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RESUMO

A Autotransplantação de Medula Óssea, em que a medula do próprio doente serve de suporte para
a reconstituição hematopoiética após quimioradioterapia mieloablativa, pressupõe a necessidade de
conservar a medula ex vivo. A duração deste período de conservação terá de variar consoante o pro
grama terapeutico a empregar. Apesar de ser possível manter a viabilidade da medula óssea, sem conge
lação, por alguns dias, a conservação por períodos mais longos impõe a necessidade de criopreservação.
São revistos alguns dos métodos usualmente empregues na cdÉ~ervação de medula óssea para trans
plantação, com especial destaque para a criopreservação. Descreve-se o método de congelação de
medula óssea empregue na Unidade de Transplantação de Medula Õssea (UTMO) do Hospital de
Santa Maria (HSM).

SUMMARY
Bone marrow preservation methods for autologous bone marrow transpiantation

For Autologous Bone Marrow Transplantation (ABMT) the patient’s own marrow is harvested
before myelotoxic high-dose radio-chemotherapy and later returned to promote hemopoietic 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.

INTRODUÇÃO

A Autotransplantação de Medula Óssea (ATMO) consiste
na utilização de medula óssea do próprio doente como
suporte da recuperação hematopoiética após quimio
-radioterapia mielotóxica intensiva, de alta-dose, ou mesmo
mieloablativa. Nesta modalidade de transplantação de
medula o enxerto é colhido antes da terapêutica e devolvido
depois desta. Apesar de se ter demonstrado ser possível dar
quimioterapia mielotóxica de alta-dose sem suporte medular
autólogo, usando factores de crescimento hematopoiético 1.2,

não é provável que o enxerto de células estaminais possa ser
abolido quando se empreguem fármacos, ou radiações, mie
loablativos. Os primeiros resultados de autotransplantação
de medula óssea surgiram no fim dos anos 50 e início dos
anos 60 e foram muito desencorajadores ~. Resultou este
facto da insuficiência das terapêuticas antitumorais empre
gues, do atraso relativo em outros meios de suporte nomea
damente antibióticos e das limitações dos métodos de
criopreservação então 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
congelação de medula óssea, tem-se assistido a um aumento
sempre crescente do número de ATMO realizados. Entre
1987 e 1989 foram efectuados mais de 6000 transplantações
autólogas no conjunto da Europa e Estados Unidos, na sua
maioria em doentes com Linfomas, Leucemias, Carcinomas
da Mama e Neuroblastomas ~. actualmente assiste-se a um

desenvolvimento de novos métodos de colheita de células
estaminais com recurso a técnicas de citaferese para obten
ção de enxertos colhidos a partir do sangue periférico em
doentes em fase de saída de aplasia medular após quimiote
rapia citotóxica ~. Em termos gerais podem-se considerar
duas modalidades de ATMO, consoante o método de con
servação da medula óssea, até à reinfusão no doente; ATMO
com medula a Fresco, isto é, não congelada e ATMO com
medula Criopreservada.

CONSERVAÇÃO SEM CONGELAÇÃO

Dependendo do método de avaliação de progenitores
hematopoiéticos — Colony Forming Units (CFU) — a
medula óssea humana mantém o seu potencial clonogénico
ex vivo, por períodos 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 possível obter recuperações de CFU-C, da
ordem de 85% ás 48 h 6~ Parece haver, no entanto, um declí
nio na taxa de recuperação a partir das 12h de armazena
mento7. Segundo alguns autores, o armazenamento à
temperatura de 37°C seria vantajoso89 com recuperações
aumentadas, principalmente nas taxas de CFU-C até às 48 h.
As sobrevivências celulares às 72 h7 não parecem ser sufi
cientes para assegurar uma reconstituição hematopoiética
eficaz, sendo a linhagem megacariocítica 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
conservação do potencial de reconstituição hematopoiética
entre 4° e 6-8 dias Il• Os enxertos não manipulados in vitro
têm seguramente um maior potencial de repovamento e, daí,
a sua utilização clínica como suporte autólogo, em particular
em doentes já anteriormente sujeitos a terapêuticas citotóxi
cas de grande duração ou intensidade. O recurso a medula
fresca pressupõe a utilização de fármacos de eliminação
rápida cujo melhor exemplo é o Melfalan isolado ou em
associação com Irradiação Corporal Total — Total Body
Irradiation (TBI) 12,l3~ Realizaram-se vários ensaios clínicos
com quimioterapia intensiva e suporte medular não criopre
servado, embora na maioria dos casos os regimes empregues
não fossem verdadeiramente mieloablativos6’2’4-’°. Na
grande maioria destes estudos a medula foi reinfundida cerca
de 48 h após a colheita. No entanto Burnett e colab. 19, refe
rem quatro casos de reconstituição hematopoiética, com
medula conservada a 4°C, reinfundida até 54h após a
colheita, em doentes tratados com Ciclofosfamida e TBI.

