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RESUMO

Objetivos. As células progenitoras hematopoéticas de sangue periférico
(CPHSP) sdo comumente usadas para transplantes autdlogos e alogénicos em
pacientes com as mais diversas patologias onco-hematologicas, apesar da
utilizacdo de técnicas estéreis durante a coleta e 0 processamento desses
produtos, a contaminacao bacteriana pode ocorrer. Nosso objetivo foi investigar
a contaminacdo microbiana em produtos de células progenitoras
hematopoéticas de sangue periférico (CPHSP). Material/Sujeitos e Métodos.
Culturas microbianas de 837 produtos de CPHSP entre 2000 e 2009 foram
analisados retrospectivamente para determinar a incidéncia de positividade de
cultura e identificar os principais organismos que causam contaminacdo. Os
estudos microbiologicos foram realizados em um sistema automatizado (Bact/
Alert ® bioMérieux). Resultados. Trinta e seis (4,3%) de 837 culturas
microbianas foram contamimadas. O Staphylococcus coagulase-negativo foi a
bactéria mais frequentemente isolada em produtos CPHSP (20 (56%) das 36
culturas microbianas positivas). Considerando-se as amostras, das 36
contaminadas, 22 produtos de CPHSP foram infundidos e 14 descartados. A
terapia de infusdo pré e poés- antibiético dos produtos contaminados foi
estabelecido com base no microorganismo isolado e seu antibiograma.
Conclusao. Este estudo estd de acordo com outras pesquisas publicadas,
mostrando que a contaminacao microbiana dos produtos de CPHSP é baixa, e
a contaminacdo desses produtos, na maioria dos casos, ndo compromete o

sucesso do transplante.



ABSTRACT

Objectives. The hematopoietic progenitor cells from peripheral blood (HPCPB)
are commonly used for autologous and allogenic transplants in patients with the
most various onco-hematological diseases despite the utilization of sterile
techniques during collection and the processing of these products, bacterial
contamination can occur. Our objective was to investigate the microbial
contamination in hematopoietic progenitor cells from peripheral blood (HPCPB)
products. Material/Subjects and Methods. Microbial cultures of 837 HPCPB
products between 2000 and 2009 were retrospectively analysed to determine
the incidence of culture positivity and identify the main organisms causing
contamination. The microbiological studies were performed with an automatized
system (BacT/Alert ® bioMérieux Corporate). Results. Thirty-six (4.3%) of 837
microbial cultures were contaminated. Coagulase-negative Staphylococcus was
the most frequent bacteria isolated in HPCPB products (20 (56%) of the 36
positive microbial cultures). Considering the thirty-six contaminated samples, 22
HPCPB products were infused and 14 discarded. Pre and post infusion
antibiotic therapy of the contaminated products was established based on the
isolated microorganism and its antibiogram. Conclusion. This study is in
accordance with other published surveys, showing that the microbial
contamination of HPCPB products is low, and contamination of those products,

in most cases, does not compromise the success of the transplant.
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1. Introducéo

1.1 Células-tronco: origens e propriedades

O termo célula-tronco (CT), do inglés stem cell, diz respeito a células
precursoras que possuem a capacidade de diferenciacao e auto-renovacgao, ou
seja, de dar origem a células idénticas a elas mesmas, assim originando uma
variedade de tipos teciduais." S&o células indiferenciadas que através de

estimulos especificos podem originar células diferenciadas.?

As células-tronco tém um papel critico durante o desenvolvimento no
estabelecimento dos tecidos embridnicos e, em alguns casos, sdo mantidas na
vida adulta, onde elas irdo atuar na producéo de células maduras em sistemas
nos quais as células tém vida curta, e também, na regeneracao de tecidos que
foram danificados por injuria ou degeneracéo.® Estas células chamadas de
células-tronco embrionarias (CTE) foram inicialmente isoladas em 1998. CTE
sdo capazes de originar células das trés camadas germinativas; endoderme,
mesoderme e ectoderme (Figura 1), assim sendo denominadas pluripotentes.*
Essas células ja foram descritas como capazes de originar células do
trofoblasto, mediante estimulo.” Durante o desenvolvimento embrionario, o
trofoblasto € que ira gerar estruturas extra-embrionarias, tais como placenta,
corddo umbilical e saco amniético.®

Auto-Renovacgao e
Diferenciagéo de Células-Tronco Embrionarias (CTE)

Ceratinocitos
Neurénios

Glia
Ectoderma
— T Hematopoese
Py Osteoblastos
Linhagem _ = Adipocitos
de CTE == Diferenciagdo = — Mesoderma Saant Condrécitos
K . Células Musculares
N Auto-Renovagao \ Cardiomiécitos
+LIF 7 Vasos Sangiiineos
gp130/Sat3 Endoderma
BMP4 g
Wnt Pneumécitos
Qct-4 Hepatocitos
Nanog Péncreas

Figura 1- Células-tronco embriondrias ddo origem aos trés folhetos do embrido dos quais
derivam todos os tecidos do adulto.

Fonte: Zago MA, Covas DT. Células-tronco, a nova fronteira da medicina- Sao Paulo:
Atheneu, 2006, p.8.
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Células-tronco diferem de outras células do organismo por apresentarem
trés caracteristicas: 12 sdo células indiferenciadas e ndo-especializadas; 22 sdo
capazes de se multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, de
forma que um pequeno nimero pode originar uma grande populagéo de células
semelhantes; 32 sdo capazes de se diferenciar em células especializadas de
um tecido particular. Estas células sdo capazes de fazer “divisbes
assimétricas”, ou seja, podem originar células que permanecem
indiferenciadas, repondo o pool de células-tronco, ou alternativamente podem

se diferenciar em células especializadas (Figura 2).’

Pool de Células-Tronco

Divisdo Assimétrica

Celula
Células-Tronco Restrita

Células

Diferenciadas

Figura 2- Propriedade fundamental das células-tronco: sdo capazes de se dividir dando
origem a células que permanecem indiferenciadas, repondo o pool de células-tronco, ou a
células que se diferenciam e amadurecem.

Fonte: Zago MA, Covas DT. Células-tronco, a nova fronteira da medicina- Sao Paulo:
Atheneu, 2006, p.5.

As CTE mantém o seu estado de pluripoténcia através da expressao de
fatores de transcricdo essenciais tais como, Oct4 e Nanog. Esses fatores sao
capazes de ativar genes relacionados a auto-renovacao e reprimir genes que
levam a diferenciacéo celular, estando a expressao diretamente relacionada a
células pluripotentes.®. A expressdo destes genes é reprimida durante a
diferenciacdo celular.”® Neste sentido, um trabalho recente demonstrou a
importancia da expressdao do gene Oct4, expresso somente em células
pluripotentes do embrido mamifero , na capacidade de proliferacéo celular.'®
Quando sua expressao foi induzida em células adultas, este gene conferiu uma
capacidade maior de proliferacéo e diferenciacdo aquelas células. Tal trabalho

demonstrou como as pesquisas com CTE podem elucidar vias envolvidas na
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pluripoténcia de células-tronco, o que por sua vez pode no futuro servir de base
para modificarmos células-tronco adultas de forma a aumentar sua capacidade

de diferenciacao e proliferacéo.

Porém, para que seja cumprida toda a promessa terapéutica das CTE,
alguns obstaculos importantes devem ser superados. Um deles diz respeito ao
risco das células derivadas das CTE virem a formar tumores in vivo. De fato as
CTE tém propensédo a formar teratomas, o que foi verificado em transplantes
experimentais.'* Tais tumores podem ser formados de diverso tipos celulares,
ja que séo derivados de células embrionarias. Podendo conter estruturas
complexas; como rins com seus corpusculos, tubulos e vasos, além de foliculos

capilares, ganglios neurais, musculatura esquelética e células primitivas.*

Outras questdes que precisam ser resolvidas antes de utilizarmos as CTE
em humanos dizem respeito as instabilidades cromoss6micas observadas
nestas células apés longo tempo em cultura ****. Cultivadas por longo periodo
demonstraram instabilidade genbmica, com alteracbes genéticas e
epigenéticas.™ Tais alteraces podem ser geradas por diferentes eventos, tais
como mutagbes e perdas de heterozigosidade, o que poderia limitar suas

aplicacoes terapéuticas.®

A lei de Biosseguranca (Lei 11.105, de 24 de marco de 2005) possibilitou,
“para fins de pesquisa e terapia” a utilizacdo de células-tronco embrionérias
obtidas de embrides humanos produzidos por fertilizacdo in vitro e né&o
utilizados no respectivo procedimento™’ Duas foram as condices impostas
pela referida legislacdo, de maneira alternativa: que referidos embrides sejam
inviaveis ou que estejam congelados ha trés anos ou mais, na data da
publicacdo da lei ou que completarem trés anos apoés a data do congelamento.
O consentimento dos genitores €, também, condicdo essencial para utilizacédo
dos referidos embrides em pesquisas e terapias. Podemos dizer que o respeito
a autonomia dos genitores constitui grande avanco para o reconhecimento dos
direitos da pessoa, que é o alvo maior da protecdo juridica. A clonagem,
independente de sua finalidade, restou proibida, e a pena prevista para a sua
realizacdo é de reclusao, de dois a cinco anos, e multa, conforme estabelece o

artigo 26 da lei de Biosseguranca.
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Atualmente, estudos com CTE limita-se a pesquisa basica, na
identificacdo de mecanismos envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo de
células-tronco. Ja as células-tronco adultas (CTA) possuem aplicacdes clinicas
bem fundamentadas. E estudos sobre suas caracteristicas tém sido ampliados.

Além do embrido, as células-tronco também s&o encontradas em varios
orgaos e tecidos no individuo adulto, onde participam da homeostase tecidual,
gerando novas células devido a renovacao fisioldgica ou em resposta a uma
injuria, assim conservando a integridade dos tecidos em que se encontram.
Tais populagdes celulares indiferenciadas mantidas no organismo adulto sé&o
denominadas células-tronco adultas (CTA).*®*° Estas células, assim como as
CTE, apresentam a telomerase , ndo estando, portanto, sujeitas a senescéncia
celular, fendbmeno que ocorre nas demais células somaticas dipléides, devido
ao encurtamento do teldmero apds sucessivas mitoses.'?%*! As células-tronco
adultas estdo em estado quiescente ou em baixa proliferacdo, localizando-se
em regides especificas essenciais para o seu desenvolvimento e a manutencao

de seus atributos, particularmente a capacidade de auto-renovagdo.?

As CTA ja foram encontradas em varios tipos de tecidos, tais como
hematopoético, muscular, nervoso e trato gastrintestinal. Originando células
progenitoras e precursoras dos diversos tipos celulares encontrados nos
tecidos de origem. As CTA e suas células progenitoras sdo morfologicamente
semelhantes, o que dificulta sua identificagdo. Portanto marcadores de
superficie especificos tém sido identificados a fim de melhorar a caracterizacéo

e purificacdo das células-tronco adultas.”

