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RESUMO

A Autotransplantagio de Medula Ossea, em que a medula do préprio doente serve de suporte para
a reconstituicio hematopoiética apés quimioradioterapia mieloablativa, pressupde a necessidade de
conservar a medula ex vivo. A duracdo deste periodo de conservagdo tera de variar consoante o pro-
grama terapéutico a empregar. Apesar de ser possivel manter a viabilidade da medula 6ssea, sem conge-
lagfio, por alguns dias, a conserva¢do por periodos mais longos impde a necessidade de criopreservagio.
Sdo revistos alguns dos métodos usualmente empregues na cofitervagdo de medula éssea para trans-
plantagdo, com especial destaque para a criopreservacio. Descreve-se o método de congelagio de
medula 6ssea empregue na Unidade de Transplantagio de Medula Ossea (UTMO) do Hospital de
Santa Maria (HSM).

SUMMARY
Bone marrow preservation methods for autologous bone marrow transplantation

For Autologous Bone Marrow Transplantation (ABMT) the patient’s own marrow is harvested
before myelotoxic high-dose radio-chemotherapy and later returned to promote hemopoictic reconstitu-
tion. Between harvest and return the bone marrow must be preserved. The time elapsed between harvest
and return depends on the intended therapy. Although — bone marrow may keep its hematopoietic
potential for a few days without freezing, preservation for longer periods imposes the need for cryopre-
servation. Some of the current methods for marrow preservation are reviewd, with special emphasis
given to cryopreservation. Hospital de Santa Maria Bone Marrow Transplant Unit cryopreservation

method is described.

INTRODUCAO

A Autotransplantagio de Medula Ossea (ATMO) consiste
na utilizacgdo de medula éssea do préprio doente como
suporte da recupera¢do hematopoiética apds quimio-
-radioterapia mielotéxica intensiva, de alta-dose, ou mesmo
mieloablativa. Nesta modalidade de transplantacdo de
medula o enxerto é colhido antes da terap2utica e devolvido
depois desta. Apesar de se ter demonstrado ser possivel dar
quimioterapia mielot6xica de alta-dose sem suporte medular
autdlogo, usando factores de crescimento hematopoiético 12,
ndo é provavel que o enxerto de células estaminais possa ser
abolido quando se empreguem firmacos, ou radiagdes, mie-
loablativos. Os primeiros resultados de autotransplantagdo
de medula 6ssea surgiram no fim dos anos 50 e inicio dos
anos 60 ¢ foram muito desencorajadores3. Resultou este
facto da insuficiéncia das terapéuticas antitumorais empre-
gues, do atraso relativo em outros meios de suporte nomea-
damente antibiéticos e das limitages dos métodos de
criopreservacio entdo aplicados. A partir de meados dos
anos de 70, com o desenvolvimento de técnicas de estudo in
vitro da hematopoiese humana e de métodos rigorosos de
congelagio de medula 6ssea, tem-se assistido a um aumento
sempre crescente do nimero de ATMO realizados. Entre
1987 ¢ 1989 foram efectuados mais de 6000 transplantagdes
auto6logas no conjunto da Europa e Estados Unidos, na sua
maioria em doentes com Linfomas, Leucemias, Carcinomas
da Mama ¢ Neuroblastomas*, actualmente assiste-se a um
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desenvolvimento de novos métodos de colheita de células
estaminais com recurso a técnicas de citaferese para obten-
¢do de enxertos colhidos a partir do sangue periférico em
doentes em fase de saida de aplasia medular apés quimiote-
rapia citotdxicas. Em termos gerais podem-se considerar
duas modalidades de ATMO, consoante o método de con-
servagio da medula 6ssea, até & reinfusdo no doente; ATMO
com medula a Fresco, isto é, ndo congelada e ATMO com
medula Criopreservada.