Outra forma de realizar ATMO com medulafresca é a de
conservá-la em sistema de cultura de células de longo prazo
— Long Term Bone Marrow Culture (LTBMC)2° que
também pode possibilitar a depuração de células malig
nas 21.22 Apesar de ser possível conservar o potencial hemato
poiético da medula óssea por períodos de até 10 semanas 23,

o tempo de conservação em LTBMC, para uso clínico, não
tem excedido dez dias na quase totalidade dos casos 24~

alguns estudos preliminiares têm avaliado a aplicação clínica
de LTBMC 24-25 e a possibilidade de erradiação do clone com
cromossoma Filadélfia em doentes com leucemia mielóide
crónica (LMC) abriu novas perspectivas no tratamento de
doentes com LMC sem dador HLA compatível 24-26•

CONSERVAÇÃO COM CONGELAÇÃO

Várias circunstâncias levaram a que tivessem sido desen
volvidos métodos de conservação de medula óssea por perío
dos longos. A procura de melhores resultados para a
quimioradioterapia de alta dose levou à utilização de fárma
cos de semi-vida mais longa, isolados ou sem associações. O
emprego de fármacos de eliminação mais lenta pressupõe a
reinfusão da medula óssea muito depois da sua colheita.

Para a congelação de medula óssea é preciso considerar
vários passos que envolvem; 1) o processamento para con
centração de células mononucleares, 2) a adição de soluçõo
de congelaçdo ao produto a congelar, 3) a congelação em
criopreservador programável, ou em arca congeladora, 4) o
armazenamento da medula criopreservada e 5) a reinfusão
nos doentes.

1) Processamento para concentração de células
mononucleares.

Antes de se proceder à congelação, a medula deve ser pro
cessada para diminuição do volume, eliminação de glóbulos
vermelhos e eliminação de granulocitos. A redução de
volume tem como objectivo diminuir a quantidade de crio-
protector a usar e o espaço necessário para a congelação e
armazenamento e ainda, quando se recorre a depuração in
vivo, diminuir os custos e aumentar a eficácia 24~ Os glóbulos
vermelhos são usualmente lisados após a descongelação e os
produtos do lisado são nefrotóxicos 28• A lise de granulocitos
que também ocorre habitualmente, leva à libertação de DNA
e enzimas lisossomais que induzem a formação de agregados
(clumping) potencialmente lesivos das células pluriopoten
ciais 29~ Alguns autores defendem o uso de DNAse na solu
ção de congelação30 para reduzir o clumping, mas esta
técnica torna o processo mais caro e dificil, não parecendo
ser necessária3. Vários métodos e técnicas têm sido usadas
para o processamento de medula óssea com sedimentação
por gravidade em gradiente3031, ou com separadores celula

res automáticos, havendo protocolos para diversos aparelhos
de separação e congelação. Os aparelhos mais usualmente
empregues têm sido os IBM COBE e Haemonetics, com os
quais se têm referido taxas de perda de células mononuclea
das que rondam os 20% 27.30-36• Na nossa Unidade temos pro
cedido a separação de células mononucleares com recurso a
sedimentação por gravidade com Hidroxietilamido
Hydroxiethylstarch (HES), segundo método anteriormente
descrito 37, com uma recuperação de ± 77,6% de células
mononucleares.

2) Adição de soluçio de congela çio ao produto a
congelar.

