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Resumo

Atualmente o transplante de células progenitoras hematopoéticas esta
sendo amplamente utilizado, resultando em bons tratamentos para diversas
patologias. Uma maneira que se tem mostrado eficiente para se obter essas
células é a coleta de células progenitoras hematopoéticas do sangue periférico
através da Leucaférese, que consiste em coletar o sangue total, separar os
componentes sanguineos obtendo assim o produto adequado para o
transplante. Para uma boa coleta € necessario uma prévia mobilizacdo que
consiste em recrutar as células da medula 0ssea para o0 sangue periférico
permitindo assim com que essas sejam coletadas. Estudos tem demonstrado
gue o transplante resultante de células obtidas através do sangue periférico
resultam em um namero adequado de células para o transplante e uma melhor

recuperacado hematopoética.
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Introducéo

As células progenitoras hematopoéticas da medula 6ssea possui uma
alta capacidade de diferenciacdo e auto-renovacdo, podendo dar origem a
vérias linhagens de células sanguineas. Portanto, atualmente, o transplante de
células progenitoras hematopoéticas € amplamente utilizado para o tratamento
de diversas doencas hematolégicas, oncoldgicas, hereditarias e imunolégicas.
Essas células progenitoras podem ser provenientes da medula O6ssea, do

corddo umbilical e também do sangue periférico.

Ultimamente o transplante de células progenitoras hematopoéticas
obtidos através do sangue periférico esta sendo usado em larga escala, visto
gue varios fatores estédo ligados ao sucesso desse transplante. O numero de
células progenitoras na circulacdo periférica € muito baixo, portando é
necessario fazer uma mobilizacdo dessas células, aumentando assim sua
guantidade para que elas sejam coletadas do sangue periférico através do
procedimento de aféreses, mais precisamente Leucaférese, que consiste em
separar as células sanguineas coletando a camada de células mononucleares
do sangue periférico e devolvendo o restante ao doador através de um

separador de células automatico.

Esse trabalho tem como objetivo fazer uma reviséo bibliografica sobre a
coleta e transplante de células progenitoras hematopoéticas periféricas obtidas

através de leucaférese, mostrando sua importancia e suas vantagens.

Células Progenitoras Hematopoéticas

As células progenitoras hematopoéticas (CPH) séo células que possuem
poder de auto-renovacdo e também capacidade de diferenciagdo em varias
linhagens sanguineas. Dentro da terapia celular, o transplante de CPH é a

modalidade que se tem obtido mais eficacia no tratamento de doencas



malignas e ndo malignas. As doencas neoplasicas tem a maior indicacdo desse
tipo de terapia sendo responsavel por 95% do total das indicacdes.

A caracterizacdo das CPH tem sido realizada através da expressao do
antigeno de membrana CD34 que se trata de uma fosfoglicoproteina
transmembrana com cerca de 110 kDa, que sdo encontradas em células
hematopoéticas imaturas, em algumas células endoteliais maduras e células do
estroma, onde nem todas suas func¢des ainda foram definidas. Anticorpos
monoclonais contra CD34 foram bem desenvolvidos e sao utilizados em
citometria de fluxo para determinar a quantidade de células CD34+ no sangue
periférico e também no produto apds a coleta das células progenitoras.

O transplante de células progenitoras hematopoéticas pode ser
classificado como autélogo (realizado com as células do préprio receptor),
alogénico (as células usadas no transplante sdo coletadas de um doador que
possua compatibilidade com os antigenos leucocitarios — HLA do paciente) e
singénico (as células transplantadas sdo de um irmdo gémeo univitelino,

geneticamente idénticas).

Fonte Para Coleta de Células Progenitoras Hematopoéticas

As CPH podem ser obtidas a partir da medula éssea, do cordéo
umbilical ou do sangue periférico. A finalidade é se obter uma quantidade de
células suficiente para uma “pega medular” resultando assim em uma

recuperacao rapida, completa e sustentada apds o enxerto.

A medula 6ssea é a fonte mais tradicional para obtencdo de CPH, onde
as células sado obtidas através de puncfes de locais hematopoéticamentes
ativos e acessiveis do esqueleto, como crista iliaca, dentro do centro cirargico
com o uso de anestesias. Porém essa técnica esta sendo substituida pela
coleta de CPH de sangue periférico, visto que alguns fatores podem diminuir o

sucesso do enxerto como: presenca de infiltracdo e fibrose medular,



contaminacao atraves de células neoplésicas, radioterapia prévia, obesidade e
alto risco para anestesia.