CONSERVACAO SEM CONGELACAO

Dependendo do método de avaliagdo de progenitores
hematopoiéticos — Colony Forming Units (CFU) — a
medula 6ssea humana mantém o seu potencial clonogénico
ex vivo, por periodos de 48 a 96 h quando conservada a 4°,
10° ou 37°C, segundo diferentes autores, podendo afirmar-se
que a 4° ou 10°C é possivel obter recuperagSes de CFU-C, da
ordem de 85% as 48 hé. Parece haver, no entanto, um decli-
nio na taxa de recuperagio a partir das 12h de armazena-
mento’. Segundo alguns autores, o armazenamento i
temperatura de 37°C seria vantajoso® com recuperagdes
aumentadas, principalmente nas taxas de CFU-C até as 48 h.
As sobrevivéncias celulares s 72h7 nio parecem ser sufi-
cientes para assegurar uma reconstituicBo hematopoiética
eficaz, sendo a linhagem megacariocitica aquela que apre-
senta maior perda de viabilidade a partir das 48 h. No
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entanto alguns autores demonstraram a possibilidade de
conservagdo do potencial de reconstituicio hematopoiética
entre 410 ¢ 6-8 dias'!, Os enxertos nio manipulados in vitro
tém seguramente um maior potencial de repovamento ¢, dai,
a sua utiliza¢do clinica como suporte autélogo, em particular
em doentes ja anteriormente sujeitos a terapéuticas citotéxi-
cas de grande duragdo ou intensidade. O recurso a medula
Jresca pressupde a utilizagdo de farmacos de eliminagdo
rdpida cujo melhor exemplo ¢ o Melfalan isolado ou em
associagdo com Irradiagdo Corporal Total — Total Body
Irradiation (TBI)!23, Realizaram-se vérios ensaios clinicos
com quimioterapia intensiva e suporte medular ndo criopre-
servado, embora na maioria dos casos os regimes empregues
ndo fossem verdadeiramente mieloablativos 6121418, Na
grande maioria destes estudos a medula foi reinfundida cerca
de 48h apds a colheita. No entanto Burnett e colab. !9, refe-
rem quatro casos de reconstituigio hematopoiética, com
medula conservada a 4°C, reinfundida até 54h apés a
colheita, em doentes tratados com Ciclofosfamida ¢ TBI.
Outra forma de realizar ATMO com medula fresca ¢ a de
conserva-la em sistema de cultura de células de longo prazo
— Long Term Bone Marrow Culture (LTBMC)2 que
também pode possibilitar a depuragio de células malig-
nas 2122, Apesar de ser possivel conservar o potencial hemato-
poiético da medula dssea por periodos de até 10 semanas 23,
o tempo de conservagio em LTBMC, para uso clinico, ndo
tem excedido dez dias na quase totalidade dos casos?,
alguns estudos preliminiares t8m avaliado a aplicagdo clinica
de LTBMC 2% ¢ a possibilidade de erradiagdo do clone com
cromossoma Filadélfia em doentes com leucemia mieldide
crénica (LMC) abriu novas perspectivas no tratamento de
doentes com LMC sem dador HLA compativel 242,

CONSERVACAO COM CONGELACAO

Varias circunstdncias levaram a que tivessem sido desen-
volvidos métodos de conservagio de medula dssea por perio-
dos longos. A procura de melhores resultados para a
quimioradioterapia de alta dose levou 2 utiliza¢do de firma-
cos de semi-vida mais longa, isolados ou sem associagdes. O
emprego de fairmacos de eliminag¢io mais lenta pressupde a
reinfusio da medula 6ssea muito depois da sua colheita.

Para a congelagdo de medula éssea é preciso considerar
varios passos que envolvem; 1) o processamento para con-
centracdo de células mononucleares, 2) a adigdo de solugdo
de congelagdo ao produto a congelar, 3) a congelagio em
criopreservador programdvel, ou em arca congeladora, 4) o
armazenamento da medula criopreservada e 5) a reinfusdo
nos doentes.

1) Processamento para concentra¢dio de células
mononucleares.

