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RESUMO — A infusao de células hematopoéticas
totipotentes criopreservadas permite a recupera-
cdo da hematopoese apds quimioterapia mieloa-
blativa.

OsJeTivo. A formacéo de cristais de gelo duran-
te o processo de congelamento é o fator principal
que causa ruptura das estruturas celulares. A
criopreservacao dessas células a uma taxa cons-
tante preveniria os danos causados pelo congela-
mento brusco.

METopos. Vinte e trés pacientes com mediana de
25 anos (variacgdo 3-57) tiveram a medula 6ssea e/
ou células-tronco periféricas (CTP) coletadas no
periodo de margco de 1993 a outubro de 1994,
totalizando 86 congelamentos. Os pacientes apre-
sentavam as seguintes neoplasias: linfoma n&o-
Hodgkin (n=5), leucemia mieldide aguda (n=8),
leucemia linféide aguda (n=6), doenca de Hodgkin
(n=3) e mieloma multiplo (n=1). O congelamento
foi controlado por um computador, acoplado ao
sistema, as seguintes temperaturas: -1°C/min até

INTRODUCAO

A utilizagcdo das células pluripotentes (stem
cell) criopreservadas, presentes na medula 6ssea
ou no sangue periférico apds sua infusédo, permite
a recuperacdo medular ap6s a administracdo de
altas doses de quimioterapial. A formacao de cris-
tais de gelo durante o processo de criopreservacéo
€¢ um evento importante e é a principal causa de
destruicao celular e retardo na recuperacdo medu-
lar apds infusdo das células descongeladas.

Os cristais de gelo intracelulares, que, muitas
vezes, promovem a ruptura mecanica das estrutu-
ras celulares, sdo formados durante o processo de
congelamento rapido das células. No congelamen-
to gradativo, com decréscimo gradual e constante
da temperatura, a formacao de gelo sera primari-
amente extracelular, ocorrendo menor dano celu-
lar. A adicdo de crioprotetores penetrantes, tais
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-45°C e depois a -10°C/min até -80°C. Apd4s o conge-
lamento, as células foram mantidas em freezer a
-110°C até o momento da infusdo. Para obtencéo
das CTP, empregou-se o fator de crescimento esti-
mulante de granulécitos (G-CSF).

ResuLTapos. Uma mediana de 3,16 x 108 céls./kg
(variacédo 0,86-24,22) de CTP e 2,03 x 108 céls./kg
(variacdo 0,19-12,21) de medula 6ssea foi congela-
da. A mediana para atingir granulécitos maior ou
igual a 500/pL e plaquetas maior que 20.000/uL foi
de 12 dias (variacéo 8-40) e 31 dias (variacéo 8-80),
respectivamente. Todos os pacientes tiveram re-
cuperacado hematopoética apods a infuséo das célu-
las criopreservadas.

ConcLusAo. A criopreservacdo em congelador
programavel permite o armazenamento de célu-
las hematopoéticas e, potencialmente, pode cau-
sar menor dano celular.

UNITERMOS: Transplante de medula 6ssea. Congelamento.
Células primitivas.

como o dimetilsulfoxido (DMSO), diminui o volu-
me de agua para formacao de cristais de gelo e,
consequentemente, o grau de desidratacao da cé-
lula. Isso resulta em uma adequada criopreser-
vacdo das células hematopoéticas??.

O objetivo do presente trabalho foi o de relatar
a experiéncia do Servico de Criobiologia da Disci-
plina de Hematologia e Hemoterapia da Universi-
dade de Sao Paulo e da Fundacdo Pro-Sangue/
Hemocentro de S&o Paulo, desde a sua implanta-
cdo, e os resultados obtidos com o uso associado das
células-tronco periféricas (CTP) e medula 6ssea
autogena para reconstituicdo hematopoética apos
altas doses de quimioterapia.