A congelação de medula óssea, como de outros tecidos
vivos, só é possível, sem perda de viabilidade funcional após
descongelação, com recurso a agentes crioprotectores que
são misturados em determinadas concentrações com a
medula a congelar. Estes agentes protegem as células dos
efeitos de soluçJo que se verificam quando da formação de
cristais do gelo no meio extracelular com aumento da osmo
laridade do meio, agravados peib arrefecimento lento e das
consequências da recristalizaçüo, ou seja, da reorganização
de cristais durante a fusão e do choque de diluiçdo, isto é, a
diminuição da osmolaridade do meio extracelular que
resulta da fusão progressiva dos cristais ~ O modo de acção
destes agentes não está completamente elucidado, mas
parece depender das suas acções na membrana celular 38• A
solução contendo o agente crioprotector que se mistura com
a amostra de medula a conservar, denomina-se de soluçJo de
congelaçdo. O crioprotector mais usado é o Dimetilsulfoxido
(DMSO) ~. Actualmente a maioria dos autores concorda com
a necessidade de também incluir, na solução de congelação,
albumina a 20%, soro ou plasma autólogo. Alguns centros
incluem meio de cultura, por exemplo TC 199 ou RPMI
1640 na solução de congelação, embora seja possível e mais
barato proceder às diluições com plasma autológo e soro
fisiológico. O plasma autólogo fica disponível após a separa
ção da células mononucleares e não constitui um risco infec
cioso ou imunológico. 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 concentrações
finais de 10 a 20%, embora seja possível usar concentrações
de 5%, com a mesma eficácia crioprotectora.A utilização de
DMSO a 5% poderá oferecer a vantagem de diminuir a toci
cidade que se exerce sobre as células estaminais, a tempera
turas que vão dos 4°C à temperatura ambiente, antes da
congelação e após a descongelação ‘~. Temos usado uma
modificação do protocolo do The Royal Marsden Hospital,
Londres, em que preparamos a soluçdo de congelaçõo com
DMSO (Sigma Cat., grau analítico) e Soro Fisiológico (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 óssea é introduzida em sacos de congelação (Gambro
DF 700), a que se adiciona pelo menos 30-50% de plasma
autólogo, de forma a perfazer 108 ml de volume total do
saco. Por fim introduzimos l2ml da soluçâo de congelaçdo,
previamente preparada e arrefecida, de forma a termos uma
concentração final de 5% de DMSO em 120 ml. A introdu
ção de DMSO deve ser lenta, com agitação suave do saco,
para permitir uma distribuição homogénea deste agente. A
diluição de medula em volumes grandes permite manter con
tagens de células mononucleares em torno de 20X 106 ml,
como recomendado ~. A preparação dos sacos é feita à tem
peratura ambiente em câmara de fluxo de ar laminar. Após a
introdução do DMSO os sacos com a medula devem ser
introduzidos na câmara de congelação. No Quadro 1 resumi
mos os passos de preparação dos sacos para congelação.
Outros autores também têm utilizado a congelação com
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QUADRO 1 Resumo do protocolo de preparação de sacos de medula óssea para congelação, da Utmo do HSM

1 Medição do volume de Buffy Coar Medular a congelar e contagem de células mononucleares.
2 Cálculo do n.° de sacos; 50-70 ml de medula por saco.
3 Diluição do DMSO (grau analítico) com Soro Fisiológico, em partes iguais; l2ml de solução por saco. Conservar a solução a 4°C.
4 Introdução de Medula nos sacos (Gambro DF 700), seguido de plasma autólogo, até perfazer um volume total de 108 ml por saco.
5 Introdução da solução de DMSO (12m1 por saco), agitando suavemente.
6 Volume final por saco de 120 ml; 5% DMSO.
7 Congelar de imediato.

DMSO a 5%40 e até mesmo para congelação de células esta
minais colhidas a partir do sangue periférico 41, como já foi
esfectuado na nossa Unidade.

3) Congelação em criopreservador programável, ou em
arca congeladora.