Antes de se proceder a congelagio, a medula deve ser pro-
cessada para diminui¢do do volume, eliminagio de glébulos
vermelhos e eliminagdo de granulocitos. A redugdo de
volume tem como objectivo diminuir a quantidade de crio-
protector a usar € o espago necessario para a congelagio e
armazenamento e ainda, quando se recorre a depuragio in
vivo, diminuir os custos e aumentar a eficacia 2. Os glébulos
vermelhos sdo usualmente lisados apds a descongelago e os
produtos do lisado sdo nefrotdxicos 2. A lise de granulocitos
que também ocorre habitualmente, leva 2 libertagio de DNA
¢ enzimas lisossomais que induzem a formagio de agregados
(clumping) potencialmente lesivos das células pluriopoten-
ciais ®. Alguns autores defendem o uso de DNAse na solu-
¢do de congelagdo? para reduzir o clumping, mas esta
técnica torna o processo mais caro e dificil, nio parecendo
ser necessaria3, Varios métodos e técnicas t8m sido usadas
para o processamento de medula dssea com sedimentagdo
por gravidade em gradiente 3!, ou com separadores celula-
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res automaticos, havendo protocolos para diversos aparelhos
de separagdo e congelagdo. Os aparelhos mais usualmente
empregues tém sido os IBM/COBE e Haemonetics, com os
quais se t&¢m referido taxas de perda de células mononuclea-
das que rondam os 20%2"-3%-%, Na nossa Unidade temos pro-
cedido a separagio de células mononucleares com recurso a
sedimentagio por gravidade com Hidroxietilamido —
Hydroxiethylstarch (HES), segundo método anteriormente
descrito ¥, com uma recuperagdo de * 77,69 de células
mononucleares.

2) Adiciio de solu¢do de congelacio ao produto a
congelar.

A congelagdo de medula 6ssea, como de outros tecidos
vivos, s6 € possivel, sem perda de viabilidade funcional apés
descongelagdo, com recurso a agentes crioprotectores que
sdo misturados em determinadas concentragdes com a
medula a congelar. Estes agentes protegem as células dos
efeitos de solugdo que se verificam quando da formagio de
cristais do gelo no meio extracelular com aumento da osmo-
laridade do meio, agravados pefo arrefecimento lento e das
consequéncias da recristalizagdo, ou seja, da reorganizagio
de cristais durante a fusdo e do choque de diluigdo, isto €, a
diminuicio da osmolaridade do meio extracelular que
resulta da fusdio progressiva dos cristais 3%, O modo de acgio
destes agentes ndo estd completamente elucidado, mas
parece depender das suas acgGes na membrana celular 3, A
solugdo contendo o agente crioprotector que se mistura com
a amostra de medula a conservar, denomina-se de solugdo de
congelagdo. O crioprotector mais usado é o Dimetilsulfoxido
(DMSO) *. Actualmente a maioria dos autores concorda com
a necessidade de também incluir, na solugdo de congelagio,
albumina a 209, soro ou plasma autdélogo. Alguns centros
incluem meio de cultura, por exemplo TC 199 ou RPMI
1640 na solugdo de congelagiio, embora seja possivel e mais
barato proceder as diluigSes com plasma autolégo e soro
fisiolégico. O plasma autdlogo fica disponivel apés a separa-
¢do da células mononucleares e ndo constitui um risco infec-
cioso ou imunolégico. O DMSO pode ser infundido
directamente, sem necessidade de ser removido do enxerto, o
que constitui uma vantagem, como teremos oportunidade de
referir. A maioria dos autores usa DMSO nas concentragdes
finais de 10 a 20%, embora seja possivel usar concentragdes
de 5%, com a mesma eficacia crioprotectora.A utiliza¢io de
DMSO a 5% podera oferecer a vantagem de diminuir a toci-
cidade que se exerce sobre as células estaminais, a tempera-
turas que vdo dos 4°C & temperatura ambiente, antes da
congelagdo e apds a descongelagio . Temos usado uma
modificagdo do protocolo do The Royal Marsden Hospital,
Londres, em que preparamos a solugdo de congelagdo com
DMSO (Sigma Cat., grau analitico) e Soro Fisiolégico (SF)
em partes iguais, i.e. 50% de DMSO, a qual conservamos a
4°C durante o tempo em que decorrem os passos seguintes,
de forma a compensar o efeito exotérmico do DMSO. A
medula 6ssea ¢ introduzida em sacos de congelagio (Gambro
DF 700), a que se adiciona pelo menos 30-50% de plasma
aut6logo, de forma a perfazer 108 ml de volume total do
saco. Por fim introduzimos 12 ml da solugdo de congelagio,
previamente preparada e arrefecida, de forma a termos uma
concentragdo final de 5% de DMSO em 120ml. A introdu-
¢do de DMSO deve ser lenta, com agita¢cio suave do saco,
para permitir uma distribui¢gdo homogénea deste agente. A
dilui¢io de medula em volumes grandes permite manter con-
tagens de células mononucleares em torno de 20X 106/ ml,
como recomendado . A preparagdo dos sacos é feita a tem-
peratura ambiente em cAdmara de fluxo de ar laminar. Apéds a
introdugdo do DMSO os sacos com a medula devem ser
introduzidos na cAmara de congelagdo. No Quadro | resumi-
mos os passos de preparagio dos sacos para congelagio.
Outros autores também tém utilizado a congelagio com
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QUADRO | —Resumo do protocolo de prepara¢iio de sacos de medula 6ssea para congelagio, da Utmo do HSM