CASUISTICA

Durante o periodo de abril de 1993 a setembro
de 1994, 23 pacientes (11 do sexo masculino e 12 do
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Tabela 1 — Caracteristica clinica dos pacientes
Paciente Idade/ Diagnéstico  Status Status Dia Dia plaquetas Fator de Seguimento
Sexo na coleta no TAMO Gr>500uL > 20.000/pL crescimento clinico (meses)
P.J.M. 18/M LMA 1RC 1RC +8 +34 G-CSF RC(+10)
B.L.V.S. 39/F LMA 2RC 2RC +40 NA G-CSF/GM-CSF  Hemorragia GI(3)
R.R.S. 27IF LMA 1RC 1recidiva +12 NA G-CSF Obito p/ faléncia hepatica (1)
L.M.M. 5/M LMA 1RC 1RC +8 +38 G-CSF RC (+5)
D.K. 26/F LMA 3RC 3RC +22 +80 G-CSF Recidiva (6)
A.G.C. 3/F LMA 1RC 1RC +12 +22 G-CSF RC (+2)
M.M.N.  14/M LMA 1RC 1RC +11 +25 G-CSF RC (+6)
K.C.R.B. 15/F LMA 2RC 2RC +17 +80 G-CSF Recidiva (4)
E.A.F. 17/M LLA 2RC 2RC +10 NA G-CSF Obito p/ aspergilose (1)
S.R.F. 18/F LLA 2RC 2RC +12 NA G-CSF RC (+2)
F.F. 35/M LLA 2RC 2RC +12 +35 G-CSF Recidiva (6)
R.G.F. 8/M LLA 2RC 2RC +10 +8 G-CSF Recidiva (2)
R.G.C. 5/F LLA 2RC 2RC +12 +33 GM-CSF RC (+21)
F.R. 32/M LLA 1RC 1RC +8 NA G-CSF Recidiva (1)
C.G.T. 50/F LNH 3RC 3RC +14 NA G-CSF Obito p/ aspergilose (2)
B.C. 53/F LNH 2RP 2RP +10 NA G-CSF Obito p/ falha multipla de 6rgéos (2)
T.G.T. 12/F LNH 1RC 1RC +9 +20 G-CSF Recidiva (3)
N.P. 36/F LNH 2RC 2RC +10 +31 G-CSF RC (+11)
E.S.L. 12/F LNH 2RC 2RC +12 +52 G-CSF RC (+18)
A.F.B. 29/M DH 2RC 2RC +12 NA G-CSF Obito p/ pneumonia intersticial (3)
R.C.M.  34/M DH 2RP 2RP +10 +24 G-CSF RC (+12)
J.E..O. 34/M DH 2RC 2RC +8 +16 G-CSF RC (+24)
F.R.C. 57/IM MM RP RP +12 +28 G-CSF RC (+10)
Mediana das idades: 26 anos (variacdo 3-57). Recuperagédo mediana de granuldcitos: 12 dias (variagdo 8-40). Recuperacdo mediana de plaquetas: 31 dias
(variagdo 8-80). RC =remissdo completa; RP = remisséo parcial; NA = ndo alcangado; LMA=leucemia mieléide aguda; LLA=leucemia linféide aguda; LNH=linfoma
ndo-Hodgkin; DH=doenca de Hodgkin e MM=mieloma multiplo.

feminino), provenientes da Disciplina de Hemato-
logia e Hemoterapia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP) e da Funda-
¢do Pro-Sangue/Hemocentro de Sao Paulo, recebe-
ram a associagdo de células-tronco periféricas
(CTP) elou medula éssea (MO) autdgena para a
reconstituicdo hematopoética apos o regime de con-
dicionamento para o transplante de medula 6ssea.

Quanto ao diagndstico, oito pacientes eram por-
tadores de leucemia mieldide aguda (LMA), trés
com doenca de Hodgkin (DH), cinco com linfoma
ndo-Hodgkin (LNH), seis com leucemia linféide
aguda (LLA) e um paciente com mieloma multiplo
(MM) (tabela 1).

