do tampao PBS e analisadas no citometro de fluxo BD Facscalibur® (BD, Franklin Lakes, NJ,

USA).

Para a realizagdo do transplante autdlogo definiu-se o nimero minimo de 3x106/kg de peso do

paciente de células CD34+.
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3.3. Analise estatistica

Foi feita andlise descritiva de todas as varidveis envolvidas e posteriormente aplicaram-se os
testes chi-quadrado ou Fisher, se adequado, nas varidveis categéricas, enquanto nas continuas aplicou-
se o teste t-student para comparar as médias entre os grupos 10ug/kg e 15ug/kg, considerando como
significativo o p< 0,05. O software estatistico usado foi SPSS (Statistical Package Social Sciences)

version 21.0.
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4. Resultados

Cinquenta e trés pacientes receberam 10ug/kg de peso de G-CSF entre dezembro de 1998 a dezembro
de 2008, esses pacientes constituiram o grupo denominado grupo 10ug/kg, 14 pacientes foram
excluidos da andlise: 8 pacientes mobilizaram somente com G-CSF, 1 paciente tinha 29 anos de idade e

5 pacientes apresentaram falha de mobilizacao.

Entre agosto de 2010 e abril de 2013, 35 pacientes receberam 15ug/kg de peso de G-CSF
fracionada, esses pacientes formaram o grupo denominado grupo 15ug/kg, 9 pacientes foram excluidos

por apresentarem falha de mobilizacdo.

Foram analisados neste estudo 39 pacientes pertencentes ao grupo 10ug/kg e 26 pacientes

pertencentes ao grupo 15ug/kg.

4.1. Caracteristicas dos pacientes

4.1.1. Caracteristicas dos pacientes do Grupo 10ug/kg

Dos 39 pacientes analisados no grupo 10ug/kg, 25 (64,10%) pacientes eram portadores de
linfomas e 14 (35,89%) portadores de tumores sélidos. Vinte e trés (58,97) pacientes eram do género
masculino e 16 (41,02%) pacientes do género feminino, 32 (82,05%) pacientes eram da raca branca e 7

(17,94%) pacientes da raga nao branca e apresentou mediana de idade de 6,5 anos (1-22 anos).

A mediana do numero de ciclos de quimioterapia recebida no grupo 10ug/kg prémobilizagdo foi

de 2 ciclos (1 a 3 ciclos).
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Vinte (51,28%) pacientes irradiaram prémobiliza¢do. A radioterapia ndo influenciou o numero

de leucaféreses realizadas e numero de células CD34+ coletadas.

As caracteristicas dos pacientes do grupo 10ug/kg estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes do grupo 10ug/kg

Variaveis Grupo 10ug/kg
Género: Masculino - n(%) 23 (58,97)
Feminino - n(%) 16 (41,02)
Raca: Branco - n(%) 32 (82,05)
Nao branco - n(%) 07 (17,94)
Idade - mediana / variacao
Grupo 12,0(1-20)
Linfoma 12,5(6-18)
LH 13,0(7-18)
LNH 12,0(6-14)
Tumor solido 11,0(1-20)
TCG 11,5(1-20)
NB 02,0(1-12)
Medulo 10,0(7-15)
Ewing 10,5(8-13)
Diagnéstico
Linfoma- n(%) 25(64,10)
LH -n(%) 19(48,71)
LNH - n(%) 06(15,38)
Tumor sélido- n(%) 14(35,89)
TCG-n(%) 06(15,38)
NB - n(%) 03(7,69)
Medulo - n(%) 03(7,69)
Ewing - n(%) 02(5,12)
Radioterapia — Sim - n(%) 20(51,28)
Linfoma- n(%) 18(46,15)
LH -n(%) 18(46,15)
LNH - n(%) 0
Tumor sélido- n(%) 02(5,12)
TCG-n(%) 0
NB - n(%) 0
Medulo - n(%) 02(5,12)
Ewing - n(%) 0
Nao —n(%) 19(48,72)
Qt prévias - mediana / variacio 02(1-3)

Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor sélido: TCG: Tumor de
células germinativas, NB: Neuroblastoma; Medulo: Meduloblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing. Qt:
Ciclos de quimioterapia prémobilizagao.
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4.1.2. Caracteristicas dos pacientes do Grupo 15ug/kg

Dos 26 pacientes analisados no grupo 15ug/kg, 22 (84,61%) pacientes eram portadores de
tumores solidos e 4 (15,38%) portadores de linfomas. Treze (50%) pacientes eram do género masculino
e 13 (50%) pacientes do género feminino, 20 (76,92%) pacientes eram da raga branca e 6 (23,07%)

pacientes da raca ndo branca e apresentou mediana de idade de 6,5 anos (1-22 anos).

A mediana do nimero de ciclos de quimioterapia recebida no grupo 15ug/kg prémobilizagado foi

de 2 ciclos (1 a 4 ciclos) e cinco (19,23%) pacientes irradiaram prémobilizacgao.

As caracteristicas dos pacientes do grupo 15ug/kg estido descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes do grupo 15ug/kg

Variaveis Grupo 15pg/kg
Género: Masculino - n(%) 13(50,0)
Feminino - n(%) 13(50,0)
Raca: Branco - n(%) 20(76,92)
Nao branco - n(%) 06(23,07)
Idade - mediana / variacao
Grupo 6,5(1-22)
Linfoma 17,5(1-22)
LH 20(18-22)
LNH 14(11-17)
Tumor sélido 5,5(1-22)
TCG 18,5(15-22)
NB 04(1-15)
Ewing 09(6-11)
Diagnéstico
Linfoma- n(%) 04(15,38)
LH -n(%) 02(7,69)
LNH - n(%) 02(7,69)
Tumor solido- n(%) 22(84,61)
NB - n(%) 14(53,84)
Ewing - n(%) 06(23,0)
TCG-n(%) 02(7,69)
Radioterapia — Sim - n(% ) 05(19,23)
Linfoma- n(%) 03(11,53)
LH-n(%) 02(7,69)
LNH - n(%) 01(3,84)
Tumor solido- n(%) 02(7,69)
NB - n(%) 01(3,84)
Ewing - n(%) 01(3,84)
TCG-n(%) 0
Nao —n(%) 21(80,76)
Qt prévias - mediana / 02(1-4)
variacao

Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor sélido: TCG:
Tumor de células germinativas, NB: Neuroblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing. Qt:
Ciclos de quimioterapia prémobilizagao.
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4.1.3. Comparacio entre os pacientes dos grupos 10ug/kg e 15ug/kg

Nao h4 diferenca estatistica entre os grupos 10ug/kg e 15ug/kg quanto ao género (p=0,61) e
raca (p=0,75). O grupo 15ug/kg € estatisticamente mais jovem quanto a idade (p=0,0I) e também
estatisticamente possui maior quantidade de pacientes portadores de tumores sélidos (p<0,0001). Os
pacientes do grupo 10ug/kg irradiaram mais prémobilizacdo que o grupo 15ug/kg, com diferenca
estatistica (p<0,01). Devido ao numero muito pequeno de pacientes irradiados no grupo 15ug/kg nao
foi possivel comparar se esta diferenca estatistica influenciou o numero de leucaféreses realizadas e o

numero de células CD34+ coletadas entre os grupos.

