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A evolugdo das técnicas de aférese tem permitido a colheita de células progenitoras hematopoiéticas periféricas
(CPHP) em criangas candidatas a autotransplante.

Neste trabalho analisamos retrospectivamente 71 criangas (37 de sexo masculino e 34 de sexo feminino) propostas
para autotransplante no IPO-Porto entre Dezembro 1995 e Setembro 2005.

Os doentes tinham uma mediana de 10 anos de idade e um peso mediano de 29 kg. Apresentavam os seguintes
diagnésticos: neuroblastoma 20, doenga de Hodgkin 13, leucemia miel6ide aguda 9, leucemia linfoblastica aguda 8,
linfoma ndo Hodgkin 6, sarcoma de Ewing 5, outros diagnésticos 10.

Todos os doentes foram tratados com quimioterapia antes da primeira mobilizagdo (mediana de 2 protocolos) e em
9 deles também foi efectuada radioterapia.

As criangas foram mobilizadas com G-CSF com uma dose diaria mediana de 11,1 ug/kg (minimo 5-maximo 20) na
primeira mobilizacao e 18.1 ug/kg (minimo 6, maximo 25-21) na segunda mobilizacao.

Iniciamos as colheitas ao 5° dia de mobilizagdo e uma hora apds a injecgao de G-CSF. Foram realizadas, no maximo,
trés aféreses por mobilizagéo.

Em 22 criangas (28,2%) foi necessaria uma segunda mobilizagao e em 4 (5,6%) uma terceira para atingir uma dose
alvo de 2x108/kg células CD34+.

Foi efectuado priming com eritrécitos em 32 doentes (45%). Em cada aférese foram processadas uma mediana de 4
volemias, sendo o tempo mediano de duragéo de cada procedimento de 141 minutos. A mediana do débito sanguineo
mantido foi de 59 ml/min.

Uma mediana de 0,94x108kg e 0,80x10%kg células CD34+ foi colhida por aférese, na primeira e na segunda
mobilizag&o, respectivamente.

Encontramos uma correlagao estatisticamente significativa entre o nimero de células CD34+ no sangue periférico pré-
aférese e na colheita (coeficiente de Pearson 0,834, p<0,01)

Observamos uma correlagao significativa entre a contagem plaquetaria e de leucdcitos pré-aférese e a percentagem
de células CD34+ no enxerto (Kruskal Wallis, p<0,01).

N&o encontramos uma correlagao significativa entre o nimero de protocolos de quimioterapia efectuados antes da 12
mobilizagdo e o niumero de células CD34+ colhidas. Da mesma forma, ndo houve nenhuma correlagao entre a
radioterapia antes da 12 mobilizagdo e o numero de progenitores colhidos.

Em conclusao a colheita de células progenitoras hematopoiéticas periféricas nos doentes pediatricos € um procedimento
seguro e algumas determinagdes analiticas pré-aférese, nomeadamente a contagem de células CD34+, de plaquetas
e leucdcitos constituem bons indicadores da eficacia da colheita.
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INTRODUGAO

O transplante autélogo de células progenitoras
hematopoiéticas periféricas € uma opcao terapéutica em
criangas com neoplasias hematolégicas ou tumores
sélidos (1, 2).

Neoplasias como linfomas refractarios ou recorrentes,
neuroblastomano estadio IV, retinoblastoma com envolvi-
mento extraocular ou sarcoma de Ewing requerem quimio-

terapia de alta dose com a finalidade de consolidar o
tratamento e ainfusédo de células progenitoras hematopoi-
éticas periféricas neste contexto permite minimizar os
riscos relacionados com periodos de pancitopenia prolon-
gada (1-4).

A utilizagéo de células progenitoras hematopoiéticas
periféricas como fonte para o autotransplante apresenta
vantagens comprovadas em relacdo a medula dssea,
pois o procedimento de colheita € menos invasivo e a
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reconstituicdo da hematopoiese e da resposta imune é
mais rapida (2,5,6,7).