Quanto ao estado clinico, no momento do trans-
plante, sete estavam em primeira remisséo e 16
com doenca mais avanc¢ada (segunda remissao ou
doenca refrataria).

Dezessete pacientes receberam somente qui-
mioterapia como regime de condicionamento para
0 autotransplante e seis receberam quimioterapia
associada a radioterapia (radiacgdo corporal total).

A coleta de medula 6ssea seguiu o0 método pro-
posto pelo grupo de Seattle®. Resumidamente, cole-
taram-se de 10-15mL/kg (de peso do paciente) de
medula éssea por meio de multiplas punc¢ées da
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regido esternal e das cristas iliacas superiores e
posteriores. A seguir, a medula é6ssea foi filtrada
por dois filtros de didmetros diferentes (0,33mm e
0,22mm), respectivamente.

A coleta das CTP foi realizada por meio de
leucoaférese, realizando-se um procedimento por
dia durante trés dias consecutivos, ap6s estimulo
com o G-CSF (5pg/kg). As aféreses foram realiza-
das em equipamento de fluxo continuo Vivacell BT
798 (Dideco, Mirandola — Italia). Em cada coleta
foram processados 10-12 litros de sangue do paci-
ente, com fluxo de retirada de 50mL/min e fluxo de
aspiracdo do buffy-coat de 3-4mL/min. A velocida-
de de centrifugacao foi de 180 x G e utilizou-se ACD
formula A como solucéo anticoagulante numa pro-
porcédo de 1/10-1/12. O volume dos produtos obtidos
em cada coleta foi reposto equivolumetricamente
com solucado de albumina a 4%.

O excesso de plasma contido no produto da coleta
de CTP e da medula 6ssea foi removido por centri-
fugacdo em centrifuga Sorvall (3.000rpm/15min),
colhendo-se, assim, a camada leucoplaquetaria
(buffy-coat). A contagem de células nucleadas foi
feita antes e ap6s a obtencao do buffy-coat, que foi
congelado com igual volume de solucdo crio-
preservante contendo 20% de dimetilsulféxido
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Tabela 2 — NUmero de coletas e total de células criopreservadas
Paciente Stem cell Medula 6ssea Coletade stem cell Medula 6ssea N 2 de células
congeladas congelada periféricas (n  © de cél. x10 &/kg) congeladas (x10 ®/kg)
P.J.M. 3 1 4,41 5,09 9,50
B.L.V.S. 3 1 0,87 1,98 2,84
R.R.S. 3 1 1,12 3,10 4,22
L.M.M. 3 1 2,04 1,16 3,20
D.K. 3 1 5,36 2,03 7,38
A.G.C. --- 1 --- 6,04 6,04
M.M.N. 3 1 1,36 5,18 6,54
K.C.R.B. 3 1 2,98 2,26 5,24
E.A.F. 3 1 3,16 0,19 3,34
S.R.F. 3 1 1,65 0,24 1,89
F.F. 3 1 7,03 1,57 8,60
R.G.F. 3 1 2,64 2,67 5,31
R.G.C. --- 1 1,68 1,68
F.R. 5 1 9,74 1,35 11,09
C.G.T. 3 1 2,33 1,57 3,90
B.C. 2 1 3,17 2,24 5,41
T.G.T. 3 1 3,01 1,79 4,80
N.P. 3 1 2,54 3,34 5,88
E.S.L. 3 1 2,65 1,98 4,63
A.F.B. 3 1 3,42 12,21 512
R.C.M. 2 1 12,03 2,41 16,85
J.E..O. 3 1 7,77 1,50 9,27
F.R.C. 3 1 24,22 2,52 26,74
Mediana do nimero total de células criopreservadas 5,36 céls. x 10%/kg (variacédo 1,68 - 26,74).