A conservação pelo frio ou criopreservação, pode ser efec
tuada com aparelhos para congelação programada com
azoto líquido e ulterior manutenção em arcas com este refri
gerante 3,29,33,42,43 ou então, com arcas frigoríficas ~ Entre os
factores que têm sido considerados na avaliação do método
óptimo de criopreservação de medula óssea humana, o pro
grama de congelação e o calor de fusüo têm sido estudados
em particular46-48. Actualmente há acordo geral com o prin
cípio da congelação a ritmo constante 3.29.48~ Mesmo em arcas
frigoríficas o ritmo de arrefecimento da medula simula
aquele que é obtido com criopreservadores programáveis de
azoto líquido. A congelação em sacos de material crioresis
tente é fácil de executar e permite simultaneamente um
armazenamento simples e a reinfusão rápida da medula logo
após a descongelação, bastando, para isso, ligar o próprio
saco a um sistema de transfusão. Na realidade não existe um
programa de congelação ideal. Apenas alguns pontos pare
cem ser indiscutíveis, como por exemplo a necessidade de
arrefecer a medula a 1-2°C mm até à temperatura de -40°C,
manter o mesmo ritmo de arrefecimento lento antes e depois
da libertação do calor defusJo e arrefecer até -140°C, pelo
menos. O calor de fusõo, energia libertada pela medula
durante a mudança de fase líquida para sólida, traduz-se por
um aquecimento da câmara de congelação. A este aqueci
mento súbito que pode ser de vários graus centígrados
sucede um aumento do ritmo de arrefecimento pela
máquina, pré-programada para manter uma determinada
temperatura naquele momento da congelação. Estas varia
ções de temperatura podem levar à formação de cristais
intracelulares, com destruição da célula °. Alguns autores
têm preconizado a intervenção manual do operador o ver-
ride aumentando a entrada de azoto líquido na câmara,
no momento da libertação do calor defusdo, contrariando
assim o aquecimento rápido449. Não nos parece que esta
prática seja recomendável já que o fenómeno de libertação
do calor defusJo é imprevisível no seu momento e intensi
dade, apenas observável depois de já ter acontecido e existe
sempre o risco de interferir de forma mais grave ao induzir
um arrefecimento mais rápido. Aliás outros autores têm pro
cedido da mesma forma, não interferindo no processo de
congelação 42~ No Hospital de St° Maria temos utilizado um
criopreservador programável de azoto líquido (Planer Kryo
10) e uma modificação da descrição de Gilmore et a132 do
programa de P. Hérve (Besançon). Temos iniciado o arrefe

cimento, após introdução de medula, a partir da temperatura
ambiente até um minimo de -160°C. No Quadro 2 apresenta
mos o programa de congelação que temos seguido.

4) Armazenamento da medula criopreservada
Em azoto líquido a medula óssea é conservada entre -140°

e -196°C, consoante o armazenamento seja efectuado em fase
vapor ou fase líquida do refrigerante. A congelação em arcas
congeladoras de -70° a -80°C tem a vantagem de ser menos
dispendiosa e porventura mais simples. No entanto ainda
não é claro que seja possi ei manter a viabilidade da medula
conservada a -80°C por períodos superiores a quatro
meses46. Na nossa Unidade o armazenamento dos sacos de
medula congelada é efectuado em azoto em fase líquida, em
contentor próprio, à temperatura de -196°C, considerada
ideal 3,29~ Todas as manobras que envolvam abrir o conten
tor, com a consequente aceleração da perda de azoto têm de
ser limitadas ao mínimo de forma a não sujeitar os produtos
armazenados a grandes flutuações de temperatura.

5) Reinfus~o do enxerto medular congelado
Após a descongelação alguns autores preconizam diluições