Entre os grupos nao hd diferenca estatistica (p=0,30) quanto ao numero de ciclos de
quimioterapia recebido prémobilizacdo, e o numero de quimioterapias recebidas ndo influenciou o

numero de leucaféreses realizadas e o numero de células CD34+ coletadas.

As caracteristicas dos pacientes do grupo 10ug/kg e 15ug/kg grupo estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas dos pacientes dos grupos 10ug/kg e grupo 15pg/kg

Variaveis Grupo 10ug/kg Grupo 15ug/kg p-value
Género: Masculino - n(%) 23 (58,97) 13(50,0) p=0,61
Feminino - n(%) 16 (41,02) 13(50,0)
Raca: Branco - n(%) 32 (82,05) 20(76,92) p=0,75
Nao branco - n(%) 07 (17,94) 06(23,07)
Idade - mediana / variacio p=0,01
Grupo 12,0(1-20) 6,5(1-22)
Linfoma 12,5(6-18) 17,5(1-22)
LH 13,0(7-18) 20(18-22)
LNH 12,0(6-14) 14(11-17)
Tumor sélido 11,0(1-20) 5,5(1-22)
TCG 11,5(1-20) 18,5(15-22)
NB 02,0(1-12) 04(1-15)
Medulo 10,0(7-15) 0
Ewing 10,5(8-13) 09(6-11)
Diagnéstico p<0,0001
Linfoma- n(%) 25(64,10) 04(15,38)
LH - n(%) 19(48,71) 02(7,69)
LNH - n(%) 06(15,38) 02(7,69)
Tumor soélido- n(% ) 14(35,89) 22(84,61)
TCG-n(%) 06(15,38) 02(7,69)
NB - n(%) 03(7,69) 14(53,84)
Medulo - n(%) 03(7,69) 0
Ewing - n(%) 02(5,12) 06(23,0)
Radioterapia — Sim - n(%) 20(51,28) 05(19,23) p<0,01
Linfoma- n(%) 18(46,15) 03(11,53)
LH - n(%) 18(46,15) 02(7,69)
LNH - n(%) 0 01(3,84)
Tumor sélido- n(%) 02(5,12) 02(7,69)
TCG-n(%) 0 0
NB - n(%) 0 01(3,84)
Medulo - n(%) 02(5,12) 0
Ewing - n(%) 0 01(3,84)
Nao —n(%) 19(48,72) 21(80,76)
Qt prévias - mediana / variacio 02(1-3) 02(1-4) p=0,30

Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor sélido: TCG: Tumor de células
germinativas, NB: Neuroblastoma; Medulo: Meduloblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing. Qt: Ciclos de
quimioterapia prémobilizacdo.
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4.2. EQM

4.2.1. EQM administrados no grupo 10pg/kg

Vinte e trés (58,97%) pacientes do grupo 10ug/kg receberam o grupo A e 16 (41,02%)

pacientes receberam o grupo B.

A de distribuicdo dos EQM administrado no grupo 10ug/kg estd descrita na tabela 4.

Tabela 4: EQM administrados no grupo 10pg/kg

EQM Grupo A Grupo B
Total n(%) 23(58,97) 16 (41,02)
Diagnéstico

Linfoma- n(%) 19(48,71) 06(15,38)
LH -n(%) 14(35,89) 05(12,82)
LNH - n(%) 05(12,82) 01(2,56)
Tumor solido- n(%) 04(10,25) 10(25,64)
TCG- n(%) 0 06(15,38)
NB - n(%) 0 03(7,69)
Medulo - n(%) 02(5,12) 01(2,56)
Ewing - n(%) 02(5,12) 0

EQM: esquema quimioterapico de mobilizacio.

Grupo A: CY (ciclofosfamida 4g/m%/dia x 1 dia), Topo/CY (Topotecan 0,75mg/m*/dia x 5 dias e ciclofosfamida
250mg/m*/dia x 5 dias), Ciclo/Vp-16 (ciclofosfamida 4-7g/m*dia x 1 dia e etoposida 4g/m%dia x 1 dia),
Ciclo/MTX/Vp-16 (ciclofosfamida 4-7g/m?/dia x 1 dia, metotrexato 8g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia) e
Ciclo/Adria (ciclofosfamida 2,4g/m”*/dia x 2 dias e adriamicina 20mg/m*/dia x 3 dias) Grupo B: ICE (ifosfamida
3g/m’/dia x 3 dias, carboplatina 500mg/m*/dia x 2 dias e etoposida 150mg/m*/dia x 3 dias), TIP (Taxol 175mg/m*/dia x
1 dia, ifosfamida 1,2g/m2/dia x 5 dias e cisplatina ZOmg/mZ/dia X5 dias/), IFO/Vp-16 (ifosfamida 2,5g/m2/dia x 5 dias,
cisplatina 40mg/m*/dia x 4 dias. doxorrubicina 10mg/m?*/dia x 4dias e etoposida 125mg/m*dia x 4 dias), DHAP
(dexametasona 40mg/dia x 4 dias, citarabina: 400mg/m”/dia x 1 dia e cisplatina 100mg/m*/dia x 1 dia).
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4.2.2. EQM do grupo 15ug/kg

Vinte e dois (84,61%) pacientes do grupo 15ug/kg receberam o grupo A e 4 (15,38%) pacientes

receberam o grupo B.

A distribui¢do dos EQM administrado no grupo 15ug/kg esta descrita na tabela 5.

Tabela 5: EQM administrados no grupo 15pg/kg

EQM Grupo A Grupo B
Total n(%) 22(84,61) 04 (15,38)
Diagnéstico

Linfoma- n(%) 03(11,53) 01(3,84)
LH -n(%) 02(7,69) 0
LNH - n(%) 01(3,84) 01(3,84)
Tumor solido- n(%) 19(73,07) 03(11,53)
TCG- n(%) 0 02(7,69)
NB - n(%) 13(50,00) 01(3,84)
Medulo - n(%) 0 0
Ewing - n(%) 06(23,07) 0

EQM: esquema quimioterapico de mobilizacio.