(DMSO, Cryoserv, Research Industries Corpora-
tion, Utah), 40% de meio de cultura (TC199, Insti-
tuto Adolfo Lutz, S&o Paulo) e 40% de plasma
autdégeno. As células do buffy-coat foram congela-
das em uma camara de congelamento programavel
(CRYOMED, mod.1010, Ohio). A camara é alimen-
tada por cilindro de nitrogénio liquido VGL (White
Martins, Sdo Paulo, 116 litros de capacidade). A
taxa de congelamento foi a razéo de -1°C/min da
temperatura ambiente até -45°C e, a seguir, a
-10°C/min até -80°C, antes de serem transferidos
para um freezer mecénico a -110°C (Forma Cienti-
fica, mod 8380, Ohio) [ver grafico na pag. seguinte].
Antes da reinfusédo, as células foram rapida-
mente descongeladas (3 a 5 minutos), em banho-
maria a 37°C, ao lado do leito do paciente. Foi
adicionado anticoagulante (ACD) correspondente
a 20% do volume total de cada bolsa, para evitar a
formacdo de coagulos celulares. Os critérios de
recuperacao medular apés o autotransplante fo-
ram: granuldcitos superiores ou igual a 500/uL por
dois dias consecutivos e plaquetas superiores a
20.000/pL por uma semana sem transfuséo.
Todos os pacientes receberam fator de cresci-
mento (G-CSF) a partir do dia +1 do TMO até a
recuperacao hematopoética. Uma paciente (RGC)
recebeu GM-CSF e outro (RRS), G-CSF e GM-CSF,
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alternadamente, como fatores estimulantes, por
problemas de fornecimento.

RESULTADOS

Oitenta e seis congelamentos foram realizados
naquele periodo. O numero de coletas, tanto das
CTP como de medula 6ssea, esta relacionado na
tabela 2. A mediana de coletas de CTP e de medula
0ssea por paciente foi de 3 e 1, respectivamente.
Todos os congelamentos foram registrados grafica-
mente por meio de uma curva de congelamento
(gréafico). A curva é composta de trés fases (A: fase
inicial; B: fase critica e C: fase final).

Os pacientes receberam uma mediana de 5,31 x
108cels./kg (variacao 1,68-26,74) de CTP associada
a medula 6ssea autégena. Dois pacientes (RGC e
AGC) receberam apenas medula dssea, pois néo foi
possivel coletar CTP devido ao peso dos pacientes.

A mediana do tempo de recuperacdo medular foi
de 12 dias (variacao 8-40) para os granulécitos e de
31 dias (variacdo 8-80) para as plaquetas.

Dos 23 pacientes admitidos no Programa de
Transplante de Medula Ossea, 11 permanecem
vivos e livres da doenca, com mediana de 11 meses
(variacdo 2-24) de seguimento clinico. Um pacien-
te (RGF) teve recidiva precoce (dia +86) e morreu
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Grafico — Curva de congelamento: A) fase inicial:
decréscimo da temperatura a razéo de -1°C/min até
-45°C; B) fase critica: liberagdo do calor de fusdo pelas
células; C) fase final: decréscimo da temperatura a razao
de -10°C/min até -80°C.
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Tabela 3 — Causas de 6bito

Recidiva

Hemorragia gastrointestinal

Toxicidade hepatica (Insuficiéncia hepatica)
Infecgéo

Pneumonia intersticial

P NN PO

apoés trés meses. Os demais pacientes morreram de
outras causas (tabela 3).

DISCUSSAO

O tratamento com altas doses de quimioterapia,
seguido da infusdo de células precursoras hemato-
poéticas, esta sendo incorporado ao contexto tera-
péutico com finalidades curativas para uma série
de neoplasias*. A importancia das células pluripo-
tentes ap6s a quimioterapia mieloablativa faz-se
notar pela reconstituicdo hematopoética e, tam-
bém, pela reducao das intercorréncias como neu-
tropenia, infecgbes oportunistas e dias de hospi-
talizagdo, entre outros, os quais podem ser reduzi-
dos ainda mais se empregados fatores de cresci-
mento, associadamente®.