Contudo, a colheita por aférese apresenta riscos nos
doentes pediatricos (1,5,11), nomeadamente o volume
extracorporal de cerca de 280 ml do equipamento, que
torna necessario a realizagcdo de um priming com
concentrado de eritrécitos nas criangas de baixo peso e
baixas volemias.

As criangas apresentam, ainda, vasos de pequeno
calibre o que implica a colocagéo de um catéter venoso
central (CVC) para efectuar as colheitas (1,5).

Podem ocorrer disturbios metabdlicos (hipocalcemia,
hipoglicemia) principalmente relacionados com a
toxicidade induzida pelo citrato infundido no sistema
(1,5), alteragbes hemodinamicas transitorias (hipotenséo,
hipotermia) e toxicidade hematoldgica (diminuigdo da
hemoglobina e da contagem plaquetaria) (8).

Torna-se portanto importante optimizar a colheita de
células progenitoras hematopoiéticas periféricas
minimizando o numero de leucaféreses por doente (9).

A realizagdo de leucaféreses de grande volume,
definida como o processamento de mais de 3 volemias
de sangue total numa uUnica sessdo, podera permitir a
obtencdo da dose alvo de células progenitoras
hematopoiéticas periféricas com um menor niumero de
colheitas (10-13).

A contagem de células CD34+ no sangue periférico
antes do inicio da aférese € um indicador da eficacia da
colheita e o inicio e a duragdo de cada procedimento
poderdo ser programados com base neste resultado
preliminar (7).

Neste trabalho realizamos uma analise retrospectiva
dos doentes pediatricos propostos para transplante
autdlogo no IPO-Porto entre Dezembro 1995 e Setembro
2005 e avaliamos as possiveis variaveis que afectam a
colheita de células progenitoras hematopoiéticas peri-
féricas.

METODOS

Caracteristicas da populagao estudada
Analisamos retrospectivamente 71 criangas propostas

Tabela 1 - Caracteristicas da populagao estudada.

para autotransplante (n=54) ou colheitade reserva (n=17)
entre 1995 e Setembro 2005 (Tabela 1).

O grupo incluia 37 criangas de sexo masculino e 34
criangas de sexo feminino com os seguintes diagndsticos:
neuroblastoma 20 doentes (28,2%), doenga de Hodgkin
13 doentes (18,3%), leucemia mieldide aguda (LMA) 9
doentes (12,7%), leucemia linfoblastica aguda (LLA) 8
doentes (11,3%), linfoma nao Hodgkin (LNH) 6 doentes
(8,5%), sarcoma de Ewing 5 doentes (7,0%), outros
diagnésticos 10 doentes (14,1%).

A idade mediana na altura da colheita de células
progenitoras hematopoiéticas periféricas foi de 10 anos
(minimo 2 - maximo16) e o peso mediano de 29 kg (mi-
nimo 10 - maximo 72). Todos os doentes tinham efectuado
pelo menos um protocolo de quimioterapia antes da
primeira mobilizagao (mediana de 2 protocolos, intervalo
2-5) e em 9 doentes (12,7%) foi realizada radioterapia
(Tabela 1).

Mobilizagao

Os doentes foram mobilizados com G-CSF,
administrado por via subcuténea ou intravenosa, em
dose diaria unica ou dividida em duas tomas, com inicio
das colheitas ao 5° dia de mobilizagdo e uma hora apos
ainjecgédo de G-CSF. Foram realizadas, no maximo, trés
aféreses por mobilizagéo.

Acesso vascular
Em todos os doentes foiintroduzido um catéter venoso
central de duas vias, para a realizagdo das colheitas.

Colheita

Foi utilizado o separador celular de fluxo continuo
COBE SPECTRA em 69/71 doentes (apenas em 2
doentes, que efectuaram a colheita em 1995, foi utilizado
o separador celular CS 3000 plus).