progressivas da medula a infundir ou a sua lavagem e centri
fugação para remoção do DMSO ~,49,56~ No entanto, a mani
pulação da medula após descongelação, diminui o número
de células pluripotenciais 57, sendo de recomendar a infusão
rápida da medula óssea por catéter central, logo após a des
congelação sem outras manobras ex vivo 3.32.43.52~ Consegue-se
assim uma diluição adicional in vivo do DMSO que, sendo
crioprotector, paradoxalmente é, como já vimos, tóxico para
as células estaminais medulares a 37°C. Temos descongelado
a medula para reinfusão com imersão em água a 37-40°C,
para descongelamento rápido seguido de infusão rápida, a
partir do saco Gambro, com sistemas de infusão de soros
sem filtro. Num estudo recente sobre toxicidade de infusão
de medula óssea criopreservada, o grupo de Johns Hopkins
refere que em 53% dos casos (44 de 82 doentes) houve quei
xas de naúseas, dores abdominais e fenómenos vasomotores.
Outros achados comuns foram bradicárdia e hipertensão
transitória, mas em nenhum dos casos houve complicações
graves ~‘. A presença de alguns eritrocitos em buffy coar crio-
preservado leva a um aumento de hemoglobinúria, embora o
risco de Insuficiência Renal, na ausência de outros factores
de risco, nomeadamente insuficiência hepática ou desidrata
ção, seja muito baixo ~. Quase todos os doentes que recebem
medula criopresevada com DMSO têm um hálito desagradá
vel nas horas seguintes, em virtude de eliminarem dimetilsul
fito pelos pulmões”. Com uma redução do volume de
medula a infundir e baixas concentrações de DMSO (5% em
vez de 10 ou 20% como usualmente recomendado), os efeitos
secundários da infusão de medula criopreservada tendem a

QUADRO 2— Programa de congelação da UTMO do HSM
Rampa Temperatura inicial Arrefecimento Duração Temperatura final

1 Ambiente -5°C mm Variável +4°C
2 +4°C 0°C l5min +4°C
3 +4°C -2°C mm 4,5min -5°C
4 -5°C -1°C mm 35min -40°C
5 -40°C -5°C mm 24min -160°C
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desaparecer. Por outro lado, a premedicação com antihista
minicos, visto o DMSO induzir a libertação de histamina,
contribui para uma ainda maior redução de efeitos secundá
rios. Como pré-medicação temos administrado Clemastina
E.V. Em casos de cólicas abdominais pode-se administrar
Butilescopolamina E.V. Após a reinfusão administramos
Biocarbonato de Sódio isotónico E.V., l000cc em 4h e ini
ciamos pesquisas de Hemoglobinúria.

EXPERIÊNCIA DE CRIOPRESERVAÇÃO DA UTMO
DO HOSPITAL DE SANTA MARIA

Entre Julho de 1990 e o fim de Maio de 1991 procedemos
a 21 congelações de medula óssea, com o método descrito. A
16 doentes a medula óssea foi reinfundida após quimiotera
pia mieloablativa compreendendo Busulfan (16 mg/ Kg). A
um doente foi administada terapêutica com Melfalan (160
mg/m 2) seguida de suporte medularfresco complementando
com enxerto autólogo criopreservado que tinha sido conside
rado insuficiente para assegurar a reconstituição hematoló
gica. Das restantes medulas, 3 mantêm-se congeladas para
posterior reinfusão e 1 foi rejeitada por recaída imediata
mente após a colheita. A mediana do intervalo entre a data
da congelação e da reinfusão foi de 18 (8-202) dias. Durante
a reinfusão apenas 1 doente teve uma reacção grave com
febre com calafrio, tremores e hipotensão que cedeu à admi
nistração de Metilprednisolona E.V. e Adrenalina S.C. Três
doentes tiveram hematúria macroscópica após a reinfusão da
medula e 1 doente teve Hipertensão que cedeu a diuréticos.
Nenhum doente teve evidência de Induficiência Renal nos 3
dias após o retorno da medula. O volume infundido foi de
240-360 ml para a maioria dos doentes. Apenas 2 doentes
receberam 480m1 de medula. Dos 16 doentes, tratados com
regime mieloablativo, 15 receberam suporte exclusivamente
com medula óssea 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,lX l08/Kg (s0,73). Quatorze doentes têm um segui
mento pós-Atmo> 60 dias (Quadro 3). Treze doentes são
avaliáveis quanto à recuperação hematológica (um doente
faleceu em D +7 e não é avaliável quanto à recuperação
hematopoiética). Dos 13 doentes avaliáveis, um faleceu em
recaída, em D + 106, sem ter tido evidência de recuperação

hematopoiética e 1 doente está dependente de transfusões,
com plaquetas<25X 109/1 em D+87, apesar de estar em
remissão de leucemia linfoblástica aguda. Todos os restantes,
11 doentes, tiveram recuperação hematológica. Para os 13
doentes avaliáveis a mediana de dias com neutrófilos
<0,5X l0~/ 1 foi de 23 (15-106) dias e plaquetas< 25X l0~/ 1
foi de 23 (8-187+). Dez doentes atingiram plaquetas
>50X l0~/l após 33(9-121) dias do início da trombocitope
nia (<25X 10 9/1). Sete doentes, em remissão completa pós
-ATMO, atingiram plaquetas> IOOX 109/1 após 39 (21-70)
dias do início da trombocitopenia (<25X l0~/l). A evolu
ção clínica de alguns destes doentes já foi alvo de
apresentação ~.