As CPH do cordédo umbilical sdo provenientes do sangue circulante do
feto, que permanece na placenta e nos vasos umbilicais logo no pdés-parto.
Geralmente seu uso € restrito para pacientes pediatricos devido ao baixo
volume de coleta e consequentemente o baixo nimero de células precursoras.
As CPH de corddo umbilical possui uma maior capacidade de auto-renovacgao
e proliferagdo e uma menor frequéncia da doenca do enxerto versus

hospedeiro, porém possui uma recuperacdo hematolégica mais lenta.

Em condi¢des normais o numero de CPH no sangue periférico é muito
pequeno, pois essas células em quase sua totalidade estéo alojadas na medula
Ossea. Portanto para que uma coleta garanta uma boa enxertia em
transplantes autélogos ou alogénicos é necessario um incremento dessas
células no sangue periférico, isso € realizada através da mobilizacdo das
células da medula O6ssea para a circulacdo, através da administracdo de
agentes quimioterapicos mielossupressores e fatores de crescimento

hematopoéticos.

Mobilizac&o de Células Progenitoras Hematopoéticas

Como sabemos que em quase sua totalidade as CPH residem na
medula 6ssea, uma pequena quantidade dessas células estdo circulantes no
sangue periférico, cerca de 1 a 5 células/mm?. Sendo assim, uma coleta por
aférese dessas células em condicbes basais se tornaria inviavel, pois
necessitaria de aproximadamente 20 procedimentos para obter uma
guantidade adequada de células para promover uma enxertia, tornando esse

processo longo, exaustivo e caro.

Os mecanismos de recrutamento dessas células do compartimento
medular para a circulacdo através de estimulos sdo denominados mobilizacao.

Essa mobilizacdo pode ser realizada por meio de administracdo isolada de



agentes quimioterapicos mielossupressores, fatores de crescimento
hematopoéticos ou o uso concomitante dos dois agentes. O recrutamento
dessas células se da pelo estresse induzido pela quimioterapia e por estimulos
constantes dos fatores de crescimento, porém ainda ndo se tem um bom
entendimento de como essas células migram do compartimento medular para a
circulagdo, sendo assim, ainda ndo possui protocolos de mobilizacéo eficientes,
principalmente para pacientes poucos mobilizadores.

A estratégia de mobilizacdo de CPH para coleta através do sangue
periférico depende do resultado que se deseja obter, transplante autélogo ou
alogénico. Para transplante autélogo a mobilizacdo que se mostra mais efetiva
€ a administracao de agentes quimioterapicos mielossupressores associados a
fatores de crescimento hematopoéticos, em contrapartida, para transplante
alogénico a mobilizacdo de escolha € o uso isolado de fatores de crescimento

hematopoéticos.

O fator de crescimento hematopoético amplamente utilizado é fator
humano estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF), pois apresenta uma
maior eficiéncia e uma menor toxicidade. Outro fator de crescimento, como o
fator humano estimulador de col6nias de granuldcitos e de mondcitos (GM-
CSF) também pode ser utilizado, porém seu uso é menor, pois possivelmente
apresenta maior incidéncia de efeitos colaterais, custos elevados e menor

capacidade de rendimento de células CD34+.

Outros fatores estimulantes também tem demostrado capacidade de
recrutamento de CD34+ como a Eritropoetina (Epo) utilizada como suporte
para manter niveis elevados de hemoglobina em pacientes em quimioterapia.
O fator de stem cell aparece como um agente alternativo mobilizador
principalmente quando associado com o G-CSF, no entanto, a alta frequéncia
de reacdes alérgicas dificulta seu uso na préatica. Novos fatores estimulantes
estdo sendo estudados como a Pedfilgrastina (variante de longa duracéo do G-
CSF), a Darbopoetina (eritropoietina) e também a AMD3100 (AnorMed,

Vancouver, Canada).



O uso de quimioterdpicos mielossupressores foi a primeira estratégia
descrita para a mobilizacdo de CPH, onde no momento da recuperacéo
medular foi observada um aumento das células progenitoras hematopoéticas
circulantes no sangue periférico. O quimioterapico mais utilizado ultimamente é

a ciclofosfamida sendo combinado com outras drogas ou néo.