Grupo A: CY (ciclofosfamida 4g/m%dia x 1 dia), Topo/CY (Topotecan 0,75mg/m*dia x 5 dias e ciclofosfamida
250mg/m*/dia x 5 dias), Ciclo/Vp-16 (ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia), Ciclo/MTX/Vp-
16 (ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x 1 dia, metotrexato 8g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia) e Ciclo/Adria (
ciclofosfamida 2,4g/m?/dia x 2 dias e adriamicina 20mg/m?/dia x 3 dias. Grupo B: ICE (ifosfamida 3g/m*dia x 3 dias,
carboplatina 500mg/m?/dia x 2 dias e etoposida 150mg/m?*dia x 3 dias), TIP (Taxol 175mg/m*dia x 1 dia, ifosfamida
1,2g/m%dia x 5 dias e cisplatina 20mg/m*dia x 5 dias), IFO/Vp-16 (ifosfamida 2,5g/m*dia x 5 dias, cisplatina
40mg/m*/dia x 4 dias. doxorrubicina 10mg/m?/dia x 4dias e etoposida 125mg/m?/dia x 4 dias), DHAP (dexametasona
40mg/dia x 4 dias, citarabina: 400mg/m*/dia x 1 dia e cisplatina 100mg/m*/dia x 1 dia).

48



4.2.3. Comparaciao dos EQM entre os grupos 10ug/kg e 15pg/kg

O grupo A e o grupo B foram muito bem tolerados pelos pacientes dos grupos 10ug/kg e do grupo

15ug/kg. Nenhum EQM nos grupos 10ug/kg e 15ug/kg, teve sua administracdo suspensa.

No grupo 15ug/kg foi mais administrado o grupo A, com diferenca estatistica (p=0,03),
entretanto esta diferenga estatistica ndo influenciou o numero de leucaféreses realizadas e o numero de

células CD34+ coletadas.

A distribui¢ao dos EQM administrado nos grupos 10ug/kg e 15ug/kg estio descrita na tabela 6.

Tabela 6: EQM administrados nos grupo 10ug/kg e 15ug/kg

Grupo 10ug/kg Grupo 15ug/kg
EQM Esquema A Esquema B Esquema A Esquema B p-value
Total n(%) 23(58,97) 16 (41,02) 22(84,61) 04 (15,38) P=0,03
Diagnéstico
Linfoma- n(%) 19(48,71)  06(15,38) 03(11,53) 01(3,84)
LH - n(%) 14(35,89)  05(12,82) 02(7,69) 0
LNH - n(%) 05(12,82) 01(2,56) 01(3,84) 01(3,84)
Tumor sélido- n(%)  04(10,25) 10(25,64) 19(73,07) 03(11,53)
TCG- n(%) 0 06(15,38) 0 02(7,69)
NB - n(%) 0 03(7,69) 13(50,00) 01(3,84)
Medulo - n(%) 02(5,12) 01(2,56) 0 0
Ewing - n(%) 02(5,12) 0 06(23,07) 0

EQM: esquema quimioterapico de mobiliza¢ao.

Grupo A: CY (ciclofosfamida 4g/m?*dia x 1 dia), Topo/CY (Topotecan)0,75mg/m*/dia x 5 dias e ciclofosfamida 250mg/m*dia x 5 dias,
Ciclo/Vp-16 (ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia), Ciclo/MTX/Vp-16 (ciclofosfamida 4-7g/m*/dia x 1 dia,
metotrexato 8g/m*/dia x 1 dia e etoposida 4g/m*/dia x 1 dia) e Ciclo/Adria (ciclofosfamida 2,4g/m*/dia x 2 dias e adriamicina 20mg/m?*/dia x 3
dias). Grupo B: ICE (ifosfamida 3g/m*dia x 3 dias, carboplatina 500mg/m*dia x 2 dias e etoposida 150mg/m*dia x 3 dias), TIP (Taxol
175mg/m*/dia x 1 dia ifosfamida 1,2g/m*/dia x 5 dias e cisplatina 20mg/m?*dia x 5 dias’), IFO/Vp-16 (ifosfamida 2,5g/m*dia x 5 dias,
cisplatina 40mg/m?/dia x 4 dias, doxorrubicina 10mg/m?*dia x 4dias e etoposida 125mg/m?*/dia x 4 dias), DHAP (dexametasona 40mg/dia x 4
dias, citarabina: 400mg/m*/dia x 1 dia e cisplatina 100mg/m?dia x 1 dia).
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4.3. G-CSF

Todos os pacientes toleraram bem as aplicagdes do G-CSF, nenhuma aplicagdo foi suspensa ou
reduzida, tanto no grupo 10ug/kg quanto no grupo 15ug/kg. Nenhum paciente, de ambos os grupos,
apresentaram hematomas e/ou edemas nos locais de aplicacdes SC do G-CSF. Cinco (12,82%)
pacientes do grupo 10ug/kg e 2 (7,69%) do grupo 15ug/kg apresentaram dor dssea leve durante o uso

de G-SCF.

4.4. Acesso Vascular

Nenhum paciente, tanto do grupo 10ug/kg quanto do grupo 15ug/kg, apresentaram

complicagdes na colocagdo do cateter de Hickman®.

Quatro (6,15%) pacientes tiveram mau funcionamento do cateter de Hickman® durante a LVL.
Um (2,56%) paciente do grupo 10ug/kg e 1 (3,84%) paciente do grupo 15ug/kg tiveram o tempo da
LVL prolongado, devido ao mau funcionamento do cateter. Dois (7,69%) pacientes do grupo 15ug/kg,
ndo conseguiram coletar o minimo 3X106/kg de peso de células CD34+ por mau funcionamento do

cateter acoplado a maquina de aférese.

Os pacientes que tiveram o tempo de LVL prolongado ndo apresentaram nenhuma complicagao,

nem mesmo sinal e/ou sintoma de hipocalcemia.
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4.5. LVL

4.5.1. LVL do grupo 10ug/kg

Cento e dez LVL foram realizadas no grupo 10ug/kg, com mediana de 3 LVL (1-7 LVL)

realizadas, coletando se uma mediana de 5,79x10%kg (0,3-45 x10°/kg) de células CD34+.
A tabela 7 mostra as LVL realizadas no grupo 10ug/kg.

Tabela 7: LVL realizadas no grupo 10ug/kg

LVL 1 LVL 2LVL 3LVL 4 LVL SLVL 7 LVL
Pacientes- n(%) 4(10,25%) 15(38,46%) 10(25,64%) 6(15,38%) 3(7,69%) 1(2,56%)
LH- n(%) 2(5,12%)  10(25,64%)  5(12,80%) 2(5,12%)

LNH- n(%) 2(5,12%) 2(5,12%) 2(5,12%)

TCG- n(%) 1(2,56%)  2(5,12%) 1(2,56%) 1(2,56%) 1(2,56%)

NB - n(%) 1(2,56%) 1(2,56%) 1(2,56%)
Medulo - n(%) 1(2,56%) 1(2,56%) 1(2,56%)

Ewing %) 1(2,56%) 1(2,56%)

LVL: Leucaféreses de grande volume; 1 LVL: Uma LVL realizada; 2 LVL: Duas LVL realizadas; 3 LVL: Trés LVL realizadas; 4 LVL: Quatro LVL
realizadas; 5 LVL: Cinco LVL realizadas e 7 LVL: Sete LVL realizadas; Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor s6lido:
TCG: Tumor de células germinativas, NB: Neuroblastoma; Medulo: Meduloblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing.