CONCLUSÃO

Um levantamento dos protocolos de processamento e
armazenamento de medula óssea nos Estados Unidos e
Canadá 57, envolvendo 110 centros inscritos no Internacional
Bone Marrow Transplant R~gistry (IBMTR), demonstra
bem a ausência de unanimidade de métodos no que respeita
às práticas em estudo. Apenas 17% dos centros não usam
congelador programável de azoto líquido e, este número,
deverá ser menor na Europa. A maioria dos centros usa
DMSO a 10% na solução de congelação, embora em 17%
destes utilizem o crioprotector na concentração final de 5%.
O período mais longo, entre a colheita e a administração, foi
de 8 anos. Recentemente descreveu-se um período de II
anos58 e em termos teóricos, mantidas as mesmas condições
térmicas, isto é armazenamento a -196°C, este período
deverá ser muito maior.

Um dos problemas críticos em transplantação de medula
óssea e em particular em autotransplantação é o de saber
qual o potencial hematopoiético do enxerto~-61. O único
método eficaz para avaliação da qualidade do enxerto antes
da transplatação, é o de cultura in vitro de progenitores
hematopoiéticos, para a qual existem vários métodos
descritos62-65. No entanto, a avaliação in vitro do potencial
do enxerto tem limitações metodológicas, mais importantes
nos estudos de medula criopreservada. O uso de amostras,
congeladas em pequenas ampolas, terá sempre o erro ine
rente ao facto de as condições de congelamento e armazena
mento de pequenas quantidades não reproduzirem as
circunstâncias fisicas do saco de congelamento de medula

QUADRO 3 — Recuperação hematológica dos doentes tratados com quimioterapia de alta-dose e suporte medular criopreservado
Dias c/ Dias ei Dias c/

Cel. Neut. Plaq. Plaq.
Fase da X108/ <O,5X <25X <50X

Nome Sx ld Dg doença Terap Kg) 109/1 1O’/l l0~/l

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 SIM 1,3 17 23 30+
JM M 20 LMA 1.’ RC B/C 2,1 17 8 14
AM M 41 LMA 1.’ RC B/M 2,4 1065* I06~ —

CP F 20 LMA 2.’ RC S/M 2,1 36 35 56
lN F 25 LLA 2.’ RC B/M 1,4 24 23 24
LS F 25 LLA 3.’ RC S/M 2,7 16 34 45
JP M 39 LLA 2.’ RC B/M 1,9 48 187+
SM F 17 ELA 2.’ RC B/M 2,6 16 21 25
ES M 10 LLA 2.’ RC S/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 diagnóstico; Terap regime de condicionamento; Neut. neutrófilos; Plaq. plaquetas;
LNH linfoma não hodgkin; LMA leucemia mieloblástica aguda; LLA leucemia linfoblástica aguda; DH — doença de hodgkin;
NbI neuroblastoma; CaM carcinoma da mama; RC remissão completa; RP remissão parcial; B busulfan; M melfalan;
C ciclofosfamida; Cb carboplatina; ~ doente faleceu em D+7; ~ doente faleceu com doença activa em d+ 106. Nota: ambos os
doentes com neoplasias não hematológicas (GF e FC) foram tratados em fases avançadas, como programa de intensificação.
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com volumes maiores, não devendo ser usadas amostras
pequenas para monitorização de sacos de congelamento 3;
inclusivamente, um resultados negativo não pode excluir o
potencial da medula conservada no saco. Apenas a cultura
de progenitores a partir do saco, com células colhidas na
altura da descongelação para administrar ao doente poderá
dar resultados fiáveis. No entanto, os estudos por cultura de
medula óssea após descongelação do saco, só podem dar
resultados cerca de 15 dias após o início da incubação ou
seja, não terão aplicabilidade, a não ser a posterior, em cada
caso concreto. Provávelmente com um enxerto de apenas
0,5X 108 células mononucleadas/Kg de peso do receptor, ou
até talvez menos, será possível obter uma reconstituição
hematopoiética em transplantação autóloga dada a ausência
de rejeição e habitualmente de reacção de enxerto-versus
-hospedeiro 3.60.61.66~ No entanto, este valor e o de 1000 CFU
-GM/Kg têm de ser entendidos como referências e não como
limites mínimos absolutos~ Por outro lado, a definição
de dose mínima de CFU a infundir dependerá do método de
ensaio usado e do tipo de depuração empregue. Tem-se estu
dado a possível relação entre progenitores infundi6os, deter
minados por cultura in vitro e o tempo para recuperação
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 59,67~