As caracteristicas de CTA sado semelhantes as de CTE, pois sao capazes
de se auto-renovarem e de dar origem a células diferenciadas de tecidos
especificos. Mas sua capacidade proliferativa e de diferenciacdo é limitada,
tornando sua aplicacdo restrita. Por esta razdo, CTA é reconhecida como
multipotente, ndo sendo capaz de se diferenciar em qualquer tipo de células

gue se encontra no organismo.
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1.2 Células-tronco Hematopoéticas

As células que compdem o sangue, ou células hematopoéticas, exibem
caracteristicas diferentes das de outros 6rgaos vitais, tais como tempo de vida
relativamente curto, multiplicidade de tipos celulares e grande disperséo no
organismo. Duas linhagens principais sdo reconhecidas entre as células
sanguineas. A linhagem linféide inclui os linfocitos B, T e NK (natural killer),
enguanto a linhagem mieldide inclui os eritrécitos, megacariocitos, mondcitos e
granuldcitos (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos). Estas células originam-se
todas de um precursor comum, através de varias etapas de maturacdo, de
modo que o sistema hematopoético pode ser visto como uma hierarquia com

origem nas células-tronco hematopoéticas (Figura 3). 2*

5 Li
Celula-Tronco 1

n° c-kit" Sca-1" Thy1_1° FIk2™ (camundongo)
n” CD34' CD38 CDY0" (humana)

L

n ~ c-kit" Sca-1" Thy1_1" FIk2" (camundongo)

v

Progenitores Multipotentes L

n™ " c-kit” Sca-1" Thy1_1° FIk2™ (camundongo)

v %

Progenitores Oligolinhagem

Células A 3 .
Maduras i A o ‘ - X y
OIC : e

¥ Célula
Eritrécitos Plaquetas Granulocitos Macrofagos Dendri

[

o @

as LinfT CélsNK LinfB

(e}
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Figura 3: Hierarquia do sistema hematopoético. As células sanguineas maduras originam-se
de um precursor comum, através de vdrias etapas de maturagéo.

Fonte: Zago MA, Covas DT. Células-tronco, a nova fronteira da medicina- Sao Paulo:
Atheneu, 2006, p.50.

A célula-tronco hematopoética (CTH) € a mais bem caracterizada entre as

células-tronco adultas, sendo conhecida hd mais de 50 anos. O primeiro
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transplante bem sucedido de CTH de medula 6ssea (MO), em humanos, foi
realizado em 1959 pela equipe liderada por Thomas E.D., demonstrando que
as células do doador eram capazes de re-popular a MO do receptor e produzir
células sanguineas.”® A partir destes estudos, foram descritas para as CTH as
duas caracteristicas que até hoje definem as células-tronco 6rgdo-especificas
encontradas em organismos adultos: a) a capacidade de auto-renovacao, que
permite que o compartimento de células-tronco seja mantido ao longo do
tempo; e b) a capacidade de originar células maduras, diferenciadas em uma

ou mais linhagens.

Em termos clinicos, CTH sdo utilizadas no tratamento de leucemias,
linfomas, anemia aplastica e doencas hereditdrias do sangue, tais como
talassemia e anemia falciforme, por meio de transplantes de medula éssea

aut6logos ou alogénicos.?®

1.2.1 Identificagéo e Isolamento das Células-Tronco Hematopoéticas

As células-tronco hematopoéticas sao raras, correspondendo a 0,05% a
0,5% do total de células da medula 6ssea e sangue de corddo umbilical (SCU),
e bem menos no sangue periférico. Apresentam baixa taxa de proliferacéo,
sendo estimado que, a qualquer momento, apenas 4% se encontram na fase
SIG2/M.%

Quanto ao seu fenodtipo de superficie, a presenca do antigeno CD34 é o
principal marcador dessa populacdo. Aproximadamente de 1% a 3% das
células mononucleares da medula 6ssea expressam essa proteina®®, cuja
funcdo parece estar relacionada aos processos de localizacdo/ adesédo das
células-tronco e progenitoras.”® além de CD34, outros marcadores de
superficie e certos corantes tém sido utilizados para a caracterizacdo do
fendtipo da CTH, que atualmente pode ser definida como CD34+, CD38-,
CD33-.* Outro marcador mais recentemente descrito, e que pode estar
associado a uma CTH diferente (talvez mais precoce) da mais
convencionalmente estudada, é CD133.%® Estudos comparativos demonstraram

que o0 marcador CD133 € expresso em células mais primitivas que células
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CD34+, e ainda hipo-expresso durante o processo de diferenciacdo celular.3!*2

Sendo a expressao de CD133 presente na grande maioria das células CD34+,
mas também na populacdo mais primitiva de células CD34-*3, desta forma
podendo originar tanto células hematopoéticas como outros tipos celulares, tais

como células progenitoras endoteliais.®*

Mais recentemente, foi descrito um novo método para identificacdo e
isolamento das CTH, baseado em sua capacidade de excluir o corante Hoechst
33342. O corante entra em células vivas, mas é ativamente bombeado para
fora delas por transportadores ABC (ATP- Binding Cassette). Uma pequena
subpopulacdo de células da medula O6ssea € particularmente eficiente na
exclusdo do corante, por ter este sistema mais ativado.*®> Estas células
apresentam caracteristicas de células-tronco e parece conter uma
subpopulacdo ainda mais primitiva, com alta capacidade de colonizacdo apés

transplante.3®3

Este conjunto de marcadores de superficie tem sido explorado para o

isolamento das CTH, por citometria de fluxo.

1.2.2 O microambiente da célula-tronco hematopoética

No organismo adulto, o processo de diferenciacdo hematopoético
depende de interacdes entre células-tronco e progenitoras e seu
microambiente. Na medula, a hematopoese é restrita ao compartimento
extravascular, onde as células hematopoéticas encontra-se associadas com
uma variedade de células teciduais (estromais) e separadas do compartimento
vascular pelas células endoteliais. Devido a localizacdo o microambiente é
pouco acessivel a estudos in vivo , sendo que a maior parte do conhecimento

sobre sua funcdo e componentes advém das culturas in vitro.>®

As células do microambiente podem regular a hematopoese interagindo
diretamente com as células-tronco/progenitoras ou secretando as moléculas
reguladoras que influenciam de uma maneira positiva ou negativa sua

diferenciacdo.®® Além das citocinas, as células estromais produzem e secretam
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as macromoléculas que formam a complexa matriz extracelular. Pode-se dizer
que as células estromais incluem células reticulares (adventicias e

fibroblasticas), macréfagos, células endoteliais e adipécitos.*°

Os principais componentes da matriz extracelular sdo os colagenos, as
glicoproteinas e o0s proteoglicanos. Tais moléculas estdo envolvidas em
diferentes fun¢des bioldgicas, como a adesao e antiadesao celular, a captura e
apresentacao de diferentes citocinas as células hematopoéticas e a regulagéo

do crescimento celular.®®

Com relacdo ao componente celular, o microambiente é formado por
células fixas — as células estromais — e células nédo-fixas — as células
acessorias (linfocitos e mondcitos) que durante sua presenca transitoria na
medula podem produzir substéncias reguladoras e influenciar no processo

hematopoético.

Pode-se dizer de uma maneira geral que, entre as varias funcdes do
microambiente hematopoético, incluem-se: a comunicacado intercelular direta
com as células hematopoéticas, a producdo de fatores de crescimento e sua

estabilizac&o via unido a moléculas da matriz ou proteinas de membrana.*

A combinacéo desses fatores reguladores externos e das caracteristicas
intrinsecas das células podem, assim, permitir ou ndo sua sobrevivéncia,
manter ou ndo seu estado de quiescéncia e potencial de auto-renovagéo, ou

permitir sua diferenciacéo.***

1.2.3 Plasticidade da célula-tronco hematopoética

Plasticidade € o potencial de formacdo de diferentes tipos de células
maduras. Esta € a maior vantagem quando se compara a CTE com as de
adultos, ja que a primeira €, em principio, capaz de originar qualquer dos tipos
de tecidos que compdem o organismo adulto. A questdo chave, ainda né&o
respondida, é portanto qual o grau de plasticidade das CTA, em especial a
CTH. Assim como para varios outros tipos de CTA, o verdadeiro grau de

plasticidade das CTH permanece pouco conhecido.*
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Pesquisas publicadas a partir de 1997 mostraram marcadores presentes
em células da medula éssea transplantadas, identificados em varios outros
tipos de tecidos no receptor, levaram a interpretacées que apontavam sua alta
plasticidade. Foi sugerido entdo que as CTH podiam originar astrécitos,
musculo esquelético, miocardio, hepatécitos, epitélio renal e neurbnios e

células gliais no sistema nervoso central.*>>*

Porém, a partir de 2001 as interpretagcfes atribuindo alta plasticidade as

células-tronco transplantadas comecaram a ser questionadas.®*

Recentemente, outra hipotese tem sido sugerida para explicar os
resultados referentes a capacidade de células da medula 6ssea originarem
varios tipos de tecido e repararem diferentes tipos de lesdes. Neste sentido, é
dada especial atencdo a heterogeneidade de tipos celulares presentes na
medula 6ssea. Posteriormente, foi demonstrada a presenca da células-tronco
mesenquimal (CTM), que originava os elementos do estroma da medula 0ssea

e Varios outros tipos de células.

Portanto, a medula éssea hospedaria além destes dois tipos celulares e
de precursores endoteliais jA conhecidos, multiplos outros tipos de células-
tronco tecido-especifica, de modo que quando a medula total € empregada os
resultados sdo explicados mais por sua heterogeneidade que por sua

plasticidade.®

1.3 Células-tronco hematopoética e seu uso Clinico

1.3.1 Transplante de células-tronco hematopoéticas

O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) consiste na

infusdo de células com a funcao de restabelecer a hematopoese no receptor.

O conceito de altas doses de quimioterapia seguidas da infusdo de stem
cells hematopoéticas foi incorporado ao contexto terapéutico com a finalidade
de cura para uma série de neoplasias hematolégicas e tumores solidos. A
utilizacao dessa estratégia terapéutica , denominada classicamente transplante

de medula 6ssea (TMO), tem crescido exponencialmente nos Gltimos anos.”’
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Como parte do procedimento de TMO, seja ele autélogo (células obtidas
do préprio paciente) ou alogénico (células obtidas de um doador), a medula
0ssea (MO) ou o sangue periférico (SP) sdo utilizados como fonte de células-
tronco hematopoéticas (CTH) ou stem cells hematopoéticas (SCH), que irdo
promover a recuperacdo hematologica apds o tratamento, com a quimioterapia
em altas doses. Mais recentemente, as células do corddo umbilical vém sendo

empregadas como fonte alternativa de stem cells.>’

Avancos importantes referentes ao TMO, utilizando stem cells
hematopoéticas, provenientes da MO ou do sangue periférico, ocorreram nas
Ultimas décadas, evidenciando o potencial dessas células em restaurar a

hematopoese.®’
1.3.2 Fontes de células-tronco hematopoéticas para transplantes

Embora a medula éssea seja a fonte mais conhecida de células-tronco
hematopoéticas, diversos estudos publicados desde a década de 80
demonstraram resultados clinicos semelhantes quando se utilizavam células-
tronco obtidas do sangue periférico apds mobilizagdo com fatores de
crescimento ou obtidas do sangue placentario ou do sangue de cordao

umbilical (Figura 4).%®

Transplantes entre ndao-aparentados
1996-2003
100 1
80% [ Medula dssea
Bl Sangue periferico
801 700 B Cordao umbilical

60 - 56%

40 ] 39%

% Transplantes

20 4

6% _ 4% 5%

1996-1999 2000-2003  1996-1999 2000-2003

ldade 20 anos Idade > 20 anos

Figura 4: Modificacdo das fontes de células hematopoéticas para transplantes néo-
aparentados no periodo de 1996 a 2003. O aumento do uso de células de sangue de cordao
umbilical é mais notério entre criancas e adolescentes (principalmente em virtude do menor
peso corporal).