A anticoagulagéo foi efectuada com ACD-A em
associagdo com heparina standard (5000 Ul por cada
500 mldecitrato). Arazao sangue/anticoagulante mantida
durante o procedimento foi de 25:1.

Atendendo a que a volemia extracorporal do

Idade (anos)

Sexo (Masculino/Feminino)

Peso (Kg)

Linhas quimioterapia prévias a 12 mobilizagao
Radioterapia prévia a 12 mobilizagado (sim/nao)

Mediana N° doentes % doentes
(minimo-maximo)
10 (2-16)
37/34 52,1/47,9
29 (10-72)
2 (1-5)
9/62 12,7/87,3
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equipamento é de 280 ml, foi definido como cut off para
a realizacao de priming com concentrados eritrocitarios
uma volemia do doente <2800 ml, o que corresponde
aproximadamente a um peso de 30 kg. Foi efectuado o
ajuste do hematdcrito da unidade utilizada ao hematécrito
da crianga mediante diluicdo com soro fisiolégico 0,9%.

Foram processadas entre 1 e 4 volemias por aférese,
com ajuste visual da cor da colheita.

No final do procedimento manteve-se a isovolemia do
doente. Amonitorizagao da colheitaincluiu a determinagao
dos valores tensionais e da frequéncia cardiaca noinicio,
durante e no final do procedimento.

Nao foi efectuada administragdo profilatica de
gluconato de calcio mas apenas em caso de aparecimento
de sintomas ou sinais relacionados com hipocalcemia.

A reversao dos sinais e sintomas relacionados com o
citrato foi feita com administracdo endovenosa de
gluconato de calcio 10%, na dose de 0,2 ml/kg.

Avaliagao analitica

A avaliagdo analitica do doente incluiu: hemograma e
ionograma pré- e pds-citaférese e contagem de células
CD34+antes de cada aférese. Foiponderada aterapéutica
transfusional apds a colheita quando a contagem plaque-
tariaapresentava-se <50x10°%L e/ou a hemoglobina <7gr/
dl.

A contagem de células nucleadas no enxerto foi
efectuada mediante contador automatico e a percentagem
de células CD34+ determinada por citometria de fluxo
mediante dupla marcagéo com anticorpos monoclonais
CD34+ e CD45+. O numero absoluto de células CD34+
foi calculado multiplicando o nimero de células nucleadas
no produto da aférese com a percentagem de células
CD34+.

Foi definido o numero minimo de células CD 34+ para
autotransplante de 2x108/kg.

Analise estatistica

Os dados relativos aos doentes foram armazenados
com recurso ao software Access do Windows XP.

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao
software SPSS.

Foram utilizados testes estatisticos ndo parametricos
paracomparar resultados entre grupos (%2, Kruskal Wallis)
€ uma regresséo linear para relacionar as contagens de
células CD34+ sangue periférico e no produto da aférese.

Foram considerados significativos valores de p<0,05
e muito significativos valores de p<0,01.

RESULTADOS

Entre 1995 e Setembro 2005 realizaram-se 186
procedimentos de aférese em 71 criangas.

Em 20 criangas (28,2%) foi necessaria uma segunda
mobilizacdo e em 4 criangas (5,6%) uma terceira
mobilizagéo para atingir a dose alvo de células CD34+

para o transplante.

A dose diaria mediana de G-CSF administrada na
primeira mobiliza¢édo foide 11,1ug/Kg (minimo 5-maximo
20) e na segunda mobilizagao de 18,1 ug/kg (minimo 6,2
-maximo 21).

Foi efectuado o priming com uma unidade de glébulos
rubros em 65 procedimentos (32/71 criangas).

A mediana de células CD34+x108/Kg foide 1,6,0,9 e
0,45x108/Kg, respectivamente no 1°, 2° e 3° dia de co-
Iheita da primeira mobilizagdoe de 1,17,0,72 e 0,44, res-
pectivamente no 1°, 2° e 3° dia de colheita da segunda
mobilizagéo (Tabela 2).