O mecanismo causado pelo quimioterapico € uma mielossupressao
transitéria e profunda ocasionando uma leucopenia profunda entre o 7° e o 14°
dia ap6s a administracao. Apés esse momento ha um aumento da leucometria
e consequentemente aumento das células progenitoras no sangue periférico. O
uso de fatores estimulantes hematopoéticos pode ser administrado logo em
seguida ao término da quimioterapia ou de 5 a 7 dias apés o término do ciclo, e
esse devera ser mantido até o ultimo dia da coleta. No momento adequado
para a coleta das células, deve-se considerar um intervalo de 6 horas entre a

aplicacdo do fator e o inicio da leucaférese.

Em doadores alogénicos a mobilizacdo é exclusivamente feita através
de fatores de crescimento hematopoéticos, onde o G-CSF é administrado em
via subcutédnea, uma ou duas vezes ao dia, onde o pico maximo de células
precursoras costuma ocorrer no quinto dia. Apos o pico de células,
independentemente da administracdo de fatores estimulantes, as células

CD34+ circulantes entram em declinio.

Apés a mobilizacdo de células CD34+ para o sangue periférico o
préximo passo € iniciar o procedimento de coleta dessas células, porém para
saber se houve uma boa mobilizacdo e consequentemente se havera uma
coleta suficiente para uma enxertia é necessario tomar conhecimento de alguns

critérios.

Critérios para o inicio da Leucaférese



Os critérios para o inicio da Leucaférese ainda podem ser divididos em

transplante de medula 6ssea (TMO) autélogo e transplante de medula Gssea

alogénico.

TMO autoélogo

Varios critérios ja foram utilizados para se estabelecer o inicio da
Leucaférese, como nimero absoluto de leucdcitos, nimeros de células
mononucleares e a concentracdo de células CD34+, porém o numero de
leucécitos ndo tem correlacdo direta com o numero de células CD34+
circulantes, portanto o melhor pardmetro para o inicio € a contagem de
CD34+ circulantes no sangue periférico através de citometria de fluxo.
Geralmente as coletas sédo iniciadas quando ha a recuperacdo dos
leucocitos apds sua queda devido a quimioterapia mielossupressora. A
guantificacdo de CD34+ € determinada quando o numero total de
leucdcitos for superior a 2x10°L, sendo assim se o resultado da
citometria de fluxo for superior a 10/l inicia-se a primeira sessdo de
leucaférese. No entanto, esses critérios diferem de instituicdo para
instituicdo. Estima-se que se a contagem de CD34+ estiver entre 10 a
15 puL uma sessdo de leucaférese rendera aproximadamente 0,5 a
1x10%/Kg de células.

Uma contagem seriada de CD34+ circulantes com valores inferiores a
10/uL e leucécitos superior a 30x10°L é considerado falha na
mobilizacdo, podendo assim esse paciente ser mobilizado pela segunda
vez ou buscar alternativas como coleta de células progenitoras da
medula 6ssea em combinacdo ou em substituicdo da coleta de células

progenitoras de sangue periférico.

TMO alogénico

A mobilizacdo no TMO alogénico apresenta alto grau de sucesso, e
diferentemente do autélogo o inicio da leucaférese pode ser programado
entre 0 4° e 0 6° dia do inicio da administracdo de G-CSF, pois 0
aumento de células CD34+ na circulagdo acontece dramaticamente no

4° dia e geralmente maximo no 5° dia. A coleta geralmente é realizada



em duas sessOes de leucaférese e o rendimento de células CD34+
apresenta alto grau de variabilidade.

Coleta de Células Progenitoras do Sangue Periférico

Ap6s o recrutamento das CPH para o sangue periférico, essas células
serdo coletadas através de um procedimento denominado aférese, que do
grego aphairesis significa supressdo. Esse procedimento € realizado em
separador automatico de células, que consiste na retirada do sangue total do
paciente ou doador, separacdo dos componentes desse sangue, coleta da
camada de células mononucleares e devolugdo dos demais

hemocomponentes.

No mercado, atualmente, existem varios equipamentos de aférese para
coleta de células progenitoras, como 0s equipamentos que operam com fluxo
continuo, onde a coleta, o retorno e a separacdo dos componentes ocorrem
simultaneamente, e também equipamentos que operem com fluxo descontinuo,

onde a coleta, a separacgao e o retorno sao realizados em etapas distintas.

Independente do equipamento, os principios utilizados para separacéo
dos componentes sdo a forca de centrifugacéo e o gradiente de densidade das
células, separando assim a camada de células mononucleares onde se

encontra as células progenitoras hematopoéticas.