1 — Medi¢do do volume de Buffy Coat Medular a congelar e contagem de células mononucleares.

2 — Calculo do n.° de sacos; 50-70ml de medula por saco.

3 — Diluigio do DMSO (grau analitico) com Soro Fisioldgico, em partes iguais; 12ml de solugdo por saco. Conservar a solugio a 4°C.

4 — Introdugdo de Medula nos sacos (Gambro DF 700), seguido

de plasma autélogo, até perfazer um volume total de 108 ml por saco.

5 — Introdugdo da solugio de DMSO (12ml por saco), agitando suavemente.

6 — Volume final por saco de 120ml; 5% DMSO.
7 — Congelar de imediato.

DMSO a 5% % e até mesmo para congelagdo de células esta-
minais colhidas a partir do sangue periférico 4!, como ja foi
esfectuado na nossa Unidade.

3) Congelagio em criopreservador programdvel, ou em
arca congeladora.

A conservagdo pelo frio ou criopreservagdo, pode ser efec-
tuada com aparelhos para congelagdo programada com
azoto liquido e ulterior manutengdo em arcas com este refri-
gerante 329334243 oy entdo, com arcas frigorificas 445, Entre os
factores que tém sido considerados na avaliagdo do mérodo
dptimo de criopreservagio de medula 6ssea humana, o pro-
grama de congelagio e o calor de fusdo t&ém sido estudados
em particular %, Actualmente hd acordo geral com o prin-
cipio da congelagio a ritmo constante 324, Mesmo em arcas
frigorificas o ritmo de arrefecimento da medula simula
aquele que é obtido com criopreservadores programaveis de
azoto liquido. A congelagio em sacos de material crioresis-
tente é facil de executar e permite simultaneamente um
armazenamento simples e a reinfusdo rdpida da medula logo
apds a descongelagio, bastando, para isso, ligar o préprio
saco a um sistema de transfus@o. Na realidade néo existe um
programa de congelagio ideal. Apenas alguns pontos pare-
cem ser indiscutiveis, como por exemplo a necessidade de
arrefecer a medula a 1-2°C/min até 4 temperatura de -40°C,
manter 0 mesmo ritmo de arrefecimento lento antes e depois
da libertagio do calor de fusdo e arrefecer até -140°C, pelo
menos. O calor de fusdo, energia libertada pela medula
durante a mudancga de fase liquida para sélida, traduz-se por
um aquecimento da cdmara de congelagdo. A este aqueci-
mento subito que pode ser de varios graus centigrados
sucede um aumento do ritmo de arrefecimento pela
maquina, pré-programada para manter uma determinada
temperatura naquele momento da congelagdo. Estas varia-
¢Oes de temperatura podem levar & formagio de cristais
intracelulares, com destrui¢io da célula4’. Alguns autores
tém preconizado a interven¢fo manual do operador — over-
ride — aumentando a entrada de azoto liquido na cdmara,
no momento da libertagio do calor de fusdo, contrariando
assim o aquecimento rapido#+4°. Ndo nos parece que esta
pratica seja recomendavel ja que o fenémeno de libertagdo
do calor de fusdo é imprevisivel no seu momento e intensi-
dade, apenas observavel depois de ja ter acontecido e existe
sempre o risco de interferir de forma mais grave ao induzir
um arrefecimento mais rapido. Alids outros autores t&ém pro-
cedido da mesma forma, ndo interferindo no processo de
congelagdo 2. No Hospital de St* Maria temos utilizado um
criopreservador programavel de azoto liquido (Planer Kryo
10) e uma modifica¢do da descri¢gio de Gilmore et al 2 do
programa de P. Hérve (Besangon). Temos iniciado o arrefe-