No grupo 10ug/kg, nenhum paciente apresentou complicacdes durante a leucaférese, nao
observado hipovolemia nas criangas com peso < 20 kg e 2 (5,12%) pacientes apresentaram parestesia

leve durante LVL.

Quinze (38,46%) pacientes do grupo 10ug/kg apresentavam plaquetas <50x10°/uLL
préleucaférese, ndo observado, nesses pacientes, nenhum tipo de sangramento ocorreu durante ou apds

LVL.
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Nenhum paciente deste grupo recebeu CPFI ou CHFI pdésleucaférese e trés (7,69%) pacientes
receberam priming de CHFI durante leucaférese. O tempo médio de duracdo das LVL foi de 4h (2 as

6h).

4.5.2. LVL grupo 15pug/kg

Trinta e seis LVL foram realizadas no grupo 15ug/kg, com mediana de 1 LVL (1-3 LVL)

realizada, coletando se uma mediana de células CD34+ de 4,40x10°kg (0,6-27,8x10%/kg).

A tabela 8 mostra as LVL realizadas no grupo 15ug/kg.

Tabela 8: LVL realizadas no grupo 15ug/kg

LVL 1LVL 2LVL 3LVL
Pacientes- n(%) 17(65,38%) 8(30,76%) 1(3,84%)
LH- n(%) 1(3,84%) 1(3,84%)

LNH- n(%) 2(7,56%)

TCG- n(%) 1(3,84%) 1(3,84%)

NB - n(%) 12(46,15%) 2(7,69%)

Ewing - n(%) 1(2,56%) 4(15,38%) 1(3,84%)

Leucaféreses de grande volume; 1 LVL: Uma LVL realizada; 2 LVL: Duas LVL realizadas e 3 LVL: Trés LVL realizadas;
Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor sélido: TCG: Tumor de células germinativas, NB:
Neuroblastoma; Medulo: Meduloblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing.

No grupo 15ug/kg, nenhum paciente apresentou complicacOes durante a leucaférese, ndo
observado hipovolemia nas criancas com peso < 20 kg e nenhum paciente apresentou parestesia

durante LVL.
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Dezessete (65,38%) pacientes do grupo 15ug/kg apresentavam plaquetas <50x10°/uL
préleucaférese, nenhum tipo de sangramento ocorreu durante ou apdés a LVL e apenas 1 (3,84%)

paciente recebeu CPFI ap6s LVL.

Nenhum paciente deste grupo recebeu CHFI pésleucaférese, 11 (42,30%) pacientes receberam
priming de CHFI durante leucaférese e 5 (19,23%) pacientes repuseram Ca EV apés LVL. O tempo

médio de duracdo das LVL foi de 4h (2 as 6h).

Um (3,84%) paciente deste grupo teve sua 2* LVL interrompida devido ao mau funcionamento

do separador celular.

4.5.3. Comparacao das LVL entre os grupos 10ug/kg e 15ug/kg

Cento e quarenta e seis LVL foram realizadas neste estudo, 110 LVL no grupo 10ug/kg e 36
LVL no grupo 15ug/kg. Nos grupos 10ug/kg e 15ug/kg, nenhuma crianga < 3 anos de idade recebeu

Hidrado de Cloral 20% durante LVL.
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A tabela 9 mostra as LVL realizadas no grupo 10ug/kg e 15ug/kg.

Tabela 9: LVL realizadas nos grupos 10ug/kg e 15ug/kg

LVL 1 LVL 2LVL 3LVL 4 LVL SLVL 7 LVL
Pacientes- n(%) 21(32,30%) 23(35,38%) 11(16,92%) 6(9,23%) 3(4,61%) 1(1,53%)
LH- n(%) 3(4,61%) 11(16,92%)  5(7,69%) 2(3,07%)

LNH- n(%) 2(3,07%) 2(3,07%) 2(3,07%) 2(3,07%)

TCG- n(%) 2(3,07%) 3(4,61%) 1(1,53%) 1(1,53%)  1(1,53%)

NB - n(%) 12(18,46%) 3(4,61%) 1(1,53%)  1(1,53%)
Medulo - n(%) 1(1,53%) 1(1,53%) 1(1,53%)

Ewing - n(%) 1(1,53%) 4(6,15%) 2(3,07%) 1(1,53%)

LVL: Leucaféreses de grande volume; 1 LVL: Uma LVL realizada; 2 LVL: Duas LVL realizadas; 3 LVL: Trés LVL realizadas; 4 LVL: Quatro LVL
realizadas; 5 LVL: Cinco LVL realizadas e 7 LVL: Sete LVL realizadas; Linfomas: LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; Tumor sélido:

TCG: Tumor de células germinativas, NB: Neuroblastoma; Medulo: Meduloblastoma e Ewing: Sarcoma de Ewing.

Quando comparamos os grupos, encontramos diferenca estatistica no niimero de LVL realizadas

(p<0,0001), o grupo 15ug/kg realizou menos LVL que o grupo 10ug/kg, no numero de células CD34+

coletadas (p=0,02), o grupo 15ug/kg coletou mais células CD34+ que o grupo 10ug/kg (Figuras 6 e 7).

Quinze (38,46%) pacientes do grupo 10u/kg e 17 (65,38%) pacientes do grupo 15u/kg

apresentavam plaquetas <50x10*/uL, o grupo 15u/kg é mais plaquetopénico (p=0,01) que o grupo

10u/kg.
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Total de afereses

I I
10uglkglpeso de G-CSF 154glkglpeso de G-CSF

Figura 6: Total de leucaféreses realizadas no grupo 10p/kg e 15ug
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Figura 7: Quantidade de células CD34+ coletadas no grupo 10u/kg e 15u/kg

Ao agruparmos os casos de CD34+ no sangue periférico (=10 ou <10 pL) pré-leucaférese com
nimero de células de CD34+ coletadas (=>3,0 ou <3,0X106/kg) observou-se uma distribuicao

estatisticamente significativa (tabela 10).