Fonte: Zago MA, Covas DT. Células-tronco, a nova fronteira da medicina- Sdo Paulo:
Atheneu, 2006, p.119. (IBMTR/ABMTR Newsletter. 2003;10:7-10)
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O transplante de células-tronco hematopoéticas periféricas € bem aceito
como forma de tratamento de doencas malignas ou ndo. Desde o inicio dos
anos 90, as CTP, colhidas por aférese ap6s mobilizacdo com fatores de
crescimento de colbnias de granulécitos ou de granuldcitos-macréfagos (G-
CSF ou GM-CSF), tém sido largamente usadas como fonte de células
progenitoras hematopoéticas para o transplante autélogo e levam a
recuperacdo medular (numero de células polimorfonucleadas maior que
500/mm?® e nimero de plaquetas maior que 20.000/mm?®) mais rapida, quando

comparadas com a MO.>

1.3.3 Aspectos biologicos das fontes de células-tronco hematopoéticas

Para melhor ilustrar-mos, podemos dividir o enxerto a ser transplantado
em trés compartimentos: 1. O compartimento hematopoético, onde se
encontram as células-tronco hematopoéticas que irdo restaurar a hematopoese
no paciente transplantado; 2. O compartimento imunoldgico, que consiste nas
células responsaveis pelas reacdes alogénicas (constituida pelos linfocitos); e
3. Um compartimento cuja funcdo ainda ndo esta totalmente esclarecida,
chamado acessoério, onde se encontram as células mesenquimais, 0s

osteoblastos e as células adiposas.®

Cada uma das diferentes fontes de enxerto para transplante apresenta
caracteristicas particulares em cada um destes compartimentos. Estas
diferencas, tanto quantitativas quanto qualitativas (funcionais), sao reflexos da
propria origem da CTH. No caso do sangue de corddo umbilical, as
propriedades do compartimento hematopoético (maior proliferacéo celular) e do
imunoldgico (“imaturidade” dos linfocitos) refletem a prépria ontogenia da
hematopoese. Por outro lado, a composicdo e as propriedades do enxerto
proveniente do sangue periférico vao refletir em grande parte a acdo direta dos
fatores de crescimento hematopoéticos e também os efeitos da maior

manipulacdo do enxerto quando da coleta pela aférese.®
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1.3.3.1 Compartimento Hematopoético

A quantidade de células-tronco hematopoéticas presentes no enxerto
varia de acordo com a sua fonte. O percentual de células que expressa a
molécula CD34 no sangue periférico € da ordem de 0,1%, podendo aumentar
para valores entre 0,5% e 4% apOs estimulacdo com fatores de crescimento
hematopoéticos, como G-CSF colony stimulating factor (granulocyte) ou GM-
CSF colony stimulating factor (granulocyte-monocyte). Na medula éssea e no
corddo umbilical, a porcentagem de células CD34+ situa-se entre 1% e 3% e

menor que 1%, respectivamente.®%?

Existem caracteristicas funcionais especificas para cada grupo de CTH de
acordo com a sua fonte. As CTH do sangue de corddo umbilical, por exemplo,
apresentam uma maior capacidade de expansao in vitro, que se traduz num
aumento significativo dos progenitores hematopoéticos, quando comparadas as
CTH provenientes da medula 6ssea ou do sangue periférico. Este diferente
potencial de proliferacdo entre as células-tronco hematopoéticos provenientes
do sangue de cordao umbilical e as provenientes da medula éssea pode ser

explicado devido ao encurtamento dos teldmeros decorrente da idade.®

1.3.3.2 Compartimento Imunoldgico

O conteudo de linfécitos presentes no enxerto influencia o desfecho dos
transplantes de células-tronco hematopoéticas de diferentes maneiras. A pega
tanto de transplante autdlogo quanto alogénico € facilitada pela presenca de
determinadas subpopulacdes de linfécitos no enxerto. Um conteddo aumentado
de células CD3+/CD8+ no enxerto de medula 6éssea proporciona recuperagao
mais rapida dos neutréfilos apés transplante.®* Por outro lado, a retirada
(expurgo ou depletion) de células T do enxerto esta associada a uma maior

probabilidade de n&o-pega do enxerto.®



24

Os linfocitos do enxerto, assim como os do proprio receptor, ocasionam,
no transplante alogénico de CTH, reacfes imunoldgicas reciprocas do enxerto
contra o paciente, a doencga do enxerto contra o hospedeiro (DECH ou GVHD-
graft versus host disease) e do paciente contra o enxerto (rejeicdo ou RHCE-
reacdo hospedeiro contra enxerto). Este conflito imunologico pode ainda ser
responsavel pelo reconhecimento e destruicdo de eventuais células tumorais
residuais no paciente que apresentem antigenos tumorais especificos ou
antigenos menores de histocompatibilidade (efeito ECT-enxerto contra tumor).

O sistema HLA tem um papel importante nessas reagées.®®

Os diferentes resultados clinicos entre os transplantes utilizando medula
0ssea, sangue periférico ou do corddo umbilical podem também ser explicados
pelas diferencas existentes entre os compartimentos imunoldgicos de cada tipo
de enxerto. Por exemplo, no compartimento imunoldgico do sangue de cordéo
umbilical, os linfécitos sdo mais imaturos ou “ingénuos” (naive), e a producao
de citocinas difere dos linfocitos provenientes da medula 6ssea ou do sangue
periférico. Também foi demonstrado que o uso de G-CSF nos doadores de
CTH do sangue periférico modifica o perfil de secrecdo de citocinas pelos
linfécitos, com uma producdo aumentada de citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10)
e uma reducéo da producéo de citocinas do tipo Thl (IL-2 e interferon gama).
Estas diferencas nos compartimentos imunoldgicos, associadas ao sistema
HLA, podem explicar, em parte, as diferentes reacbes alogénicas observadas

apés um transplante de CTH.®’

1.3.3.3 Compartimento Acessorio

Muitas células presentes no enxerto auxiliam no processo da
hematopoese e compdem o compartimento acessério do enxerto, do qual
fazem parte os fibroblastos, adipdcitos, osteoblastos, células endoteliais e
macrofagos. Estas células constituem o chamado microambiente medular,
responsavel pela producdo de uma série de citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento muitos dos quais sado fundamentais em diferentes fases da
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hematopoese, além de prover moléculas de adeséao e nichos especificos para o
desenvolvimento da hematopoese. O emprego de altas doses de quimioterapia
ou radioterapia no condicionamento Pré-transplante pode danificar este
microambiente, prejudicando a recuperacdo da funcdo medular pos-
transplante. Sugere-se que 0 componente acessoOrio do enxerto ajude na

reconstituicdo do microambiente danificado.®®

A infusdo de células-tronco hematopoéticas obtidas do sangue
associadas a células-troco mesenquimais expandidas in vitro acelerou a

recuperacdo hematolégica ap6s transplante autélogo para cancer de mama.®®

Mais recentemente foi demonstrado que as células mesenquimais do
compartimento acessorio possuem propriedades imunossupressoras in Vivo,
tendo sido utilizadas no tratamento da doenca do enxerto contra hospedeiro

refrataria a diversos imunossupressores.”

Embora presentes primariamente na medula 0ssea, existem evidéncias
de que progenitores de células mesenquimais também estdo presentes no

enxerto proveniente do sangue periférico e do sangue placentario.”*"%"3

1.3.4 Resultados clinicos do transplante  de  células-tronco
hematopoéticas

1.3.4.1 Transplante Aut6logo

O transplante autologo de células-tronco hematopoéticas consiste no uso
de doses mieloablativas de quimioterapia em altas doses, associada ou néo a
radioterapia, com o intuito de contornar a resisténcia das células neoplésicas
as doses usuais, seguida do uso de células-tronco para resgatar ou acelerar a
recuperacdo da hematopoese. O transplante autélogo ganhou impulso durante

a década de 1970 como alternativa ao transplante alogénico, pois ndo havia a
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dificuldade de se localizar um doador compativel e ndo havia o problema da
DECH.™

Inicialmente haviam muitas duvidas sobre o real papel da reinfusdo das
células-tronco autdlogos na reconstituicdo hematopoética.”” Um estudo
realizado mostrou definitivamente que as células-tronco eram essenciais para a

boa evolucao do transplante.’®

Usada inicialmente como fonte de células-tronco, a medula 6ssea hoje
praticamente ndo € mais utilizada no transplante autoélogo, sendo largamente
substituida pelas células-tronco obtidas do sangue periférico. Desde a década
de 1960 ja se havia demonstrado a existéncia de células-tronco circulando no
sangue periférico. A quantidade, porém, era insuficiente para a reconstituicdo
da hematopoese apés o transplante.”” No inicio da década de 1980,
demonstrou-se que apdés tratamento com quimioterapia (ciclofosfamida) ocorre
um aumento do ndmero de células-tronco em circulacéo.’”® Na mesma década,
pesquisadores relataram que o uso de fator de crescimento hematopoético
expandia de maneira significativa a quantidade de células-tronco
hematopoéticas em circulagdo.”® Uma série de ensaios clinicos demonstrou
posteriormente as vantagens de se utilizar células-tronco do sangue periférico
para o transplante autélogo: a recuperacdo hematopoética (neutréfilos e
plaguetas) era mais rapida, assim como o tempo de hospitalizacdo, a
necessidade transfusional e os custos totais eram menores.?>#-82 Existe o risco
de, durante a coleta das células-tronco hematopoéticas, serem também
coletadas células neoplasicas. Embora seja evidenciada um alta taxa de
contaminag¢do no material coletado, tanto na medula 6ssea quanto no sangue
periférico, a maior parte das recidivas ocorre por persisténcia da neoplasia no

paciente.>8*

O transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas vem sendo
utilizado no tratamento de uma série de neoplasias onco-hematol6gicas ou
ndo. Para algumas doencas seus resultados sdo comparaveis ou superiores
aos obtidos com transplante alogénico, como o mieloma multiplo e nos linfomas
(Hodgkin e ndo-Hodgkin agressivos).2>®%#" Mais recentemente o transplante

autologo também tem sido utilizado para o tratamento de uma série de doencas
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auto-imunes (llpus eritematoso sistémico, esclerose mdltipla, artrite

reumatdide) refratarias aos tratamentos convencionais.®

1.3.4.2 Transplante Alogénico

1.3.4.2.1 Medula Ossea x Sangue periférico

A utilizacdo de CTH provenientes do sangue periférico praticamente
substitui o uso de medula 6ssea nos transplantes autélogos. Ja no transplante
alogénico, o uso de CTH do sangue periférico apresenta dois inconvenientes
principais: a) a necessidade de se utilizar G-CSF em um doador sadio para se
mobilizar as CTH para o sangue; b) um risco maior de DECH comparado ao
uso de CTH provenientes da medula 6ssea. Na verdade, o enxerto proveniente
do sangue periférico contém em meédia quatro vezes mais células CD34 e 10