QUADRO 2—Programa de congelagio da UTMO do HSM

cimento, apds introdugio de medula, a partir da temperatura
ambiente até um minimo de ~-160°C. No Quadro 2 apresenta-
mos o programa de congelagio que temos seguido.

4) Armazenamento da medula criopreservada

Em azoto liquido a medula 6ssea é conservada entre -140°
e -196°C, consoante 0 armazenamento seja efectuado em fase
vapor ou fase liquida do refrigerante. A congelagio em arcas
congeladoras de -70° a -80°C tem a vantagem de ser menos
dispendiosa e porventura_mais simples. No entanto ainda
ndo é claro que seja possivel manter a viabilidade da medula
conservada a -80°C por periodos superiores a quatro
meses “. Na nossa Unidade o armazenamento dos sacos de
medula congelada ¢ efectuado em azoto em fase liquida, em
contentor préprio, 4 temperatura de -196°C, considerada
ideal #, Todas as manobras que envolvam abrir o conten-
tor, com a consequente aceleragio da perda de azoto t2ém de
ser limitadas ao minimo de forma a n#o sujeitar os produtos
armazenados a grandes flutuagSes de temperatura.

5) Reinfusio do enxerto medular congelado

Apds a descongelagio alguns autores preconizam diluigdes
progressivas da medula a infundir ou a sua lavagem e centri-
fugagdo para remog¢dio do DMSOQ 4.5, No entanto, a mani-
pulagdo da medula apds descongelagdo, diminui 0 nimero
de células pluripotenciais %, sendo de recomendar a infusio
rdpida da medula 6ssea por catéter central, logo apds a des-
congelagio sem outras manobras ex vivo 3324352, Consegue-se
assim uma dilui¢do adicional in vivo do DMSO que, sendo
crioprotector, paradoxalmente é, como ja vimos, toxico para
as células estaminais medulares a 37°C. Temos descongelado
a medula para reinfusdo com imers3o em dgua a 37-40°C,
para descongelamento rapido seguido de infusio rapida, a
partir do saco Gambro, com sistemas de infusdo de soros
sem filtro. Num estudo recente sobre toxicidade de infusdo
de medula 6ssea criopreservada, o grupo de Johns Hopkins
refere que em 53% dos casos (44 de 82 doentes) houve quei-
xas de nauseas, dores abdominais e fenémenos vasomotores.
Outros achados comuns foram bradicardia e hipertensio
transitéria, mas em nenhum dos casos houve complicagbes
graves . A presenga de alguns eritrocitos em buffy coat crio-
preservado leva a um aumento de hemoglobintiria, embora o
risco de Insuficiéncia Renal, na aus&ncia de outros factores
de risco, nomeadamente insuficiéncia hepética ou desidrata-
¢do, seja muito baixo 5, Quase todos os doentes que recebem
medula criopresevada com DMSO tém um halito desagrada-
vel nas horas seguintes, em virtude de eliminarem dimetilsul-
fito pelos pulmdes%. Com uma redugdo do volume de
medula a infundir e baixas concentra¢gdes de DMSO (5% em
vez de 10 ou 20% como usualmente recomendado), os efeitos
secundarios da infusio de medula criopreservada tendem a

Rampa Temperatura inicial Arrefecimento Duragio Temperatura final
1 Ambiente -5°C/min Varidvel +4°C
2 +4°C 0°C 15min +4°C
3 +4°C -2°C/min 4,5min -5°C
4 -5°C -1°C/min 35min -40°C
5 -40°C -5°C/min 24 min -160°C
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desaparecer. Por outro lado, a premedicagdo com antihista-
minicos, visto o DMSO induzir a libertagdo de histamina,
contribui para uma ainda maior redugio de efeitos secundé-
rios. Como pré-medicagdo temos administrado Clemastina
E.V. Em casos de colicas abdominais pode-se administrar
Butilescopolamina E.V. Apés a reinfusdo administramos
Biocarbonato de Sédio isoténico E.V., 1000cc em 4h e ini-
ciamos pesquisas de Hemoglobindria.