O transplante autélogo ou autoplastico de me-
dula dssea (TAMO) passa a ter papel importante
guando se visa administrar altas doses de quimio-
terapia. A coleta das células precursoras para a
realizacao do TAMO pode se dar por via direta das
células mediante multiplas punc¢des das cristas
iliacas ou por meio de uma técnica mais recente, a
das células pluripotentes periféricas®. Em nosso
trabalho, utilizamos a associa¢do da medula éssea
autéloga e das CTP. Disso resultou um numero
superior a 5,0x 108 cels./kg, garantindo recupera-
¢do medular para todos os pacientes.

Recentemente, varios procedimentos tém sido
empregados para aumentar a coleta de células
progenitoras®’®. Richman et al. observaram au-
mento do numero de CFU-GM (colony forming
unit granulocyte-macrophage), presentes no san-
gue periférico de pacientes que receberam quimio-
terapia ndo-mieloablativa coincidente com a recu-
peracdo dos leucdcitos®. O mesmo fendémeno foi
observado durante o tratamento de inducdo na
leucemia mieldide aguda e, ap6s quimioterapia,
para linfoma ndo-Hodgkin. Abrams et al. demons-
traram um efeito semelhante em caes, que recebe-
ram ciclofosfamidal®. Esses autores notaram que a
coleta de células, apds estimulo com o quimiote-
rapico, resultou em nimero 12 vezes maior do que
0 obtido em animais-controle, sem estimulo.
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Os fatores de crescimento também tém sido
empregados para melhorar o rendimento da coleta
das células. Socinski et al. relataram aumento
médio de 15 vezes no numero de CFU-GM no
sangue periférico, apés a infusdo de GM-CSF (gra-
nulocyte-macrophage colony stimulating factor),
com doses escalonadas de 4-64ug/kg, em pacientes
com tumores solidos que ndo receberam quimiote-
rapia!l. Estudo semelhante, realizado por Gianni
et al., resultou em aumento de CFU-GM circulante
em 25 vezes com ciclofosfamida sozinha, e 100-
1.000 vezes com ciclofosfamida mais GM-CSF*2.

Altas doses de quimioterapia, tais como com
ciclofosfamida e VP-16, seguidas de G-CSF, talvez
tornem desnecessarias multiplas coletas de célu-
las e resultem em um produto com menor quanti-
dade de células tumorais. Esse esquema também
traz a vantagem de produzir uma citorreducéo
inicial antes das altas doses de quimioterapia para
o TAMO e, com isso, consegue-se avaliar a qui-
miossensibilidade do tumor.