Tabela 10: Células CD34+ coletadas versus CD34+ préleucaférese

CD34+c CD34+ <10 CD34+>10 X*
<3,0x10° 9 22 0,04
>3,0 x 10° 3 31

CD34+c= Células CD34+ coletadas por kg de peso; CD34+<10 ou >10= CD34+no sangue periférico por pl.
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5. Discussao

Neste estudo temos duas populacdes distintas quanto ao diagndstico. O grupo 10ug/kg foi
constituida predominante por pacientes portadores de LH e LNH, enquanto o grupo 15ug/kg
constituida por pacientes portadores de tumores sélidos, principalmente pacientes com NB. Os
protocolos que os pacientes do grupo 10ug/kg seguiram durante o tratamento oncolégico no CIB
indicavam TAMO principalmente para pacientes com linfomas, com passar dos anos estudos
mostraram os beneficios do TAMO para outras patologias, como por exemplo, para pacientes
portadores de neuroblastoma em primeira remissao e para pacientes portadores de sarcoma de Ewing
(Bradley and Cairo 2008; Ladenstein, Potschger et al. 2008; Matthay, Reynolds et al. 2009; Burkhardt,

Reiter et al. 2009; Ladenstein, Potschger et al. 2010; Castro, Brunetto et al. 2011).

Também temos neste estudo duas populacdes distintas quanto a idade, o grupo 15ug/kg é mais
novo quando comparado com o grupo 10ug/kg. O fato do grupo 15ug/kg ser constituido
principalmente por pacientes portadores de neuroblastoma explica essa diferenga, o neuroblastoma é

muito comum na primeira infancia (Odone, Eustdquio et al. 1983).

O nimero de quimioterapia recebida prémobilizacdo, tem sido analisado em alguns estudos
como fator negativo, quanto mais quimioterapia recebida pelos pacientes prémobilizacdo, coleta se
menos células CD34+. Isto ndo foi observado neste estudo, o numero de ciclos de quimioterapia
prémobilizacdo ndo influenciou o numero de leucaférese realizada e quantidade de células CD34+
coletadas (Dreger, Kloss et al. 1995; Ravagnani, Coluccia et al. 2006; Bini-Antunes, Carvalhais et al.

2006).

Pelo fato do grupo 10ug/kg ser formado por um ter¢o de pacientes portadores de linfomas,

explica porque este grupo irradiou mais prémobilizacdo. O tratamento oncologico prevé radioterapia
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nos campos envolvidos pelo linfoma. A literatura sugere que a radioterapia prévia a mobilizacdo traria
dificuldades para coletar se numero adequado de células CD34+ coletadas (Demirer, Buckner et al.
1996; Goldschmidt, Haas et al. 1997). Apesar do grupo 10ug/kg ter recebido mais radioterapia, isto niao
aumentou o numero de leucaféreses realizadas e ndo afetou quantidade de células CD34+ coletadas.
Devido ao numero reduzido de pacientes irradiados no 15ug/kg nao foi possivel realizar a comparagao

entre 0s grupos.

A idade dos pacientes tem sido avaliada por alguns autores como uma possivel influéncia
positiva na coleta de células CD34+, pacientes com menos idade coleta se mais células CD34+
(Kanold, Berger et al. 1998; Witt, Fischmeister et al. 2001; Nervi, Link et al. 2006). A maioria das
criancas com menos de 5 anos de idade do grupo 15ug/kg colheram o numero minimo de células
CD34+ com uma leucaférese, corroborando com a literatura. Mas por outro lado, esta facilidade de
mobiliza¢do poderia estar ligada ao fato, como sugere alguns estudos, que pacientes portadores de
tumores solidos tém capacidade de mobilizagdo maior que os pacientes portadores de linfomas
(D'Arena, Musto et al. 1998; Weaver, Tauer et al. 1998; Gazitt, Freytes et al. 1999; Sautois, Fraipont et
al. 1999). Compativel com a literatura, no grupo 10ug/kg os pacientes portadores de linfomas
realizaram na sua grande maioria duas a trés leucaféreses para alcancar o numero minimo de células

CD34+.

Apesar de Rowlings (Rowlings, To el al. 1992) demonstrar que a ciclofosfamida em altas doses
aumentava o numero de células CD34+ periféricas circulantes € Marques (Marques, 2000) mostrar no
seu estudo, que a ciclofosfamida foi um potente mobilizador, no nosso estudo ndo encontramos
diferengas quanto ao numero de células CD34+ coletada quando comparado com doses convencionais
de ciclofosfamida ou mesmo com os esquemas de mobilizacdo sem ciclofosfamida. Sabe se que cada

N

paciente pode responder de uma maneira a mobilizacio e que mais parametros podem afetar
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negativamente, como idade na ocasido da mobilizacdo, o tempo entre o diagndstico e a coleta,
plaquetopenia na época da mobilizacdo e muitos outros fatores citados na literatura (Dreger, Kloss et

al. 1995; Delamain 2004; Nervi, Link et al. 2006; Ravagnani, Coluccia et al. 2006).

Com este estudo, ndo conseguimos definir, qual o regime mais efetivo e a intensidade adequada
dos quimioterdpicos de mobilizacdo, fato compativel também com a literatura (Velasquez, Cabanillas

et al. 1988; Ketterer, Salles et al. 1998; Marques, 2000; Castro, Brunetto et al. 2011).

Os esquemas de quimioterapia de mobilizacdo, tanto o grupo A e quanto o grupo B, foram
muito bem tolerados pelos pacientes, mesmo os pacientes que receberam o esquema quimioterdpico de
mobiliza¢do com ciclofosfamida altas doses (4—7g/m2) (Kroger, Zeller et al. 1999).

Nenhum paciente teve aplicagdes de G-CSF suspensas ou reduzidas, também nao apresentaram
nenhum sinal flogistico nos locais de aplicac@o. Sete pacientes, cerca de 10%, apresentaram dor dssea
leve com o uso de G-CSF, este é o efeito colateral mais comum descrito na literatura (Anderlini,
Przepiorka et al. 1996; Akizuki, Mizorogi et al. 2000; Watanabe, Watanabe et al. 2006).

O priming com concentrado de hemdcias filtradas e irradiadas, em criangas abaixo de 20 kg,
permitiu que a leucaférese de grande volume fosse realizada com seguranga e sem complicagdes. Dois
pacientes apresentaram parestesia leve, secunddria ao uso do anticoagulante do separador celular,
durante realizacao de leucaférese, que foi rdpida e plenamente revertida com o gluconato de calcio 10%
endovenoso Kanold, Halle et al. 1999; Witt, Fischmeister et al. 2001; Cecyn, Seber et al. 2005).

Os problemas relacionados ao cateter de duas vias ndo totalmente implantado, foram poucos,
somente cerca de 6% dos pacientes tiveram mau funcionamento do cateter, indice abaixo do
encontrado na literatura (Dreger, Kloss et al. 1995; Marques, 2000; Bini-Antunes, Carvalhais et al.