vezes mais linfécitos T que um enxerto proveniente da medula 6ssea.®

Resumidamente, devido ao elevado numero de células CD34 do enxerto
obtido no sangue periférico, ocorre uma reconstituicdo hematopoética mais
rapida em relacdo aos transplantes utilizando medula 6ssea.’’®%% A
recuperacdo dos niveis de neutrofilos ocorre de dois a seis dias antes e a
recuperacdo das plaguetas ocorre de cinco a oito dias antes em comparacao
ao uso de medula 6ssea.?® A incidéncia de DECH aguda parece ser
discretamente superior com 0 uso do sangue periférico; apenas um estudo
mostrou diferenca significativamente estatistica.’® Porém, diversos estudos
demonstram que existe um risco aumentado de DECH crénico quando se usa

enxerto proveniente do sangue periférico.?**%*

Essa divergéncia pode ser
devida as diferencas qualitativas entre os dois tipos de enxerto, pois a ativacao
de linfocitos T secretando citocinas do tipo Thl é responsavel pela DECH
aguda, ao passo que linfocitos secretando citocinas de perfil Th2 parecem estar

implicados na DECH cronica.?®
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A presenca de abundantes células T do doador no enxerto proveniente do
sangue periférico, com o consequente aumento da DECH, pode levar a
suposicdo de que o efeito enxerto contra tumor (ECT) também poderia estar
aumentado quando comparado ao transplante utilizando medula 6ssea. Mesmo
que ensaios com camundongos e alguns estudos clinicos sugiram este
aumento no efeito ECT, a anélise retrospectiva de um estudo® e varios outros

ensaios clinicos ndo comprovaram realmente o aumento do efeito ECT.8%8994

A sobrevida apdés um transplante alogénico de CTH é o resultado de
interacbes complexas. A maioria dos estudos tanto retrospectivo quanto
prospectivos contém um numeros limitado de pacientes com diagnésticos
variados, em situagdes clinicas diversas e com um tempo de acompanhamento

ainda curto.8%:9%:96

Em resumo, a sobrevida global entre pacientes transplantados com CTH
do sangue periférico ou da medula 6ssea ndo € diferente para os pacientes
com doencgas com baixo risco de recidiva. Para os pacientes com doencas em
estagio avancado, parece existir uma vantagem de sobrevida com a utilizac&o
de CTH provenientes do sangue periférico. Deve-se evitar usar CTH

provenientes do sangue periférico em criancas.®’

1.3.4.2.2 Medula Ossea x Sangue de Corddo Umbilical

O primeiro transplante utilizando células-tronco hematopoéticas do
sangue de corddo umbilical foi realizado em 1988 no Hospital Saint Louis em
Paris numa crianga portadora de anemia de Fanconi. A partir deste confirmou-
se que as CTH provenientes do sangue placentario podiam ser consideradas

como uma fonte eficaz e segura de CTH para transplante.?®

Desde o principio levantou-se a hipotese de uma vantagem das CTH do
sangue de corddo umbilical sobre as CTH da medula 6éssea em razdo do seu

maior potencial de regeneracdo e menor aloreatividade.*
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Andlises multivariadas mostraram uma diminuicdo no risco de DECH
aguda e crbnica nos pacientes que receberam enxerto de sangue de cordéo
umbilical. A probabilidade de recuperacdo de leucécitos e de plaquetas no
primeiro més apos o transplante com sangue de corddo umbilical era menor em

relacdo aos pacientes que receberam medula 6ssea.*®

Resultados'® mostram que o transplante de CTH empregando sangue do
corddo umbilical ndo aparentado € uma alternativa razoavel na auséncia de um
doador de medula 6ssea HLA-idéntico nas criancas portadoras de leucemias
agudas. O aumento na mortalidade precoce ligada ao transplante com SCU
tem como causa provavel o retardo na recuperacdo dos neutrofilos, pois 0s

Obitos ligados as infecgbes parecem estar aumentados.

O sucesso dos transplantes com doador familiar e a observacdo da
reducao das complicacBes imunoldgicas no transplante com sangue de cordao
umbilical quando comparado ao uso de medula 6ssea levaram a criagdo de
bancos de sangue de corddo com doadores ndo aparentados a partir de 1993.
As vantagens do sangue de corddo umbilical séo a rapidez de se identificar um
doador, ja que as células estdo imediatamente disponiveis, a auséncia de

agentes infecciosos e a auséncia de risco para o doador.®

Mais recentemente alguns estudos tém demonstrado que o sangue de
corddo umbilical pode ser também uma alternativa para os adultos. Um estudo
comparando o transplante utilizando CTH do corddo umbilical e da medula
O0ssea demonstrou que a recuperacdo de neutrofilos foi mais lenta no grupo
gue recebeu sangue de cordao umbilical. Por outro lado, a incidéncia de DECH
foi menor para os receptores de SCU. As taxas de DECH cronica, recidiva e

2 Qutro estudo

sobrevida foram semelhantes entre os dois grupos.®
demonstrou melhores resultados de sobrevida com o SCU comparado com a

medula 6ssea em adultos.'®

Estes estudos demonstram que, quando uma unidade de SCU tem
guantidade suficientes de células, esta fonte pode ser uma alternativa de
transplante para pacientes adultos sem doador HLA compativel localizado nos
registros internacionais, porém as unidades armazenadas tem uma quantidade

insuficiente de células para um adulto. Uma alternativa para contornar esta
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dificuldade seria a utilizacdo de duas unidades de SCU simultaneamente, o

chamado transplante com duplo cordéo.™®

1.3.4.2.3 Resultados clinicos do transplante autélogo de medula éssea

1.3.4.2.3.1 Tumores Sélidos

1)

2)

3)

4)

Neuroblastoma: embora haja uma grande sensibilidade do tumor a
guimioterapia, ela cura menos de 20% dos pacientes. A maioria deles
apresenta-se para transplante com a forma avancada da doenca.
Mesmo assim, o emprego do TMO melhorou a sobrevida global e a
sobrevida livre de doenca no neuroblastoma, porém, os resultados
foram modestos.>’

Sarcoma de Ewing: estudo de fase Il demonstraram que 25% dos
pacientes pediatricos atingem remissdo completa com quimioterapia
convencional nos estagios avancados. Os resultados com TMO
autdlogo ndo demonstram superioridade em relacdo a quimioterapia
convencional.®’

Rabdomiossarcoma: as taxas de cura situam-se em 20% para 0s
pacientes com doenca metastética. Os resultados com transplante de
stem cells periféricas s&o desapontadores em tal situacdo.”’

Cancer de testiculo: esse tipo de tumor tem grande
guimiossensibilidade. Em pacientes que ndo sao refratarios a
cisplatina e que nao tém doenga extragonadal, existe uma chance de
20% de cura com a quimioterapia. Os fatores prognésticos envolvidos
incluem progressao da doenca, doenca mediastinal e niveis elevados
de B-HCG (human corionic gonadotrophin). Os alvos de interesse das
investigacbes do TMO consistem na doenca de mau prognostico nao
tratada e na primeira recidiva apés terapia convencional.”’ Estudo
explorou o emprego de altas doses de ciclofosfamida e de ifosfamida
em pacientes refratarios, e os resultados confirmam uma Ootima

resposta (50 a 70%), com remissdes completas, variando de 13 a mais
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de 70%, com 20 a 50% de sobrevida livre de doenca em 18 meses de

seguimento médio.Tais achados confirmam a utilidade de altas doses

de quimioterapia nesta patologia.>’ %

5) Cancer de mama: os ensaios clinicos do National Cancer Institute
(protocolo PBT1) compararam, de modo randomizado, a sobrevida
global, toxicidade e qualidade de vida em mulheres que responderam
ao tratamento padrdo para a forma metastatica e receberam, em
seguida, o protocolo STAMP V (ciclofosfamida, tiotepa e carboplatina)
e suporte de stem cell ou quimioterapia convencional (CMF). Em tal
estudo 180 pacientes foram randomizados no grupo de quimioterapia
do tipo CMF. Esses dados s&o os maiores da literatura e nao se
observaram diferencas na sobrevida e toxicidade dos dois regimes,
embora os resultados de qualidade de vida e custos financeiros nao
tenham sido apresentados.®” Assim, as melhores candidatas para o
TMO autbélogo, em céancer de mama, seriam as pacientes com
estagios Il ou Ill da doenga com mais de 10 ganglios axilares
comprometidos pelo tumor. Resultados preliminares de dois estudos,
empregando ABMT, sdo encorajadores e demonstraram sobrevida
livre de doenca, de 80% em trés anos, nesse subgrupo de
pacientes.”” 1%

6) Cancer de ovério: o grande desafio em tal patologia é a pouca
guimiossensibilidade do tumor. Estudos com pacientes selecionados
demonstraram uma vantagem para o TMO autélogo.”’ Assim,
pesquisadores administraram dois cursos de ciclofosfamida,
adriamicina e cosplatina seguidos da infusdo de stem cells periféricas.
Nenhuma doenca macroscopica foi observada no seguimento, em 23
pacientes, e a sobrevida foi de 70% em quatro anos comparada com a

de 19% do grupo com doenga macroscopica.>” %1%

1.3.4.2.3.2 Doencgas onco-hematoldgicas
1) Doenca de Hodgkin: é curavel com quimioterapia convencional, na
maioria dos pacientes. Porém, o TMO é uma modalidade efetiva para

pacientes em recidiva ou de alto risco (estagio 1V).”” A maioria dos
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regimes de condicionamento incluem o BCNU (nitrosuréia); entretanto,
ela estd relacionada com severa toxicidade pulmonar. Ndo se
observou melhora dos resultados com o transplante alogénico. Dos
pacientes que recidivam dentro do primeiro ano de tratamento,
somente 14% conseguirdo sobrevida livre de doenca em quatro anos.
Dentre aqueles que recidivam apdés um ano, a sobrevida livre de
doenca é de 45% com o transplante autélogo de medula 6ssea.>’ %
Leucemia Mieldide Aguda (LMA): o TMO autélogo para LMA tem
sido empregado em varios centros, no mundo. A sobrevida global
varia de 45 a 55%.>" Trés grandes estudos demonstram baixa
incidéncia de recidiva em pacientes adultos que se submeteram ao
autotransplante.®’ Recente estudo americano ndo demonstrou melhora
na sobrevida entre transplante autélogo, alogénico e quimioterapia
convencional em pacientes pediatricos.”’ Muitos esforcos tém sido
realizados no sentido de avaliar o possivel efeito da purificacdo da
medula 6ssea com derivados da ciclofosfamida.>"1%°

Leucemia Linfocitica Aguda (LLA): transplante autélogo de stem
cells periféricas em pacientes com LLA, em primeira remissdo, nao
oferece vantagens sobre a quimioterapia convencional. Transplante
em segunda remissdo pode prolongar a sobrevida livre de
doenca.>”!°

Mieloma Mualtiplo: em ensaios clinicos randomizados, de
guimioterapia convencional, com TMO, este Uultimo demonstrou
resultados superiores de sobrevida. Infelizmente, ndo se observa um
plateau ao final da curva de sobrevida com o TMO.>"**