Em cada aférese foram processadas uma medianade
4 volemias, sendo de 141 minutos o tempo mediano de
duracdo de cada procedimento. A mediana do débito
sanguineo foi de 59 ml/min.

Registamos 46 complicagbes num total de 186
procedimentos realizados, nomeadamente: 20 episédios
de parestesias relacionadas com o citrato infundido no
sistema, 23 complica¢des por mau funcionamento do
cateter, com necessidade de interrupgéo da colheita em
9 casos, 2 episodios de vomito e 1 episddio de hipotenséo.

Relativamente as necessidades transfusionais,
apenas um doente necessitou de transfusao com
plaquetas e eritrécitos apds o término da aférese no
segundo dia de colheita. Um doente fez transfusédo de

Tabela 2 - Medianade células CD34+ (x10%kg) colhidas
em cada dia de aférese na primeira e na segunda
mobilizacao.

Aférese dia1 Aférese dia2 Aférese dia3

mediana mediana mediana

(minimo-maximo)(minimo-maximo) (minimo-maximo)

12 mobilizag¢ao 1,60 (0,03-25,80) 0,90 (0,07-3,80) 0,45 (0,05-2,40)

22 mobilizagao 1,17 (0,10-5,50) 0,72 (0,2-1,00) 0,44 (0,14-0,90)

eritrécitos antes de iniciar o procedimento.

Encontramos uma correlagdo estatisticamente
significativa entre o nimero de células CD34+ no sangue
periférico pré-aférese e na colheita (coeficiente de Pearson
0,834, p<0,.01) (Figura1).

Os doentes foram divididos em 3 grupos com base na
contagem de células CD34+ no sangue periférico:
<10/ul, 10-20/ul € > 20/ul. Como mostrado na Tabela 3,
observamos diferengas estatisticamente significativas
no numero de células CD34+ colhidas nos 3 grupos
(x*, p<0,01).

Encontramos, ainda, uma relacédo estatisticamente
significativa entre a contagem plaquetaria pré-aférese e
o numero de células CD34+ colhidas (Kruskal Wallis test,
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p<0,01). Em particular, a mediana de células CD34+ na
colheita foi de 0,5, 0,96 e 1,18x10%/kg nos doentes que
apresentavam plaquetas pré-aférese, respectivamente,
<100x, 100-150, >150x109/1.

Observamos uma relagao significativa entre a

Tabela 3 - Mediana de células CD34+ colhidas em
relagao ao valor de CD34+ no sangue periférico pré-
aférese (2, p<0,01).

CD34+(x108/kg) CD34+/ul no SP Total
na aférese
<10 10-20 >20
<1 66 12 2 80
>1 15 21 25 61
Total 81 33 27 141

SP - sangue periférico

30

CD34+ x 106/kg por aférese

0 100 200 300
CD34+/microlitro no sangue periférico

Fig. 1 - Correlagéo entre nimero de células CD34+ no
sangue periférico (microlitro) e no produto de aférese
(x10%kg) (Linear regression, Pearson 0.834).

contagem de glébulos brancos (GB) pré-aférese e o
nimero mediano de células progenitoras colhidas:
0,43x108/kg se GB <10x10%1, 0,87x10%kg se GB entre
10-20x10%/1, 1,39x10%kg se GB entre 20-40x10%I e
1,69x10%/kg nos doentes com GB >40x10% (Kruskal
Wallis test, p<0,01) (Figura 2).

N&o encontramos uma correlagao significativa entre o
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Fig. 2 - Associag¢do entre contagem de globulos brancos
no sangue periférico antes da colheita (microlitro) e nu-
mero de células CD34+ no produto de aférese (x10°kg)
(Kruskal Wallis, p<0,01).

numero de protocolos de quimioterapia efectuadas antes
da 12mobilizagao e o numero de células CD34+ colhidas.
Da mesma forma nao houve nenhuma correlacao entre
radioterapia antes da 12 mobilizagdo e o numero de
progenitores colhidos.