2006; Fontana, Groebli et al. 2006). O que muito contribui para esse dado, € que no Centro Infantil
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Boldrini hd um grupo de cateter, formado por enfermeiros especializados em manipulagdo de cateteres.

Enfermeiros que ndo fazem parte do grupo de cateter nao podem manusear os cateteres.

Com excecdo de uma leucaférese (1/146), que foi interrompida na metade, os separadores
celulares funcionaram adequadamente, ndo havendo necessidade de qualquer ajuste técnico nas demais
leucaféreses realizadas. O tempo da leucaférese foi bem tolerado, inclusive com as criangcas menores de
5 anos. Também ndo houve queixas dos pacientes que tiveram o tempo de processamento aumentado
por mau funcionamento do cateter e esses pacientes niao apresentaram sinal e/ou sintoma de
hipocalcemia secundéria ao anticoagulante (Cecyn, Seber et al. 2005; Fontana, Groebli et al. 2006;

Ravagnani, Coluccia et al. 2006; Ginani, Seber et al. 2011).

Apesar da plaquetopenia encontrada nos grupos, principalmente no grupo 15ug/kg, nenhum tipo
de sangramento ocorreu durante e apds as leucaféreses realizadas. Apenas um paciente do grupo
15ug/kg, foi transfundido com concentrado de plaquetas filtradas e irradiadas apds leucaféreses.
Alguns estudos demonstraram que pacientes em uso de G-CSF sao mais plaquetopénicos (Faber E, R.
Pytli'k et al. 2006; Spiel, Bartko et al. 2011).

O namero de leucdcitos absolutos >1x10°/uL. e CD34+ no sangue periférico > 10uL, usados
concomitantemente, mostraram ser bons parametros para iniciar a primeira leucaférese, principalmente
o CD34+ no sangue periférico > 10uL. Entretanto o uso de CD34+ no sangue periférico > 10uL ndo

deve ser exclusivo (Marques 2000; Delamain 2004; Ginani, Seber et al. 2011).

O grupo 15pg/kg (G-CSF 15pg/kg de peso do paciente e fracionada) diminuiu o nimero de
leucaférese realizada para obter se o nimero minimo estabelecido de 3X1()6/kg de peso do paciente de
células CD34+, e embora se tenha determinado o maximo de 3 leucaféreses neste grupo, a mediana foi
de uma leucaférese. Apenas um paciente fez 3 leucaféreses, enquanto cerca de 65% atingiram o alvo
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com apenas uma leucaférese. Por conseguinte, nos indica que a dose fracionada possui uma eficicia

que precisa ser avaliada mais detalhadamente na populacio pedidtrica.

Apesar da dose de G-CSF 15ug/kg de peso, usada no grupo 15ug/kg, ser 50% maior que a dose
convencional, esta dose promoveu uma reducdo de no custo da mobilizacao, pois foi necessario menos
leucaférese realizadas para coletar se o minimo de células CD34+. Uma leucaférese custa
aproximadamente R$ 2500, o grupo 15ug/kg realizou em média uma leucaférese contra trés
leucaférese realizadas, em média, do grupo 10ug/kg. Para um pais em desenvolvimento como o nosso,
a reducao de custo num procedimento de alta complexidade, custeado pelo SUS, € muito importante.

Esta dose do G-CSF 15ug/kg de peso e fracionada precisa ser avaliada em outros centros
transplantadores pedidtricos de medula 6ssea para ser consolidada como a dose a ser usada na

mobilizacdo de células CD34+ em pacientes oncoldgicos.
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6. Conclusao

O niimero de células CD34+ coletadas para transplante autélogo em pediatria com o uso de G-
CSF na dose de 15ug/kg de peso do paciente e fracionada foi 26% maior quando comparada com a

dose convencional de 10ug/kg de peso do paciente em dose tnica.

A dose de G-CSF 15ug/kg de peso do paciente e fracionada diminuiu em 50% ndmero de
leucaférese realizada para atingir o nimero minimo de 3x10°kg de peso de células CD34+ quando

comparada com a dose convencional de 10ug/kg de peso do paciente em dose tnica.

A dose de 15ug/kg de peso do paciente e fracionada € mais eficaz quando comparada a dose

convencional de 10ug/kg de peso do paciente em dose tnica.
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8. Anexos

8.1. Termo consentimento livre e esclarecido

,w__a-

Boldrini

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA TMO AUTOLOGO

RECEPTOR(A) MAIOR DE IDADE

Eu, autorizo a equipe médica do
CENTRO INFANTIL BOLDRINI, sob a coordenacdo da Dra. Katia Aparecida de Brito Eid, realizar em minha pessoa um
TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO PERIFERICAS E/OU MEDULA OSSEA, estando plenamente
informado das minhas condig¢des clinicas atuais, da necessidade do uso de fatores de crescimento para a coleta das células-
tronco periféricas, dos riscos que tal procedimento naturalmente encerra (alguns, eventualmente fatais) e de que ndo
existem, no momento, outras op¢des terapéuticas superiores ao transplante de medula dssea em relagio as chances de cura e
duragdo da sobrevida livre de doenca, para minha
moléstia:

Foram discutidos comigo os detalhes do procedimento, as drogas que serdo utilizadas, os efeitos colaterais esperados e a
possibilidade da ocorréncia de efeitos indesejaveis inesperados. Foram salientados: 1) a ocorréncia certa de um quadro
transitério de APLASIA MEDULAR durante o qual o nimero dos leucdcitos e das plaquetas se reduzird a niveis criticos,
causando necessidade de transfusdes de sangue e risco de infecgdes e hemorragias potencialmente graves, que s6 cessara
quando a medula dssea transplantada comegar a funcionar, cerca de 3 a 4 semanas apds o transplante; 2) a ocorréncia de
EFEITOS TOXICOS, na sua grande maioria transitérios, mas eventualmente graves e/ou fatais a curto ou longo prazo,
provocados pelos medicamentos administrados, principalmente sobre figado, pulmdes, pele, rins e vias urindrias, tubo
digestivo e sistema nervoso, que foi abordada com detalhes, assim como as medidas adequadas ao seu tratamento; 3) a
possibilidade de FALHA ou INSUFICIENCIA DE PEGA DO ENXERTO. Discutiu-se a possibilidade da ocorréncia de
efeitos colaterais a longo prazo, provocados pelo procedimento e medicamentos administrados, e dentre eles foram
enfatizados a ESTERILIDADE e o aumento da chance de se adquirir OUTRAS DOENCAS MALIGNAS, mesmo que varios
anos apos o transplante.