Linfomas ndo-Hodgkin: somente 30% a 40% dos pacientes curam-se
com a terapéutica convencional. Em torno de 10% dos pacientes que
recidivam tornam-se livres da doenga com a terapéutica convencional.
Nos pacientes em primeira recidiva, que obtém nova remisséao, o TMO
autologo € superior (46% versus 12%) a quimioterapia de resgate. O
transplante autdlogo , usado como consolidacdo do tratamento, em
pacientes com linfoma de grau intermediario, também demonstra

resultados superiores a quimioterapia convencional. Os linfomas da

zona de manto e os de baixo grau constituem situacdes especiais. Os
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primeiros apresentam sobrevida curta apdés o diagnostico e o
transplante pouco altera os resultados nos estagios refratarios e na
segunda remisséo. Nos linfomas de baixo grau, principalmente os com
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) negativa para o Bcl-2,
apresentam sobrevida livre de doenca de 50 a 60% em ensaios
clinicos iniciais.>”**2
6) Leucemia Mieldide Crbnica (LMC): pacientes jovens sem doadores
na familia e sem doador ndo aparentado podem beneficiar-se de
transplante autdélogo com stem cells periféricas, principalmente se o

enxerto tiver grande quantidade de células Ph1 negativas.>”

1.5.1 Criopreservacao de células progenitoras hematopoéticas

A expansdo do papel do transplante de CPH em doencas hematolégicas,
neoplasicas e genéticas, e a propagacdo dos servicos de transplante tém
exigido melhoria na capacitacdo dos servicos quanto a manipulacdo e a

criopreservacéo destas células.'*

Em geral, a criopreservacdo de CPH € considerada obrigatéria para os
transplantes autélogos e para os bancos de sangue de cordao umbilical e
placentario (BSCUP), enquanto os transplantes alogénicos geralmente sao

realizados com a infusdo a fresco das CPH, sem sua criopreservacéo.**?

1.5.1.1 Principios da Criopreservacao celular

O resfriamento de células a temperaturas pouco superiores a 0°C reduz o
seu metabolismo, mas nao o abole, de modo que as células continuam a sofrer
um processo de deterioracdo progressiva, apenas em menor velocidade. Além

disso, as varias vias metabdlicas sofrem heterogeneamente as consequéncias
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das baixas temperaturas, o que, de seu lado, é fator adicional para a perda da
viabilidade das células expostas a baixas temperaturas por muito tempo. Os
efeitos mais conhecidos do resfriamento sdo a diminuicdo da atividade da
bomba de sédio, a mudanca de fase dos lipidios da membrana (que pode
interferir com a funcdo de enzimas) e a precipitacdo de substancias (que pode
resultar em alteracdo da composicéo das solucées e do seu pH).**

O sucesso da criopreservacdo da ceélula depende da velocidade do
congelamento e da composi¢do da solucao, onde as células sdo congeladas.
Inicialmente, a agua extracelular congela, no momento em que a célula se
aproxima do ponto de congelamento, removendo o liquido extracelular, fato
gue acarreta um aumento de osmolaridade. Com esse desequilibrio osmético,
a agua é retirada da célula para o compartimento extracelular, ocasionando
uma diminuicdo do volume celular. Uma adequada desidratacdo celular
depende da velocidade do congelamento de forma a ndo provocar uma lise da
célula. No caso de um congelamento muito lento, o equilibrio permanecera
constante e a célula ficara exposta ao crioprotetor e ao estresse osmotico por
tempo prolongado, fato que podera acarretar a morte celular. Ao contrario, no
caso de congelamento muito rapido, a desidratacdo sera insuficiente e causara
a formacdo de gelo intracelular ocasionando a lise da célula na ocasidao do
descongelamento.’*®** A manutencéo da viabilidade da célula submetida ao
processo de criopreservacdo depende basicamente de sua capacidade de
resistir a dois tipos de leséo: a desidratacdo e o dano mecéanico decorrente da
formacado de cristais de gelo no seu interior (Figura 5).'** Para evitar o dano
celular, mesmo com uma velocidade de descongelamento controlada, ha

necessidade do emprego de crioprotetores.
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Figura 5: Tipos de lesdo que podem ocorrer durante a criopreservacao celular.

Fonte: De Santis GC, Prata KL. Criopreservacao de células- progenitoras hematopoéticas.
Medicina (Ribeirdo Preto) 2009; 42 (1): 36-47.
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1.5.1.2 Agentes Crioprotetores

O DMSO (Dimetilsulféxido Me,SO) é o crioprotetor mais usado para a
criopreservacdo das CPHs, em geral nas concentracdes entre 5 e 10%. A
funcdo deste agente parece ser essencialmente coligativa, ou seja, de
“captura” das moléculas de agua livre, o que leva a reducdo da quantidade de
gelo formada, diminuicdo da temperatura do ponto de congelamento e aumento
do ponto de vitrificacdo. Esta substancia penetra em tecidos e células numa
velocidade maior que a do glicerol a temperatura ambiente, o que constitui
vantagem apreciavel. No entanto, nesta temperatura, 0 DMSO € mais toxico
que o glicerol, inclusive para as CPHs, o que motivou a maioria dos servi¢os a
estabelecer protocolos que prevéem sua adicao lenta a suspenséao celular e
inicio do congelamento t&o logo tenha terminada a adicéo.'*® Pesquisa mostrou
perda significativa de precursores de granulocitos e macréfagos apoés
incubacédo da suspensdo celular com DMSO.™*> Outro estudo analisou
unidades de sangue de corddo umbilical expostas ao DMSO e mantidas por
tempos progressivos a 4°C e a 37°C, foi observada progressiva perda da
capacidade de formacdo de colébnias de GM-CSF, principalmente a
temperatura de 37°C.

Como as células séo relativamente sensiveis ao chamado estresse
osmotico, a adicdo e a remocao das solucdes hipertbnicas que contém os
agentes crioprotetores deve ser feita cuidadosamente, de modo a néo
ultrapassar sua tolerancia osmotica. A exposi¢do subita das células a meios
hiperténicos e, posteriormente, isotdnicos pode leva-las a ruptura e a perda da
viabilidade.™*®

Além do glicerol e do DMSO, ha outros agentes crioprotetores, como:
propilenoglicol, acetato de trimetilamina, trehalose, hidroxetilamido (HEA) e
outros. Particularmente importante dentre eles é o HEA, usado também como
expansor da volemia e como agente sedimentante de eritrocitos, empregado
para a separacdo de leucdcitos, principalmente para a coleta de

granulécitos.’**” O HEA é uma macromolécula (h4 apresentacdes comerciais
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com diferentes pesos moleculares) que tem reduzido efeito osmético para o
seu peso molecular e que néo se difunde para o interior das células, sendo por
iIsso denominado de crioprotetor nao-penetrante. OS mecanismos
crioprotetores do HEA nédo sao plenamente conhecidos, mas envolveria o
favorecimento da vitrificacdo do espaco extracelular e, por isso, em associa¢cao
com um crioprotetor penetrante, reduziria a intensidade das lesdes provocadas
pela desidratagdo celular, e formaria uma camada em torno das células, o que
as protegeria da lesdo mecanica pelos cristais de gelo formados no espaco
extracelular.**® E possivel que a utilizagdo do HEA permita aplicar & suspensao
celular velocidade de congelamento menos estrita. Em razdo dessas
propriedades, este agente tem sido usado principalmente quando do
congelamento a temperatura ndo-programada, como aquela feita em
congelador mecanico a 80°C negativos. Problema potencial do emprego de
polimeros como o HEA e a polivinil-pirrolidona sdo os possiveis danos a

membrana celular, como demonstrado com hemécias.*>*®

1.3.5.3 Descongelamento e infusdo

O descongelamento de um produto de CPH ¢é feito rapidamente, em geral
em banho-maria durante alguns poucos minutos, até o desaparecimento visual
dos cristais de gelo.™*® A bolsa com as células deve ser envolta em protetor
plastico e imersa em agua aquecida a 37-40°C. Para evitar maior risco de
contaminagdo por microrganismos eventualmente presentes na agua do
banho-maria, pode-se trata-la com antisséptico iodado, ou entdo proceder ao
descongelamento a seco, que oferece recuperacdo semelhante ao método
mencionado acima.**3*°

A infusdo de CPHs criopreservadas tem sido associada a reacles
adversas, em sua maioria leves e de curta duragdo. Entretanto, reagcdes mais
graves foram relatadas.''® Essas reacBes séo atribuidas & infusdo de DMSO,
de restos celulares e ao conteudo de células ndo-mononucleares presente no
produto.’*3'?° A maioria dos pacientes apresenta nausea, calafrios, sensacao
desagradavel em orofaringe e, mais raramente, hipotensédo, dispnéia e

arritmias cardiacas.!***?*'#2 0 DMSO pode induzir a liberacdo de histamina, o
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que explicaria a hipotenséo e as rea¢des anafilaticas que ja foram associadas a
sua infusdo.**?

Uma alternativa para a profilaxia das reacdes adversas pode ser a
lavagem da suspenséo celular, que visa remover a maior parte do DMSO, da
hemoglobina livre e dos restos celulares. Este procedimento pode ser feito pelo
emprego de técnicas semi-automatizadas (procedimento trabalhoso e
demorado) ou automatizadas (resulta em maior dispéndio de recursos
financeiros) com o auxilio de lavadoras de células.}*31%312°

Por causa das reacbes adversas acima mencionadas, a maioria dos
servicos preconiza a administracao profilatica de medicamentos, dentre os
quais anti-histaminicos e corticosterodides, antieméticos e antipiréticos. Além
disso, e para diminuir a toxicidade potencial da hemoglobina livre, é
recomendada hidratagdo vigorosa no dia da infusdo das células.
Eventualmente, em casos especiais, quando houver alta probabilidade de
ocorréncia de sobrecarga volémica (infusdo de medula Ossea), pode ser

necessario o uso de diuréticos.**?

1.4 Complicacdes infecciosas no transplante de Células-tronco

hematopoéticas

O transplante de medula 6ssea € uma modalidade terapéutica que vem
sendo cada vez mais usada no tratamento de doencas hematoldgicas malignas

e ndo-malignas, tumores sélidos e doencas genéticas e metabdlicas.

Infeccdo e a doenca enxerto contra hospedeiro continuam sendo a
principal causa de morbidade e mortalidade nestes pacientes. O periodo de
neutropenia, que em geral compreende os primeiros 30 dias de internacao, é o

de maior vulnerabilidade & estas complica¢es.'*

As infeccbes bacterianas predominam no periodo de neutropenia e seu
perfil vem sofrendo alteragbes devido a varios fatores, como o emprego de
antibiéticos mais efetivos e a melhora das condi¢des de suporte. Houve, como
consequUéncia, mudanca em relacdo aos agentes etiologicos das infeccdes
bacterianas, com predominio das infec¢cdes causadas por bactérias gram-

positivas em relacdo aos germes gram-negativos.’”® Nos anos 70 e 80,
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pacientes neutropénicos eram mais freqientemente colonizados e infectados

126127 Na dltima década, entretanto, houve um

por bacilos gram-negativos
declinio na incidéncia destas infec¢des, devido a melhora da antibioticoterapia
para estes agentes, associado ao aumento da faixa etaria dos pacientes e a
resisténcia aos agentes beta lactamicos. Do mesmo modo, notou-se uma
mudanca no perfil microbiolégico dos agentes que causam infeccdo neste
grupo de pacientes, com aumento das infec¢cbes estafilococicas -
principalmente aquelas atribuidas ao Staphylococcus epidermidis —
relacionadas ao uso permanente de cateter venoso central.*?