EXPERIENCIA DE CRIOPRESERVACAO DA UTMO
DO HOSPITAL DE SANTA MARIA

Entre Julho de 1990 e o fim de Maio de 1991 procedemos
a 21 congelagdes de medula éssea, com o método descrito. A
16 doentes a medula dssea foi reinfundida ap6s quimiotera-
pia mieloablativa compreendendo Busulfan (16 mg/Kg). A
um doente foi administada terapéutica com Melfalan (160
mg/m?) seguida de suporte medular fresco complementando
com enxerto autdlogo criopreservado que tinha sido conside-
rado insuficiente para assegurar a reconstituigdo hematolé-
gica. Das restantes medulas, 3 mantém-se congeladas para
posterior reinfusdo e 1 foi rejeitada por recaida imediata-
mente ap6s a colheita. A mediana do intervalo entre a data
da congelagiio e da reinfusio foi de 18 (8-202) dias. Durante
a reinfusdo apenas 1 doente teve uma reac¢io grave com
febre com calafrio, tremores ¢ hipotensdo que cedeu a admi-
nistragdo de Metilprednisolona E.V. e Adrenalina S.C. Trés
doentes tiveram hematiria macroscépica ap6s a reinfusdo da
medula e 1 doente teve Hipertensio que cedeu a diuréticos.
Nenhum doente teve evidéncia de Induficiencia Renal nos 3
dias ap6s o retorno da medula. O volume infundido foi de
240-360ml para a maioria dos doentes. Apenas 2 doentes
receberam 480 ml de medula. Dos 16 doentes, tratados com
regime mieloablativo, 15 receberam suporte exclusivamente
com medula éssea criopreservada (um doente recebeu
enxerto medular criopreservado complementado com células
colhidas a partir do sangue periférico também criopreserva-
das). A média de células mononucleares infundidas foi de
2,1X108/Kg (s=0,73). Quatorze doentes tém um segui-
mento pdés-Atmo> 60 dias (Quadro 3). Treze doentes sdo
avalidveis quanto 3 recuperagdo hematoldgica (um doente
faleceu em D+7 e ndo é avalidvel quanto a recuperagdo
hematopoiética). Dos 13 doentes avalidveis, um faleceu em
recaida, em D+ 106, sem ter tido evidéncia de recuperagio

hematopoiética e 1 doente estd dependente de transfusdes,
com plaquetas<<25X 109/1 em D+ 87, apesar de estar em
remissdo de leucemia linfoblastica aguda. Todos os restantes,
11 doentes, tiveram recupera¢io hematolégica. Para os 13
doentes avaliaveis a mediana de dias com neutrdfilos
<0,5X10%/1 foi de 23 (15-106) dias e plaquetas<<25X 109/ 1
foi de 23 (8-187+). Dez doentes atingiram plaquetas
>50X 1091 ap6s 33 (9-121) dias do inicio da trombocitope-
nia (< 25X 109/1). Sete doentes, em remissdo completa pos-
-ATMO, atingiram plaquetas> 100X 10%/1 apés 39 (21-70)
dias do inicio da trombocitopenia (<25X 109/1). A evolu-
¢do clinica de alguns destes doentes ja foi alvo de
apresentagdo .

CONCLUSAO

Um levantamento dos protocolos de processamento e
armazenamento de medula 6ssea nos Estados Unidos e
Canadéa %, envolvendo 110 centros inscritos no Internacional
Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR), demonstra
bem a auséncia de unanimidade de métodos no que respeita
as praticas em estudo. Apenas 17% dos centros n3o usam
congelador programavel de azoto liquido e, este niimero,
deverd ser menor na Europa. A maioria dos centros usa
DMSO a 10% na solugdo de congelagdo, embora em 17%
destes utilizem o crioprotector na concentrag¢io final de 5%.
O periodo mais longo, entre a colheita e a administracio, foi
de 8 anos. Recentemente descreveu-se um periodo de 11.
anos % e em termos tedricos, mantidas as mesmas condi¢des
térmicas, isto é armazenamento a -196°C, este periodo
deverd ser muito maior.