Desses trabalhos resultou que a melhor técnica
de coleta das células precursoras hematopoéticas
(CD34+) seria a combinacdo de quimioterapia se-
guida de fator de crescimento. Embora existam
publicacdes recomendando um nimero minimo de
células (30x10* CFU-GM/kg e 2,0x10%céls. CD34+/
kg) para a recuperacao hematopoética precoce, ndo
foi possivel, até o momento, estabelecer um name-
ro ideal de células a serem coletadas®®. Parece ser
importante que cada institui¢édo defina, em funcéo
do protocolo de mobilizagdo das células, qual serad o
nuamero destas a serem coletadas!?. Mais recente-
mente, diversos autores tém realizado a determi-
nacdo de células CD34 positivas no material de
CTP!, Isto porque todas as células que crescem em
colonias e algumas células mononucleares expres-
sam o antigeno CD34. Algumas instituicfes®* tém
relatado o nimero minimo de células CD34+ neces-
sarias para obter uma recupera¢do medular preco-
ce. Em nosso trabalho, os pacientes tiveram a me-
dula 6ssea ou CTP coletadas ap6s a quimioterapia
de resgate ou sob estimulo com fator de crescimen-
to. A maioria dos pacientes recebeu G-CSF apo6s o
TAMO com o intuito de acelerar a recuperacgéo
hematopoética. Uma medianade 12 dias de recupe-
racao dos granuldcitos, apos o autotransplante, foi
observada no presente trabalho, estando de acordo
com outros relatos da literatura®. A recuperacao
hematopoética é um bom indice para avaliar a
criopreservacdo das células pluripotentes hema-
topoéticas’. O uso rotineiro de CTP tem reduzido o
tempo de recuperacdo da hematopoese. Korbling
et al., estudando pacientes com linfomma de Burkitt
em remissao completa que receberam CTP apoés
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radioterapia corporal total e ciclofosfamida, obser-
varam recuperacao precoce de neutréfilos e pla-
guetas (dias 9 e 10 pds-transplante, respectiva-
mente)®. Nao houve nenhum caso de faléncia me-
dular em nossa casuistica. Uma paciente (ESL)
teve, durante a recuperacao hematopoética, pneu-
monia intersticial de causa néo identificada, sendo
necessario o uso do ganciclovir; neste caso, a pa-
ciente teve recuperacdo medular tardia, possivel-
mente por mielotoxicidade do ganciclovir. Em
outra paciente (BLVS), a recupera¢do medular
ocorreu no dia +40 apds transplante de medula
0ssea. Tratava-se de paciente com LMA secundaria
aadenocarcinoma de mama, intensamente tratada
com quimioterapia, motivo pelo qual deveria ter
poucas células CD34+ na medula dssea.

O uso de CTP tem facilitado uma recuperacéo
medular precoce, e isso se traduz por menor
morbidade, menor mortalidade e, principalmen-
te, menor custo, permitindo ampliar seu uso
terapéutico!®t’,

SUMMARY

Cryopreservation of bone marrow and peripheral
blood stem cells using a controlled rate freezing
system. Experience on 86 procedures

The cryopreservation of hematopoietic stem cells
can be used for rescuing the hematopoiesis after
high dose chemotherapy.

Purpose. The ice cristal formation during the
freezing procedure is the key point that can be
harmful to the cells. The cryopreservation of he-
matopoietic stem cells in a controlled-rate freezer
could decrease the cell damage.

MeTHoDs. Twenty-three patients with a median
age of 26 years (range 03-57) had bone marrow
and/or peripheral blood stem cells harvested from
March 1993 through October 1994, ending up to 86
freezing procedures.

The patient's diagnoses are as follows: Non-
Hodgkin's Lymphoma (n=5); Acute Myelogenous
Leukemia (n=8); Acute Lymphocytic Leukemia
(n=6); Hodgkin’s disease (n=3); Multiple Myeloma
(n=1). The cells were frozen away in a controlled-
rate freezer chamber at the folowing rate: -1°C/min
from room temperature to -45°C and then, at -
10°C/min down to -80°C. After freezing, the cells
were kept into mechanical freezers until the mar-
row infusion. To mobilize PBSC (peripheral blood
stem cells), G-CSF (granulocyte colony stimulating
factor) was given.

ResuLTs. A median of 3.16x108cells/kg (range
0.86-24.22) of PBSC and 2.03x108cells/kg (0.19-
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12.21) of bone marrow cells were frozen. The me-
dian time to reach granulocytes greater than 500/
pL and platelets greater than 20,000/pL was 12
days (range 8-40) and 31 days (range 8-80), respec-
tively. All patients had marrow engraftment after
infusion of hematopoietic stem cells.

ConcrusioN. The cryopreservation procedure us-
ing a controlled-rate freezer can store hematopoi-
etic stem cells and potentially, cause less damage to
the cells. [Rev Ass Med Brasil 1997; 43(2): 93-8.]

Key WORDS: Bone marrow transplantation. Cryopreser-
vation. Stem cell.
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