Esforcos no sentido de diminuir o risco de contaminacao incluem normas
rigidas em relacdo a higiene da equipe que assiste ao paciente, cuidados com
dieta e 4gua do paciente, isolamento em quarto com fluxo de ar laminar e
realizacdo de culturas de vigilancia. Embora apresentem papel controverso e
custo elevado, para alguns autores as culturas de vigilancia sdo essenciais
para detectar aquisicdo de germes resistentes e possibilitar ajustes na

profilaxia com antibiéticos.*?

1.4.1 Os tipos de transplante e o risco de infeccao

Vérios fatores predisponentes, relacionados a doenca de base, aos
tipos e as complicacbes do transplante de CTH influenciam o perfil das
infecgbes que acometem os pacientes submetidos ao procedimento. Antes do
transplante, pode haver diferencas nas doencas de base, por exemplo,
pacientes com anemia aplastica, que vao receber transplante alogénico,
apresentam neutropenia acentuada, ao passo que pacientes com doenga de
Hodgkin, que sejam candidatos a transplante autélogo, apresentam defeito
importante na imunidade celular, mas ndo neutropenia. Entretanto, apds o
tratamento com quimioterapia ou radioterapia intensa, seja no condicionamento
do transplante ou antes dele, o sistema imunoldgico é afetado como um todo, e
essas diferencas atenuam-se ou desaparecem. H& importantes diferencas
entre os transplantes alogénico e autdlogo em termos de imunodepressao.

Assim, no transplante alogénico, as células progenitoras, infundidas de um
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doador, sdo imunologicamente competentes, ao passo que as ceélulas do
paciente infundidas no transplante autélogo carregam a imunodepressédo da
doenca de base. Além disso, a transferéncia passiva de anticorpos é mais
adequada no transplante alogénico. Ja a pega do enxerto costuma ser mais
rapida no transplante autélogo, especialmente se a fonte de células tronco for
do sangue periférico, com consequente duracdo menor da neutropenia. Para
complicar ainda mais, no transplante alogénico, pode haver rejeicdo do enxerto
e, no transplante autélogo, pode haver retardo ou falha na enxertia,
principalmente quando a doenca de base ndo € bem controlada. Outra
diferenca do transplante alogénico em relacdo ao autdlogo € que no alogénico
sdo administradas precocemente drogas imunossupressoras para prevencao
ou tratamento da doenca do enxerto- contra-o-hospedeiro, 0 que aumenta
sobremaneira o risco de infecgbes, especialmente aquelas decorrentes da
supressédo da imunidade celular. Esse quadro pode se prolongar, se o paciente
desenvolve a doenca crénica do enxerto-contra-o-hospedeiro, quando
infeccOes bacterianas por germes encapsulados, dependentes de mecanismo

de defesa humorais, também se tornam comuns.?®

1.4.2 A fase de aplasia: neutropenia- o primeiro desafio

As complicagbes infecciosas, nesse periodo, sdo muito semelhantes
aguelas que ocorrem em pacientes em inducdo de remissado de leucemia
aguda, em que a quimioterapia ablativa resulta em neutropenia profunda e
mucosite grave. No periodo inicial de neutropenia, o paciente fica em risco de
desenvolver bacteremias por enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus sp. do grupo viridans e Staphylococcus sp. coagulase negativa.
Esses germes respondem por mais de 90% das bacteremias em pacientes

transplantados de medula 6ssea®?®*?°

e, ha maioria dos centros de transplante
na Europa e na América do Norte, as bactérias gram-positivas sé&o
responsaveis por mais de 80% das bacteremias. No Brasil, em estudo
recentemente concluido, foram analisados os episédios infecciosos de 87
transplantes autologos de quatro instituicbes: USP-Ribeirdo Preto, UNICAMP,
INCa e UFRJ. Apenas seis pacientes ndao desenvolveram febre durante o

periodo de neutropenia, enquanto, nos outros 81 pacientes, 45% dos episodios
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de febre e neutropenia nao tiveram documentacéao de infeccao (febre de origem
obscura), quatro (5%) tiveram documentacdo microbiolégica excluindo a
corrente sanguinea, 10 (12%) tiveram documentacdo clinica e 31 (38%)
tiveram infeccdo na corrente sangliinea. Dos 31 episédios, as bactérias Gram-
positivas predominaram (20 episédios, 65%) e bactérias Gram-negativas foram
documentadas em 11 episodios (35%). Em trés episddios havia mais de um
germe nas hemoculturas (dois casos com mais de um Gram-negativo e um
caso com um Gram-positivo e Candida sp.). Entretanto, a proporcao de casos
Gram-negativos variou em cada instituicao: 4/5 (80%) na USP-Ribeirdo Preto,
2/9 (22%) na UNICAMP, 3/6 (50%) no INCa e 2/11 (18%) na UFRJ-Rio de
Janeiro. Assim, ocorrem variagcdes importantes na etiologia das infec¢des, nas
diferentes instituicdes, o que pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo
uso de quinolonas na profilaxia antibacteriana. De fato, nas quatro instituicdes,
houve diferencas marcantes na proporcdo de pacientes submetida a tal
profilaxia: 0% no INCa e na UFRJ, 55% na USP Ribeirdo Preto e 100% na
UNICAMP. No transplante alogénico, os dados de dois centros brasileiros (USP
Ribeirdo Preto e UFPR-Curitiba) sugerem que, entre as infec¢cdes precoces
pos-TMO predominam as causadas por bactérias Gram-positivas (2/3 de
Gram+ em 154 culturas positivas, na USP-RP e 60% de Gram+ entre 136
culturas positivas, na UFPR).*?

As infecgdes por bactérias Gram-negativas, em geral, se originam do tubo
gastrintestinal, ja os estafilococos de coagulase negativa tém como porta de
entrada predominante os cateteres venosos profundos. A bacteremia por
Streptococcus se origina da orofaringe e os pacientes, quase invariavelmente,
apresentam mucosite, que, com frequéncia, se complica por reativacdo de
herpes simples, facilitando a entrada dos estreptococos, cuja bacteremia pode
se acompanhar de insuficiéncia respiratéria e 6bito *°. Se o paciente continua
neutropénico além de uma semana, o risco de desenvolver superinfec¢cdes
aumenta, algumas delas em locais especificos, causando, por exemplo,

sinusite, pneumonia ou tiflite.
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1.4.3 Uso de antibioticos em receptores de TCTH

Considerando os riscos e epidemiologia das infeccOes bacterianas em
TCTH, diferentes estratégias de uso de antibidticos tém sido empregados.
Estes incluem o uso de antibidticos como profilaxia, terapia empirica, e

tratamento das infecgbes documentadas.

1.4.3.1 Antibioticoprofilaxia

- Periodo pré-enxerto

O uso profilatico de agentes antimicrobianos tem sido extensivamente
estudado em pacientes neutropénicos. Bacteremias originadas por gram-
negativos podem causar infeccbes potencialmente fatais em receptores de
TCTH, durante este periodo as quinolonas foram considerados os agentes de
escolha. De fato, nos ultimos 15 anos, varios estudos tém avaliado a eficacia
desses agentes, e documentou uma reducdo significativa na incidéncia de
bactérias gram-negativas em infeccdes bacterianas.*®* Porém, a profilaxia das
quinolonas nao resultou em uma reducdo da duracdo da febre e, mais
importante, da mortalidade relacionada a infeccdo. No entanto, uma limitacdo
ainda maior para o uso de quinolonas na profilaxia de infec¢cdes bacterianas
durante o periodo pré-enxerto do transplante é o aparecimento de resisténcia a
estas.’®**** Em um estudo dos padrdes de sensibilidade bacteriana aos
antibiéticos em receptores de TCTH, a freqUéncia de resisténcia as quinolonas
entre  bactérias  gram-postivas e  gram-negativas  (especialmente
Enterobacteriaceae e P. aeruginosa) aumentou significativamente apos a

introducdo desses agentes no esquema profilatico.'*

Em outro estudo que
avaliou a incidéncia e a suscetibilidade de isolados de sangue durante sete
anos em unidade TCTH, os estreptococos foram 0s microrganismos mais
freqlentes causadores de infec¢des, e 0 aumento de resisténcia a penicilina,
ciprofloxacina e imipenem também foi observada entre estes organismos.**®
Embora a profilaxia antibacteriana (principalmente ciprofloxacina) foi associado
a uma reducdo na incidéncia de infeccéo, este resultou em um aumento da

resisténcia a antibidticos b-lactamicos. O uso generalizado das quinolonas
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também tem sido associada com um aumento significativo na resisténcia a

estas pelo Staphylococcus coagulase-negativo.™®’

Curiosamente, observou-se uma reversdo de suscetibilidade de
Escherichia coli as quinolonas, depois de interrompida a sua utilizacdo na
profilaxia de pacientes neutropénicos. Entre 1992 e 1997, as quinolonas foram
usadas em 43% dos 420 episodios de febre e neutropenia, mas em apenas um
dos 433 episodios entre 1998 e 2001. A frequiéncia de bacteremia causado por
gram-negativos e gram-positivos foram semelhantes nos dois periodos, mas a
freqUéncia de bacteremia por E.coli quinolona- resistente foi de 60% no periodo
1 e 6% no periodo 2 (p = 0,02)."*® Portanto, embora o uso de quinolonas na
profilaxia de infec¢gbes bacterianas é rotina em muitos centros de transplante,
seu uso deve ser reavaliado, considerando os riscos de inducéo de resisténcia.
Recentemente foi publicado um guia para a prevencdo de infeccdo em
receptores de TCTH e tal ndo recomenda o uso rotineiro de profilaxia
antibacteriana, com um nivel "DIII" de evidéncia (evidéncia moderada diante a
eficacia, com comprovacao a partir de opinides de autoridades respeitadas,
baseadas na experiéncia clinica, estudos descritivos, ou relatérios de comités
de especialistas). Recomenda-se também que, se os médicos na escolha do
uso de antibidticos profilaticos, estes devam rotineiramente revisar os perfis de

suscetibilidade aos antimicrobianos do hospital e centro de TCTH.**

Outra estratégia que tem sido amplamente utilizada em muitos centros de
TCTH é utilizar antibiéticos b-lactdmicos por via intravenosa em pacientes
neutropénicos afebril. Embora esta estratégia possa estar associada a uma
ligeira reducdo na incidéncia de infeccdo', ela tem um enorme impacto
negativo sobre o aparecimento de resisténcia. Em um estudo que avaliou a
suscetibilidade bacteriana em um periodo de 7 anos em uma unidade de TCTH
136 "a freqliéncia do uso de antibiéticos beta-lactamicos em pacientes afebril
aumentou de menos de 10% em 1991 para 57% em 1997. Embora o
imipenem nunca tinha sido usado para esta finalidade e sua utilizacdo
permaneceu em constante baixa (apenas 14% dos pacientes) durante o
periodo do estudo, a frequéncia de resisténcia estreptocécica a este agente

aumentou de zero antes de 1996 para 25% em 1996 e 1997. Considerando
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que betalactamicos sdo a principal classe de antibidticos utilizados na
terapéutica empirica de antibiéticos (uma estratégia que resulta em uma
reducdo significativa na mortalidade), o aparecimento de resisténcia aos
antibiéticos b-lactamicos é claramente uma grande preocupacao. O uso de
cefalosporinas de terceira geracdo também tem sido associada com um
aumento na freqiéncia de organismos gram-negativos produtores de
betalactamase de espectro ampliado (ESBL).'** Portanto, o uso de antibiéticos
b-lactamicos para pacientes neutropénicos afebris ndo possui nenhuma base

cientifica e deve ser fortemente desencorajado.