Um dos problemas criticos em transplantagio de medula
6ssea e em particular em autotransplantagio é o de saber
qual o potencial hematopoiético do enxerto®-6!. O unico
método eficaz para avaliagiio da qualidade do enxerto antes
da transplatagdo, ¢ o de cultura in vitro de progenitores
hematopoiéticos, para a qual existem virios métodos
descritos 6265, No entanto, a avalia¢dio in vitro do potencial
do enxerto tem limita¢Ses metodoldgicas, mais importantes
nos estudos de medula criopreservada. O uso de amostras,
congeladas em pequenas ampolas, terd sempre o erro ine-
rente ao facto de as condigSes de congelamento e armazena-
mento de pequenas quantidades ndo reproduzirem as
circunstincias fisicas do saco de congelamento de medula

QUADRO 3 —Recuperagiio hematoldgica dos doentes tratados com quimioterapia de alta-dose e suporte medular criopreservado

Dias ¢/ Dias ¢/ Dias ¢/
Cel. Neut. Plaq. Plaq.
Fase da X108/ <0,5X <2§8X <50X
Nome Sx Id Dg doenga Terap Kg) 1091 109/1 10%/1
PA M 19 LNH 2! RP B/M 1 * — —
ML M 44 LNH 2! RC B/M 1,7 23 101 121
MN M 42 LNH 2 RC B/M 1,3 17 23 30+
M M 20 LMA 1! RC B/C 2,1 17 8 14
AM M 41 LMA 1} RC B/M 2,4 106** 106** —
Ccp F 20 LMA 2! RC B/M 2,1 36 35 56
IN F 25 LLA 2 RC B/M 1,4 24 23 24
LS F 25 LLA 3 RC B/M 2,7 16 34 45
JP M 39 LLA 2! RC B/M 1,9 48 187+ —
SM F 17 LLA 2' RC B/M 2,6 16 21 25
ES M 10 LLA 2 RC B/M 2,9 25 39 39
JC M 34 DH 2' RP B/M 1,4 15 18 32
GF M 2 Nbl 2* RP B/M/Cb 3 17 9 9
FC F 39 CaM RC B/M/Cb 1,7 24 23 34
Sx — sexo; Id — idade; Dg — diagndstico; Terap — regime de condicionamento; Neut. — neutréfilos; Plaqg. plaquetas;
LNH — linfoma nZo hodgkin; LMA — leucemia mieloblastica aguda; LLA — leucemia linfoblastica aguda; DH — doenga de hodgkin;
Nbl — neuroblastoma; CaM — carcinoma da mama; RC — remissfio completa; RP — remissdo parcial; B — busulfan; M — melfalan;

C — ciclofosfamida; Cb — carboplatina; * — doente faleceu em D+ 7; ** — doente faleceu com doenga activa em d +_IO6. tha: ambos os
doentes com neoplasias ndo hematolégicas (GF e¢ FC) foram tratados em fases avancadas, como programa de intensificacio.
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com volumes maiores, ndo devendo ser usadas amostras
pequenas para monitorizagio de sacos de congelamento?;
inclusivamente, um resultados negativo nio pode excluir o
potencial da medula conservada no saco. Apenas a cultura
de progenitores a partir do saco, com células colhidas na
altura da descongelagio para administrar ao doente podera
dar resultados fidveis. No entanto, os estudos por cultura de
medula 6ssea apds descongelagio do saco, s6 podem dar
resultados cerca de 15 dias apds o inicio da incubagdo ou
seja, ndo terdo aplicabilidade, a ndo ser a posterior, em cada
caso concreto. Provavelmente com um enxerto de apenas
0,5X 108 células mononucleadas/Kg de peso do receptor, ou
até talvez menos, serd possivel obter uma reconstitui¢io
hematopoiética em transplantagio autéloga dada a auséncia
de rejeicio e habitualmente de reac¢do de enxerto-versus-
-hospedeiro 36061.6, No entanto, este valor ¢ o de 1000 CFU-
-GM/Kg tém de ser entendidos como referéncias € ndo como
limites minimos absolutos 33859, Por outro lado, a defini¢éo
de dose minima de CFU a infundir dependera do método de
ensaio usado e do tipo de depuragdo empregue. Tem-se estu-
dado a possivel relagdo entre progenitores infundidos, deter-
minados por cultura in vitro e o tempo para recuperagio
hematopoiética. No entanto alguns dos estudos habitual-
mente citados referem-se a séries com patologias diversas,
regimes de quimioterapia muito dispares e até, em muitos
casos, sem capacidade mieloablativa 567,