Também se discutiu o progndstico de minha doenga e as opgdes terapéuticas alternativas ao transplante, estando eu
consciente de que, embora o transplante seja a alternativa que ofereca mais chances de cura, a ocorréncia de uma recidiva de
minha doenga é possivel, e NAO EXISTEM GARANTIAS DE CURA. Todas as minhas perguntas foram adequadamente
respondidas, e minhas duividas esclarecidas; a opcdo do transplante € de minha inteira responsabilidade, foi tomada de modo
consciente, voluntdrio e com a participa¢do dos meus familiares mais préximos, além disso autorizo o uso dos dados do meu
prontudrio em trabalhos, teses, artigos e Registros Nacionais e/ou Internacionais.

OBS Complementares:

Campinas, / /

Telefone pesquisador: 37875087/37875000
Telefone CEP-Boldrini: 37875001
N°01926012.0.0000.5376
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA TMO AUTOLOGO

RECEPTOR (A) MENOR DE IDADE

Eu, , autorizo a equipe
médica do CENTRO INFANTIL BOLDRINI, sob a coordenacdo da Dra. Katia Aparecida de Brito Eid, realizar no(a)
menor: um

TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO PERIFERICAS E/OU MEDULA OSSEA, estando
plenamente informado das condi¢des clinicas atuais do(a) receptor(a), da necessidade do uso de fatores de
crescimento para a coleta das células-tronco periféricas, dos riscos que tal procedimento naturalmente encerra
(alguns, eventualmente fatais) e de que nio existem, no momento, outras op¢des terapéuticas superiores ao
transplante de medula éssea em relagdo as chances de cura e duracdo da sobrevida livre de doenca, para a
moléstia do(a) receptor(a): .
Foram discutidos comigo os detalhes do procedimento, as drogas que serdo utilizadas, os efeitos colaterais
esperados e a possibilidade da ocorréncia de efeitos indesejaveis inesperados. Foram salientados: 1) a ocorréncia
certa de um quadro transitério de APLASIA MEDULAR durante o qual o nimero dos leucécitos e das plaquetas
se reduzird a niveis criticos, causando necessidade de transfusdes de sangue e risco de infec¢cdes e hemorragias
potencialmente graves, que sé cessard quando a medula dssea transplantada comegar a funcionar, cerca de 3 a 4
semanas apés o transplante; 2) a ocorréncia de EFEITOS TOXICOS, na sua grande maioria transitérios, mas
eventualmente graves e/ou fatais a curto ou longo prazo, provocados pelos medicamentos administrados,
principalmente sobre figado, pulmdes, pele, rins e vias urindrias, tubo digestivo e sistema nervoso, que foi
abordada com detalhes, assim como as medidas adequadas ao seu tratamento; 3) a possibilidade de FALHA ou
INSUFICIENCIA DE PEGA DO ENXERTO. Discutiu-se a possibilidade da ocorréncia de efeitos colaterais a
longo prazo, provocados pelo procedimento e medicamentos administrados, e dentre eles foram enfatizados a
ESTERILIDADE e o aumento da chance de se adquirir OUTRAS DOENCAS MALIGNAS, mesmo que VvArios
anos ap0s o transplante.

Também se discutiu o prognéstico da doenga do(a) receptor(a) e as opgdes terapéuticas alternativas ao
transplante, estando eu consciente de que, embora o transplante seja a alternativa que ofereca mais chances de
cura, a ocorréncia de uma recidiva da doenca é possivel, e NAO EXISTEM GARANTIAS DE CURA.Todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidas, e minhas diividas esclarecidas; a op¢ao do transplante € de
minha inteira responsabilidade, foi tomada de modo consciente, voluntirio e com a participagdo dos meus
familiares mais proximos, além disso autorizo o uso dos dados do prontudrio, planilhas e questiondrios
preenchidos em trabalhos, teses, artigos e Registros Nacionais e/ou Internacionais.

OBS Complementares:

Campinas, / /

Telefone pesquisador: 37875087/37875000
Telefone CEP-Boldrini: 37875001
N° CAAE 01926012.0.0000.5376
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Pesquisador:Katia Aparecida de Brito Eid

Titulo: Mobilizacdo e coleta de CD34+ para transplante autdlogo de células progenitoras periféricas
hematopoiéticas em pediatria. Andlise de duas doses diferentes do GCSF.

Instituicao: Centro Infantil de Investigacdes Hematolégicas Dr.Domingos A Boldrini

Versao: 2

CAAE: 01926012.0.0000.5376

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Niumero do Parecer: 58239

Data da Relatoria: 22/06/2012

PROJETO DE PESQUISA

Area Temitica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagndsticos novos (fases I, II e III) ou ndo
registrados no pais (ainda que fase IV), ou quando a pesquisa for referente a seu uso com modalidades,
indicacdes,doses ou vias de administracdo diferentes daquelas estabelecidas,incluindo seu emprego em
combinagdes.

Alguns tumores pedidtricos (neuroblastoma, tumores de células germinativas, sarcomas e linfomas) utilizam
como tratamento quimioterapia em altas doses com resgate de células de progenitora periférica hematopoiética
(CPPH) As CPPH sio capazes de restaurar plenamente a hematopoise apds esquemas quimioterapicos
mieloablativos. O regime quimioterdpico, para a mobilizacdo de CPPH, mais eficaz ainda ndo foi estabelecido,
mas sabe se que as CPPH sao influenciadas por nimero de tratamentos quimioterdpicos prévios a utilizacdo

da CPPH. Outras modalidades terapéuticas,como radioterapia previa, também influenciam na coleta de CPPH.
Apresentacao do Projeto:

Avaliar a resposta terapéutica frente ao uso do G-CSF na dose de 15 mcg/kg de peso, e fracionada (10 mcg/kg de
peso as 4h e Smcg/kg de peso as 16h). Objetivo Secunddrio: Identificar fatores preditivos para a eficiéncia da
coleta de CPPH. Avaliar o nimero de CPPH coletadas, em uso de G-CSF, e a relacio com o numero de aféreses
e os dias para recuperagdo medular. Comparar os dadoshematoldgicos pré- e pds-leucaférese.

Objetivo da Pesquisa:

O beneficio € o maior numero de CD34+ coletado, menor numero de aférese realizada. Nao ha risco novo,
apenas os ja existentes nos esquemas de mobilizacdo e transplante de medula 6ssea autdlogo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

As CPPH sao capazes de restaurar plenamente a hematopoiese apds esquemas quimioterapicos

mieloablativos. O uso previo de G-CSf na mobilizacdo aumenta o nimero de CD34+ coletado.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Consideracoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
TCLE adequado.
Recomendacgoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Aprovado

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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8.1.1. Termo de consentimento para coleta de CPP

QW
Y

UNICAMP

Termo de Consentimento informado para coleta de CPP

HEMOCENTRO UNICAMP
DIVISAQ DE HEMOTERAPIA

SECAO DE PROCEDIMENTOS ESPECIALIZADOS

TERMO DE CONSENTIMENTO

, portador {(a) do RG W°

consinto com o procedimento de doagfico de componentes sangiiineos por

método de aférese em equipamento de fluxo continuo a que serei submetido (2) no dia de hoje.