A coleta de CPH pode ser realizada de duas formas, pela Leucaférese
convencional quando sdo processadas até duas e meia volemias sanguineas
do paciente ou doador e também por Leucaférese de grande volume onde o
volume a ser processado € maior, podendo atingir trés ou mais volemias em
uma unica sessao. Estudos tém demonstrado que durante a Leucaférese de

grande volume as células sao recrutadas para circulagdo sanguinea.

O procedimento é realizado com um kit descartavel e estéril, que sera

conectado ao equipamento, sendo preenchido com solugéo fisiolégica e



anticoagulante realizando o prime no intuito de retirar todo o ar do sistema. Em
procedimentos realizados com criangcas de até 25 kg, onde o volume
extracorpéreo ultrapassar 15% da volemia sanguinea, recomenda-se substituir
o soro fisiolégico por concentrado de hemécias irradiado e filtrado para
realizagéo do prime.

A duracdo da Leucaférese varia entre 3 a 5 horas e depende do volume
de sangue a ser processado e também do fluxo sanguineo adotado.
Geralmente o fluxo sanguineo usado gira em torno de 50 a 100 mL/min. O
sucesso da coleta também depende do acesso venoso utilizado. Em pacientes
guase sempre € necessario a colocacdo de um acesso venoso central, ja em
criangas 0 acesso venoso central é obrigatorio. Em doadores 0 acesso venoso
central s6 sera utilizado se 0 mesmo n&o apresentar acesso venoso periférico

adequado.

A solucao citrato-dextrose formula A (ACD-A) tem sido utilizada com
maior frequéncia na anticoagulacéo da leucaférese, porém a Heparina também
pode ser utilizada principalmente em pacientes com alergias ao ACD-A e em
pacientes pediatricos com a combinacdo do ACD-A. A anticoagulacdo se da
pela ligacédo do citrato ao célcio ionizado, resultando na queda sérica do calcio
indispensavel para o processo de coagulacao. A relacdo sangue:anticoagulante
deve manter-se entre 11:1 a 15:1, podendo variar de acordo com hematocrito e

contagem de planquetas pré procedimento.

Durante o procedimento, um adulto pode receber cerca de 1000 mL de
ACD-A, isso ndo acarretara na anticoagulacéao sistémica do paciente devido a
rapida metabolizacdo hepatica, porém alguns efeitos colaterais relacionados
com a hipocalcemia podem ser encontrados como parestesia, tremores,
cefaleia e nauseas. Geralmente esses sintomas sédo de leve intensidade e séo
revertidos com manobras simples como a diminuicdo da velocidade da

reinfusdo do ACD-A e administracdo intravenosa de gluconato de calcio.

Durante o procedimento de coleta os sinais vitais deverdo ser verificados

a cada 30 minutos e os parametros da coleta anotados, e no inicio do



procedimento os pacientes devem ser orientados sobre o procedimento e sobre
as possiveis reagoes.

A quantidade de sessdes de leucaférese a ser realizada depende do
rendimento de células CD34+/kg de peso do receptor. O valor minimo aceitavel
para garantir uma boa recuperacdo hematopoética no pos transplante em um
transplante autélogo é de 2.0 a 2.5x10%kg. No entanto o nimero de células
CD34+ esta diretamente relacionado com a recuperacdo plaquetaria mais
acelerada, diminuicdo da internacao, reducao dos episodios febris e do uso de
antimicrobianos. Portanto estudos tem demonstrado boa recuperacdo em
receptores que receberam valores iguais ou superiores a 5.0x10%kg. Os
valores minimos para doadores alogénicos HLA compativeis é de 2.0x10/kg.
Devemos lembrar que o valor de células CD34+ coletas é diretamente
proporcional ao numero dessas células no sangue periférico e a quantidade de
volemias processadas. Normalmente sdo necessarias de 1 a 4 sessfes de

leucaférese para se atingir o nimero adequado para o transplante.

Consideracdes Finais

Atualmente a coleta de células progenitoras hematopoéticas de sangue
periférico para transplante vem tendo um crescimento consideravel isso é
decorrente de duas razdes principais, como, o0 numero de células progenitoras
gue podem ser obtidas apo6s a mobilizacdo, onde a quantidade de CHP no
sangue periférico apos a mobilizacdo pode ser igual ou superior se comparado
com a medula em condi¢des basais, sendo assim, possibilitando uma coleta de
células CD34+ de 10 a 20 vezes maiores se comparado com a coleta de
células progenitoras da medula, e a outra razdo é a rapida recuperacao
observada com as CPH mobilizadas de sangue periférico devido a capacidade
de promover uma recuperacdo hematopoética em menor tempo quando

comparada com células progenitoras nao mobilizadas da medula.
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