Enquanto alguns autores t&¢m encontrado rela¢do entre o
numero de progenitores em cultura de medula dssea ¢ dura-
¢do da neutropenia €636 outros estudos nio tém encon-
trado relagdo significativa 947, ou até nenhuma relagdo 072
entre o nimero de CFU infundidas e a duragdo da recupera-
¢io hematopoiética. Em doentes com neoplasias linféides,
ou com cancro da mama, a recuperagdo hematopoiética
relacionou-se mais com a intensidade e duragdo da terapéu-
tica anterior & colheita do enxerto, do que com os CFU
infundidos, ou, até mesmo, com n.’ de células mononuclea-
res no enxerto %77 Q valor preditivo das culturas de pre-
cursores tem de ser, pelo menos por enquanto, encarado com
alguma reserva. As determinagdes de CFU no enxerto tém
particular interesse quando da investigagio de novos méto-
dos de conservagdo, depuragiio de enxerto ¢ colheita de célu-
las estaminais. Também no Gltimo caso tem-se procurado
desenvolver métodos com recursos a citometria de fluxo
para obviar & morosidade das culturas™. De acordo com o
levantamento do IBMTR %, 3% dos centros inquiridos néo
fazem estudos de viabilidade e 24% testam por exclusdo de
corante vital, método esse de valor duvidoso quando usado
isoladamente. Apesar de todas as interroga¢Ges ¢ limitagGes
técnicas existentes ™, procedemos & avaliagdo, de forma siste-
matica nas primeiras 4 congelagdes consecutivas, de G e
GM-CFU, em agar, seguindo uma modificacdo do método
de Pike e Robinson® — com meio de condicionamento
563775 —, a partir de ampolas com 1 ml de medula congela-
das em simultineo com os sacos.

Um dos aspectos mais controversos em ATMO € o de
saber o valor ou necessidade dos métodos de depuracdo
medular, isto é das manobras ex vivo a que o enxerto podera
ser sujeito na tentativa de retirar da medula a doenga resi-
dual minima. A maioria dos métodos empregues recorre a
compostos citotdxicos %, em doses baixas, ou a anticorpos
monoclonais 7. Nenhum dos métodos existentes tem-se mos-
trado satisfatério e alguns resultados clinicos poem em ques-
tio a sua utilidade, na maioria das doengas oncolégicas. A
discussio do valor da depuragiio in vitro estd par 14 do
ambito deste trabalho, no entanto parece-nos permitente
referir alguns aspectos que se prendem com modificagGes
biolégicas induzidas por variagSes extremas de temperatura.
A existéncia de resultados semelhantes com medula criopre-
servada ndo-depurada, ou depurada, em algumas séries de

tratamento de leucemias agudas levou a que fosse postulado
um papel depurador para a criopreservagio 787, Este papel é
actualmente alvo de investiga¢do e recentemente o grupo do
Hospital de St. Antoine, em Paris, realizou um estudo em
que testaram o efeito de seis métodos diferentes de congela-
¢do no potencial clonogénico de células leucémicas. Para
qualquer dos métodos, quer com DMSO a 10% ou 20%,
quer com criopreservador programavel ou com congela¢do
directa a -80°C, houve uma reducio do nimero de coldnias
de leucemia, quando comparado com ensaio pré-congela¢do.
Por outro lado confirmaram a maior sensibilidade dos clo-
nes leucemicos ao frio®, Curiosamente também a hiperter-
mia, com aquecimento das células a 42°C, para qual as
células leucémicas sdo mais sensiveis também tem sido alvo
de investigagio, em particular por autores Japoneses?®!.
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