A profilaxia de infec¢Bes contra bactérias gram-positivas também tem sido
estudada tanto com agentes com administragdo por via oral quanto por via
intravenosa. Em um estudo em receptores de TCTH, os pacientes foram
randomizados para receber ciprofloxacina com ou sem vancomicina
intravenosa. N&o foram observados diferenca significativa na frequéncia de
bacteremias.** Em outro estudo randomizado, o uso de vancomicina resultou
em uma reducédo significativa na frequéncia de infec¢cdes por bactérias gram-
positivas, duracdo da febre e uso de antibiéticos.'*® Considerando os
resultados controversos desses estudos e, mais importante, o impacto da
utilizacdo de vancomicina no desenvolvimento de resisténcia de bactérias
gram-positivas, especialmente Enterococcus resistente a vancomicina (VRE),

seu uso ndo é justificavel.

Agentes orais, tais como a penicilina, macrolideos ou vancomicina,
também tém sido utilizados como profilaxia em pacientes neutropénicos. Em
um estudo randomizado, os pacientes receberam pefloxacina mais penicilina
(268 pacientes) ou placebo (268 pacientes).!** A freqiiéncia de febre e
bacteremia por gram-positivos foi significativamente maior no grupo do
placebo. No entanto, 14 pacientes no grupo de penicilina desenvolveu

bacteremia estreptocdcica, e 46% das amostras eram resistentes a penicilina.

A resisténcia a penicilina tem sido cada vez mais relatada entre os

H%¢ e esta associado com o uso

estreptococos isolados de receptores de TCT
da penicilina. Isto € particularmente importante porque: a) a freqiéncia de

bacteremia por Streptococcus viridans aumentou na Ultima década; b) a
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bacteremia por Streptococcus viridans ocorre em pacientes com mucosite
grave, e pode estar associada a um quadro clinico rapidamente fatal com
insuficiéncia respiratéria e choque, e ¢ ), a maior taxa de resisténcia a
penicilina, o mais frequente € o uso empirico da vancomicina em pacientes

com mucosite grave.

Considerando-se o beneficio marginal e estas preocupacdes, o papel da
profilaxia anti-bactérias gram-positivas devem ser questionados. Na verdade,
uma meta-analise que avaliou a utilidade da profilaxia anti-gram-positivos em
pacientes com neutropenia, mostrou que embora tenha havido uma reducao
significativa na frequéncia de infeccéo por estas bactérias, ndo houve beneficio
em termos de morbidade relacionada com febre ou mortalidade relacionada a

infecgdo.**

- Periodo p6s-enxerto

A profilaxia anti-bacteriana normalmente ndo € usada no inicio da fase
pds-enxerto, porque o risco de infeccdo é baixo. Na fase tardia do pds-enxerto
h& aumento do risco de infeccdo por bactérias encapsuladas, sendo o risco
proporcional a gravidade e duracdo da DECH cronica. A penicilina oral ou
sulfametoxazol-trimetoprim tem sido dada a esses pacientes e seu uso é
geralmente aceito, embora ndo existam estudos clinicos controlados que
suportam esta recomendacao. Nas orientacdes para a prevencao de infeccéo

H139

em receptores de TCT , € recomendado que estes antibidticos sejam

utiizado em pacientes com DECH crénica. O tratamento para DECH é
administrado, com um nivel "Blll" de evidéncia (evidéncia forte ou moderada de
eficacia, comprovada a partir de opinides de autoridades respeitadas baseadas
na experiéncia clinica, estudos descritivos ou relatérios de comités de
especialistas). Esta situacdo é muito diferente da profilaxia antibiética durante
a neutropenia. A profilaxia durante o periodo neutropénico ndo tem impacto na
sobrevida desde que a terapia empirica com antibiéticos seja iniciada depois
que o paciente torna-se febril, afim de evitar-se bacteremia pneumocadcica que

pode ser fatal.
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Portanto, as consequéncias da ndo intervencdo sobre 0 excesso
relacionado ao uso crénico de penicilina seja o desenvolvimento de resisténcia
a mesma. No entanto, os médicos devem estar cientes de que a resisténcia se

correlaciona com a duracéo da profilaxia.

1.4.3.2 A antibioticoterapia empirica

A antibioticoterapia empirica € padrdo no tratamento do paciente
neutropénico febril desde o inicio dos anos 80. Esta estratégia resultou em
uma reducao significativa na taxa de morte precoce. Nos ultimos 20 anos um
grande numero de ensaios clinicos randomizados tém comparado diferentes
esquemas de antibidticos e estratégias de terapia empirica. Em geral, nenhum
esquema mostrou-se superior em termos de sucesso com oOu sem
modificacdes do esquema empirico ou no indice de mortes. Com a introducdo
dos antibiéticos com boa atividade anti-pseudomonas, a pratica de monoterapia
aumentou na ultima década. De acordo com as diretrizes recentemente
publicadas para a utilizacdo de antibiéticos em pacientes neutropénicos, 0s
antibiéticos aceitos para serem utilizados na monoterapia sdo ceftazidima
(cefalosporina de terceira geracdo), cefepime (cefalosporina de quarta
geracdo), e os carbapenémicos (meropenem ou imipenem).’*® Além disso,
piperacilina-tazobactam, uma penicilina anti-Pseudomonas, € igualmente

eficaz.

A primeira consideracdo na escolha do esquema antibiotico a ser dado
empiricamente para receptores de TCTH neutropénicos € o conhecimento do
tipo, frequéncia e sensibilidade aos antibiéticos de bactérias isoladas que
predominam no hospital . Em outras palavras, os padrdes de distribuicdo de
frequéncia e suscetibilidade de uma unidade de transplante sdo um reflexo do
que acontece no hospital como um todo. Instituicbes com alta freqiéncia de
enterobactérias produtoras de ESBL provavelmente devem evitar as
cefalosporinas de terceira geracdo do esquema empirico, mesmo que isso
funcione (e, geralmente, funciona) para a maioria dos pacientes nessa

unidade.'*
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Por outro lado, o aparecimento de bactérias com baixa patogenicidade,
como Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas maltophilia € uma preocupacéo
136148 o pode estar associada com o uso difundido de antibidticos com
espectro muito amplo de atividade, como os carbapenémicos.'*® No entanto,
como a P. aeruginosa € ainda a bactéria associada com a maior mortalidade
entre os receptores de TCTH neutropénicos™®, a escolha do esquema empirico
deve predominantemente levar em conta os perfis de suscetibilidade desta
bactéria em uma instituicdo. Portanto, o esquema deve ser muito ativo contra a
P. aeruginosa, porém esta estratégia com o uso de determinado antibidtico
pode ocasionar o desenvolvimento de resisténcia. Isto é particularmente real
para 0s carbapenémicos, pois seu uso estd associado ao aparecimento de
cepas multi-resistentes de P. aeruginosa®®, particularmente em individuos
imunodeprimidos.’ A utilizacdo de carbapenémicos é também um fator de
risco para o surgimento de candidiase em pacientes neutropénicos.*®* Além do
uso criterioso de antibiéticos durante a neutropenia, todos os esforcos para
controlar a transmissdo horizontal e disseminagcdo de microrganismos
resistentes na unidade de TCTH é fundamental, pois a presenca de bactérias

resistentes tem sido relatada em unidades de transplante.**

Glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) tém sido utilizados em
pacientes neutropénicos febris, seja inicialmente ou na persisténcia da mesma.
O argumento mais forte que favorece o uso desses agentes em regime inicial é
a possibilidade que o paciente desenvolva bacteremia, por isolados de
Streptococcus viridans penicilina-resistente, uma vez que a bacteremia, devido
a esses agentes pode ser fatal. Por outro lado, sdo muitos os argumentos
contra a sua utilizacdo, incluindo a toxicidade e o aparecimento de resisténcia.
O uso de vancomicina tem sido associada com o desenvolvimento de infec¢des
causadas por Staphylococcus coagulase-negativo glicopeptideo- resistente, ***
Staphylococcus coagulase-positiva com sensibilidade intermediaria aos
155

glicopeptideos (GISA- "glycopeptide- intermediate Staphylococcus aureus”)
e Candida.*®

No entanto, o maior problema relacionado ao uso excessivo de

vancomicina foi a aparicAio mundial de VRE (Vancomycin-resistant
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Enterococcus).**® Devido & estreita associacdo entre o uso de vancomicina e
VRE, o IDSA ( Infectious Diseases Society of America) publicou orientacdes
para o uso de antimicrobianos em pacientes neutropénicos, recomendando que
a vancomicina seja utilizada no esquema antibiético empirico inicial apenas nas
seguintes situacdes: suspeita clinica de graves infeccfes relacionadas com a
colonizacdo de cateter, com isolados resistentes (pneumococos penicilina e
cefalosporina resistentes ou S.aureus meticilina-resistente (MRSA)), resultados
positivos de hemocultura para bactérias gram-positivas antes da identificacédo
final e provas, ou hipotensdo.**® Em relacdo ao Streptococcus viridans, embora
a resisténcia a penicilina tenha aumentado, os antibiéticos como a cefepime,
piperacilina-tazobactam e carbapenémicos possuem uma boa atividade contra
a maioria das cepas. Além da exclusédo da vancomicina na terapia antibiética
empirica inicial na maioria dos casos, a adicdo empirica de vancomicina apos 2
ou 3 dias de febre persistente ndo € recomendada, a menos que qualquer um
dos critérios mencionados acima esteja presente.’*® Os VREs tém sido
descritos em receptores de TCTH,"™" e o aparecimento de VREs em uma
unidade de transplante deve ser evitado. Portanto, o uso empirico da

vancomicina deve ser restrito.
1.5 Contaminacgéo bacteriana de produtos de stem cell

A contaminacdo bacteriana de células hematopoéticas do sangue
periférico para utilizacdo em transplante autdlogos de medula 6ssea ocorre
esporadicamente. A obtencdo, o processamento, 0 armazenamento e o préprio
transplante do produto envolvem varias etapas que normalmente sao
realizadas em diferentes locais e ambientes. A manipulacdo do produto de
CPHSP durante o processamento e o periodo pré e poés-criopreservagao
constituem uma fonte potencial de contaminacdo bacteriana nestas células.'*®
Outras fontes potencialmente contaminantes dos produtos de CPHSP podem
ser. reagentes, acesso venoso através de cateteres, falha na assepsia,
processamento dessas células, rompimento das bolsas, equipamentos

utilizados como banho-maria, incubadoras e centrifugas,158159:160:161,162,163,164-173