DISCUSSAO

Conforme ja descrito por varios autores (1,3,4), a
colheita de células progenitoras hematopoiéticas
periféricas pode serrealizada com seguranga nos doentes
pediatricos.

A realizagcdo do priming com eritrocitos permitiu
prevenirahipovolemia e ndo se observaram complicagdes
major.

O mau funcionamento do catéter foi a complicagao
mais frequente com necessidade de interrupcéo da
colheita em 9 casos.

As parestesias secundarias a hipocalcemiareverteram
sempre apés a administragao de gluconato de calcio.

Como a leucaférese € um procedimento de elevado
custo, moroso e com varios problemas técnicos asso-
ciados, especialmente nos doentes pediatricos (7), tenta-
mos definir par@metros de ordem clinica e analitica que
nos pudessem orientar no sentido de minimizar o numero
e a duragao das aféreses.

Observamos que em 20 criangas (28,2%) foi
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necessaria uma segunda mobilizacdo e em 4 criangas
(5,6%) uma terceira mobilizagao para atingir a dose alvo
de células CD34 + para o transplante. As quimioterapias
previamente realizadas, a dose e o tipo de administragao
do G-CSF e o proéprio estado da doenga poderao ter
influido no baixo nimero de progenitores colhidos nestes
Casos.

Alguns autores (7) observaram que a duragédo da
quimioterapia prévia influencia negativamente a
concentragao de células CD34+ no enxerto. Nos doentes
estudados, ndo encontramos relagdo entre radioterapia
e numero de protocolos de quimioterapia efectuados e o
numero de células CD34+ colhidas, provavelmente porque
acasuisticade doentes que tinham efectuado radioterapia
era pequena (9 doentes) e a maioria das criancgas tinha
realizado dois protocolos de quimioterapia antes da primei-
ra mobilizacdo. Sendo assim, ndo foi possivel valorizar
as diferencas entre os diferentes grupos. Teria sido
necessario um nimero maior e, talvez, mais heterogéneo
de doentes para comprovar o efeito negativo da quimio e
radioterapia.

Do ponto de vista analitico, encontramos uma
correlagao significativa entre o niumero de células CD34+
no sangue periférico pré-aférese e o numero de células
CD34+ no enxerto.

Observamos que nos 66/81 casos em que havia uma
contagem no sangue periférico <10/ul, 0 numero de
células CD34+ no enxerto foi <1x108kg. Apenas 2/27
casos com contagem no sangue periférico >20/ul colheram
<1x108/kg células CD34+.

Apesar das diferengas supramencionadas resultarem
estatisticamente significativas, em 15 doentes com conta-
gem no sangue periférico <10/ul houve uma colheita de
células CD34+>1x108/kg. Concluimos assim que, mesmo
havendo uma correlagdo entre contagem de células
CD34+ no sangue periférico e no enxerto, ndo nos pode-
mos basear exclusivamente neste parametro para decidir
o0 inicio da colheita.

As contagens de leucécitos e plaquetas pré-aférese
estao significativamente relacionadas com o numero de
progenitores colhidos pois valores de leucdcitos
>10x10%L e de plaquetas >150x10%L estdo associados
a colheitas com contagens de células CD34+ > 1x10%/Kg.

O conjunto de determinagdes analiticas pré-aférese
deverédo entdo ser cuidadosamente avaliados antes de
proceder a colheita.

Adose e otipo de administragao de G-CSF, que neste
estudo ndoforamrelacionados com a eficacia da colheita,
deverao, porém, ser considerados numa analise futura.

Por fim, uma casuistica maior e dados clinicos
adicionais sdo necessarios para reavaliar os efeitos da
quimioterapia e radioterapia sobre a colheita de células
progenitoras hematopoiéticas periféricas.
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