Enquanto alguns autores têm encontrado relação entre o
número de progenitores em cultura de medula óssea e dura
ção da neutropenia~~61.~, outros estudos não têm encon
trado relação significativa 59,67, ou até nenhuma relação 70-72,

entre o número de CFU infundidas e a duração da recupera
ção hematopoiética. Em doentes com neoplasias linfóides,
ou com cancro da mama, a recuperação hematopoiética
relacionou-se mais com a intensidade e duração da terapêu
tica anterior à colheita do enxerto, do que com os CFU
infundidos, ou, até mesmo, com n.° de células mononuclea
res no enxerto ~,70,7l~ O valor preditivo das culturas de pre
cursores tem de ser, pelo menos por enquanto, encarado com
alguma reserva. As determinações de CFU no enxerto têm
particular interesse quando da investigação de novos méto
dos de conservação, depuração de enxerto e colheita de célu
las estaminais. Também no último caso tem-se procurado
desenvolver métodos com recursos a citometria de fluxo
para obviar à morosidade das culturas ~ De acordo com o
levantamento do IBMTR57, 3% dos centros inquiridos não
fazem estudos de viabilidade e 24% testam por exclusão de
corante vital, método esse de valor duvidoso quando usado
isoladamente. Apesar de todas as interrogações e limitações
técnicas existentes 74, procedemos à avaliação, de forma siste
mática nas primeiras 4 congelações consecutivas, de G e
GM-CFU, em agar, seguindo uma modificação do método
de Pike e Robinson63 com meio de condicionamento
5637’~ —, a partir de ampolas com 1 ml de medula congela
das em simultâneo com os sacos.

Um dos aspectos mais controversos em ATMO é o de
saber o valor ou necessidade dos métodos de depuraçJo
medular, isto é das manobras ex vivo a que o enxerto poderá
ser sujeito na tentativa de retirar da medula a doença resi
dual mínima. A maioria dos métodos empregues recorre a
compostos citotóxicos76, em doses baixas, ou a anticorpos
monocionais”. Nenhum dos métodos existentes tem-se mos
trado satisfatório e alguns resultados clínicos põem em ques
tão a sua utilidade, na maioria das doenças oncológicas. A
discussão do valor da depuração in vitro está par lá do
âmbito deste trabalho, no entanto parece-nos permitente
referir alguns aspectos que se prendem com modificações
biológicas induzidas por variações extremas de temperatura.
A existência de resultados semelhantes com medula criopre
servada não-depurada, ou depurada, em algumas séries de

tratamento de leucemias agudas levou a que fosse postulado
um papel depurador para a criopreservação 78,79~ Este papel é
actualmente alvo de investigação 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
ção no potencial clonogénico de células leucémicas. Para
qualquer dos métodos, quer com DMSO a 10% ou 20%,
quer com criopreservador programável ou com congelação
directa a -81? C, houve uma redução do número de colónias
de leucemia, quando comparado com ensaio pré-congelação.
Por outro lado confirmaram a maior sensibilidade dos do
nes leucemicos ao frio 80~ Curiosamente também a hiperter
mia, com aquecimento das células a 42°C, para qual as
células leucémicas são mais sensíveis também tem sido alvo
de investigação, em particular por autores Japoneses 8I~
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