Declare ainda que me foi explicado por acerca da necessidade de

anti-coagulagic com solucio de citrato de sédio, bem como os sintomas gue o procedimento

podera ocasionar.

Campinas, ___de de 19

assinatura do paciente ou responsavel
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8.2. Performace status

8.2.1. Karnofsky Performace status

¢ 100% - normal, sem queixas, sem sinais de doenca

¢  90% - capaz de atividade normal, poucos sinais ou sintomas de doenga

¢ 80% - atividade normal com alguma dificuldade, alguns sinais e sintomas

o 70% - capaz de cuidar de si proprio, incapaz de atividade normal ou trabalho

e 60% - necessidade de alguma ajuda, capaz de cuidar da maioria das necessidades proprias
¢ 50% - frequentemente necessita de ajuda, necessita de atencdo médica frequente

e 40% - incapaz, necessita de cuidado especial e ajuda

e 30% - gravemente incapaz, admissdo hospitalar indicada mas sem risco de morte

e 20% - muito doente, necessidade de admissio imediata e medidas de suporte ou tratamento
¢ 10% - moribundo, répida progressao para doenca fatal

e 0% - morte.

8.2.2. Lansky Performace status

e 100% = Fully active, normal

e 90% = Minor restrictions in physically strenuous activity

e 80% = Active, but tires more quickly

e 70% = Both greater restriction of, and less time spent in, play activities

e 60% = Up and around, but minimal active play; keeps busy with quieter activities

e 50% = Gets dressed but lies around much of the day; no active play; able to participate in all quiet
play and activities

e 40% = Mostly in bed; participates in quiet activities

e 30% = In bed; needs assistance even for quiet play
e 20% = Often sleeping; play entirely limited to very passive activities

e 10% = No play; does not get out of bed 5% = Unresponsive 0% = Dead
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8.3. Estadiamento

8.3.1. Classificacao de Ann Arbor

Estadio I: adenopatia em uma regiao linfonodal;

Estadio II: duas ou mais regioes linfonodais, mas do mesmo lado do
diafragma;

Estadio III: acometimento de ambos os lados do diafragma;
Estadio IV: envolvimento de medula dssea;
“e” indica doenca extra linfatica (por exemplo, acometendo figado);
“s” indica acometimento do baco.

“B” presenca de sintomas como febre, perda ponderal >10%, sudorese.

8.3.2. Classificacao de Murfy

ESTADIO 1 Um tnico tumor (nodal ou extranodal),
com excecao do mediastino e abdémen.

ESTADIO II Um ou mais tumores (nodais ou
extranodais) do mesmo lado do diafragma.
Tumor abdominal primério totalmente
ressecado.

ESTADIO III Dois ou mais tumores (nodais ou
extranodais), acima e abaixo do
diafragma. Tumor primério de mediastino.
Tumor abdominal irressecavel, podendo
ter comprometimento dos linfonodos
paraadrticos, retroperitoneais e ascite.
Tumor paraespinhal ou epidural
independente de outras localizagdes. 24

ESTADIO IV Qualquer um dos acima descritos com
infiltracdo de SNC e/ou medula dssea.
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8.3.3. Tabela INSS

Tabela 1: DEFINICAO DO PROTOCOLO POR GRUPO DE RISCO

Estadio Idade Status Histologia Ploidia Grupo de Registro Inicial
INSS MYCN Shimada DNA* Risco do Estudo
)] 0-ZT anos Qualquer Qualquer Qualquer Baixo Po641
2A/2B' | <365 dias Qualquer Qualquer Qualquer Baixo P9641
> 365 d-21 anos Nao-Amp Qualquer - Baixo P9641
> 365 d-21 anos Amp Fav - Baixo P9641
>365d-21 anos | Amp Desfav - Alto Alto-risco
¥ <365 dias Nao-Amp Qualquer Qualquer Intermediario A3961
<365 dias Amp Qualquer Qualquer Alto Alto-risco
> 365 d-21 anos Nao-Amp Fav - Intermediério A3961
> 365 d-21 anos Nao-Amp Destav - Alto Alto-risco
>365d-21 anos | Amp Qualquer - Alto Alto-risco
4 <365 dias Néo-Amp | Qualquer Qualquer Intermediario A3961
<365 dias Amp Qualquer Qualquer Alto Alto-risco
> 365 d-21 anos Qualquer Qualquer - Alto Alto-risco
48’ <365 dias Nido-Amp | Fav >1 Baixo P9641
<365 dias Ndo-Amp | Qualquer =1 Intermediario A3961
<365 dias Nao-Amp Desfav Qualquer Intermediario A3961
<365 dias Amp Qualquer Qualquer Alto Alto-risco

Biologia definida por:

Status MYCN:

Histopatologia Shimada:

Ploidia do DNA:

Amplificado (Amp) vs. Nao-Amplificado (Nao-amp)

Favoravel (Fav) vs. Desfavorivel (Desfav)
indice de DNA (DI) > 1 ou = 1; tumores hipodipléides (com DI <1)
serdo tratados como um tumor com um DI> 1. (indice de DNA <1
(hipodiploidia) a ser considerado como ploidia favoravel).
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8.4. Técnica para coleta de CHHP em separador celular
Abaixo um exemplo de funcionamento de um separador celular automatico de fluxo continuo.

Ap6s ligar o equipamento, acoplar o kit de solu¢des, fechando a bolsa de transferéncias e abrindo a de
coleta. Programar o equipamento para o fluxo de retirada sanguinea de acordo com a velocidade
desejada (40 a 100 ml/min.). Iniciar infusdo do anticoagulante, até a concentracdo de 1:16. Inverter o
retentor de ar até enche lo com solucdo fisiolégica/CHFI (priming). Enquanto o equipamento é
preenchido com o priming, programar o equipamento com os valores do hematdcrito do paciente
seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante, apds preenchimento, abrir a via de retorno. Abrir a
via de retirada, preenche la com solucio fisioldgica. Conectar as vias do cateter, uma na via de retirada
e outra na via de retorno. Apertar a tecla iniciar. Quando o volume sanguineo atingir o desejado,
aproximadamente 4 volemias, iniciar a reinfusdo , utilizando a via de retorno. Fechar a via de retirada,
coletar amostras apds procedimento e por fim desconectar a via retirada do cateter do equipamento.
Ap6s reinfusdo, desconectar a via de retorno da via do cateter. Abria a bolsa de transferéncia. Fechar a

bolsa de coleta, que automaticamente encherd a bolsa de transferéncia com o produto da coleta
(CPPH).
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