No que se refere a contaminacédo microbiologica de CPHSP, estudos tém

demonstrado que:
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e Algumas espécies de bactérias e fungos podem sobreviver a
criopreservacao;

e Comumente a contaminagdo ocorre por espécies de bactérias que
fazem parte da microbiota normal da pele;

e O risco de contaminacdo microbiana e as taxas de contaminagao
variam de 0 a 4,5%, 100163474177

A Food and Drug Administration (FDA) estimou que eliminando o risco de
contaminacdo de CPHSP evitariam-se sete mortes anuais devido a

infeccbes.!’®

As infeccbes sao a principal causa de mortalidade e morbidade em
transplantados, seja em transplante de medula éssea (TMO) ou de CPHSP,
pois estes pacientes tém sua imunidade humoral e celular debilitada.'”® Apesar
da utilizacdo de técnicas estéreis durante a coleta e o processamento desses
produtos, a contaminacdo bacteriana pode ocorrer. Estes produtos devem ser
administrados apenas com o consentimento informado do paciente e com a
aprovacdo do médico. Orientacdes pormenorizadas para infusdo de CPHSP
contaminadas ndo estédo disponiveis, mas varias diretrizes foram estabelecidas
para impedir ou detectar a contaminacdo microbiana desses produtos. O guia
de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) da Unido Européia descreve as
condicbes gerais, instalacdes, equipamentos, documentacdo e controle de
gualidade de componentes de sangue. Regulamentos similares estéo
disponiveis através da Food and Drug Administration (FDA), American
Association of Blood Banks (AABB) e Foundation for the Accreditation of
Hematopoietic Cell Therapy (FAHCT).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Considerando que a maioria dos estudos sobre a contaminagao
microbiana de produtos stem cells foram realizados em hospitais no exterior,
principalmente em hospitais terciarios do primeiro mundo, torna-se necessario
0 conhecimento dos niveis e das principais caracteristicas da contaminagéo e

processamento desses produtos em hospitais brasileiros.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral levantar a incidéncia de
culturas microbianas positivas dos produtos de Células Progenitoras
Hematopoéticas do Sangue Periférico (CPHSP) no periodo que compreende 0s
anos de 2000 a 2009 no Servico de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.

3.2 Objetivo Especifico

Investigar as principais bactérias contaminantes do produto de CPHSP,
volume e tempo da coleta, antibioticoterapia realizada pré e pés- infusdodessas
células contaminadas, o perfil clinico dos pacientes que realizam este tipo de
coleta, taxa de contaminacdo anual, avaliacdo de culturas pos-
descongelamento do produto e os produtos de CPHSP contaminados que, por

decisao médica, foram descartados ou infundidos.
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Abstract

Objectives. The hematopoietic progenitor cells from peripheral blood (HPCPB)
are commonly used for autologous and allogenic transplants in patients with the
most various onco-hematological diseases despite the utilization of sterile
techniques during collection and the processing of these products, bacterial
contamination can occur. Our objective was to investigate the microbial
contamination in hematopoietic progenitor cells from peripheral blood (HPCPB)
products. Material/Subjects and Methods. Microbial cultures of 837 HPCPB
products between 2000 and 2009 were retrospectively analysed to determine
the incidence of culture positivity and identify the main organisms causing
contamination. The microbiological studies were performed with an automatized
system (BacT/Alert ® bioMérieux Corporate). Results. Thirty-six (4.3%) of 837
microbial cultures were contaminated. Coagulase-negative Staphylococcus was
the most frequent bacteria isolated in HPCPB products (20 (56%) of the 36
positive microbial cultures). Considering the thirty-six contaminated samples, 22
HPCPB products were infused and 14 discarded. Pre and post infusion
antibiotic therapy of the contaminated products was established based on the
isolated microorganism and its antibiogram. Conclusion. This study is in
accordance with other published surveys, showing that the microbial
contamination of HPCPB products is low, and contamination of those products,

in most cases, does not compromise the success of the transplant.
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Introduction

The hematopoietic progenitor cells from peripheral blood of (HPCPB) are
commonly used for autologous and allogenic transplants in patients with the
most various onco-hematological diseases. The progenitor hematopoietic cells
are capable of self-renewal and differentiation in all blood cells lineage. Bone
marrow is the traditional source for obtaining HPCPB, it is collected by multiple
punctures and aspirations of the posterior iliac crests. The aspirated material
contains red blood cells, leukocytes, platelets, mast cells and plasma and
pluripotent hematopoietic progenitor cells. In recentyears, the collection
of HPCPB via apheresis, has been increasingly used. The combination of high
doses of chemotherapy with posterior transplantation of these cells constitutes

the standard treatment for many onco-hematological diseases.

Obtainment, processing, storing and transplantation of HPCPB involve
many steps which are normally performed in different environments and might
result in microbial contamination. In fact, HPCPB manipulation during
processing and pre-and  post-cryopreservation are  important  sources of
bacterial contaminationin these cells. [1] Microbial contamination
of HPCPB also might result from the donor. Donors
with asymptomatic bacteremia, or who are recovering from a bacterial infection
might develop episodes of transient bacteremia which can lead to product
contamination. In addition, HPCPB are collected by apheresis, which often
requires the insertion of central venous catheters (CVC). Infections associated
with CVCs are an important source of transitory bacteremia in patients and a

possible cause of HPCPB contamination. [2]
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Thus, in order to ensure afinal product appropriate for transplant, it
is essential to followa policy of quality control. Such controls should
include CD34 + cell count, cell viability assessment, and microbiological

monitoring. [3]

The main objective of this study herein was to investigate the incidence of
positive microbial cultures for HPCPB products from donors attending a tertiary
care hospital in the period from 2000 to 2009. In parallel, we also described the
major bacteria contaminating the HPCPB products, the pre- and post-infusion
antibiotic therapy for the contaminated cells, In addition, we analyzed the blood
cultures results post-defrosting the bag containing HPCPB, which were infused

or discarded according to medical decision.

Material and Methods

Microbial cultures of 837 HPCPB products of donors attending a tertiary
care hospital located in southern Brazil from 2000 to 2009 were retrospectively
analyzed to determine the incidence of microbial culture positivity and
identification of the main organisms causing contamination. In addition, the

charts of the donors with positive HPCPB microbial cultures were reviewed.

For the sterility control of the HPCPB products, after the cryopreservation
process and before freezing, 3 ml-samples of the product were inoculated in
pediatric blood cultures bottles with 20ml of activated charcoal ((BacT/Alert ®
bioMérieux Corporate). In addition, after the blood bag defrosting, samples are

collected for microbial cultures at the moment of the infusion. Such action
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serves to verify a possible contamination at the time of water-bath defrosting.
Cultures were sent to the microbiology department, where they were incubated
for five days. When positive, microscopy and bacterial isolation were performed

and identified through standard biochemical tests.

Data were organized and analyzed by the Microsoft Excel 2007 ®

program according to the distribution of frequency.

Microbiological surveys were performed with automated BacT/Alert ®
(bioMérieux Corporate) at 36°C. The products were changed into a Class |
laminar-flow cabinet with HEPA filters (Veco do Brasil Ind. Com. Equipamentos

LTDA).

The study was approved by the local ethics committee which is
credentiated by the National Committee of Ethics in Research of the National
Health Department and the Office for Human Research Protection (OHRP) of

the United States.

Results

A total of 837 HPCPB collections and microbial cultures were performed at
the hemotherapy section from 2000 to 2009. The average volume drawn and
time for collection and processing were 255 ml and 206 minutes respectively.
The underlying diseases and the main characteristics of the patients that
received HPCPB products are presented in Table 1. The main underlying

diseases included multiple myeloma (n=314), followed by Hodgkin lymphoma
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(n=143), non-Hodgkin lymphoma (n=132), acute myeloid leukemia (n=63),
neuroblastoma (n=52), Wilms tumor (n=28), meduloblastoma (n=23), and

Ewing sarcoma (n=16).

Thirty-six of 837 collected samples (4.3%) presented positive cultures for
bacteria. In figure 1, it is presented the annual contamination rate of the HPCPB
products from 2000 to 2009. As shown in Figure 2, most of the bacteria
identified are part of the normal skin microbiota. The most frequently isolated
organism was coagulase-negative Staphylococcus (56%), followed by
Staphylococcus aureus (17%), Bacillus sp (8%), coryneiform gram-positive
bacilli (8%), non-coryneiform gram-positive bacilli (6%), Enterobacter sp. (3%),

and Citrobacter freundii (3%).

Twenty-two of 36 HPCPB products with positive microbial cultures were
infused and 14 were discarded based on the medical staff's option.
Considering that HPCPB products contamination has an impact in reducing the
number of CD34 + cells reducing hematopoietic engraftment after peripheral
blood stem cell transplantation, Table 2 presents the CD34+ counts of the
discarded contaminated HPCPB collections and the remaining stock collections

for each patient.

As shown in Table 3, pre-infusion and post-infusion antibiotic therapy of
the contaminated products was based on the isolated microorganism and its
antibiogram. Although 9 of 22 infusions had not received antimicrobial therapy
prior to the infusion of HPCPB products, all of the patients received during or

after the HPCPB infusion.
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Twelve (55%) of 22 contaminated HPCPB collections presented positive
microbial cultures after freezing-thawing process, whereas the remaining ones

(45%), the cultures were negative.

Discussion

Similar to our results, previous studies had reported microbial
contamination rates, varying from 1.6% a 4.5%. [4-14] The incidence of
microbial contamination of HPCPB products in those studies varied according to
the source of those cells. Kamble et al [7] have shown contamination in 4 of the
26 collections (15%) from cord blood, 8 of 177 (4.5%) from bone marrow, and

21 of 532 (3.9%) from peripheral blood.

Coagulase-negative Staphylococcus was the organism predominantly
isolated in this study, with 20 (56%) of the 36 positive microbial cultures. Most
of the previous studies also identified the Coagulase-negative Staphylococcus
and other bacteria that often colonize the skin and are water contaminants [1-
25]. The potential contamination sources of HPCPB products include reagents,
venous access-catheters, aseptic failure, cell processing, bags disruption,

equipment used as water-bath, incubators and centrifuges. [1-25]

Even though contaminated HPCPB products are often discarded, twenty
two of the 36 contaminated collections were infused. Authors have reported the
success achieved after the infusion of the contaminated HPCPB products, with
few clinical consequences. [7,18,26] In fact, contaminated HPCB products

should not be automatically discarded, because, when administered with
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specific precautions, they do not have either adverse effects or significant
sequelae. As shown in Table 4, specific measurements should be considered at

when deciding to discard or administer the product [27].

CD34" cell dose correlated with both early engraftment kinetics and late
peripheral blood counts. A threshold effect between rapid and slow engraftment
occurred at 5 x 10° CD34" cells/kg. In addition, hemoglobin and platelets were
significantly higher at 180, 360, and 540 days after transplantation for those
patients who received >5 x 10° CD34" cells/kg. Therefore, for autologous
transplantations, a higher CD34" cell dose appears to correlate with improved
long-term hematopoiesis. In our study, most of the contaminated collections
presented low CD34" cell dose. Despite contamination, some frozen stocks of
those collections presented high CD34" cell dose, which could be used in

further HCPBC transplants. [28]

Contamination of HPCPB products with clinically significant adverse
outcome occurs especially with potentially pathogenic bacteria but is rare, with
an incidence of 0.3% from notified cases. [7] Klein et al [16] have reported a
patient that died due to multi-organ-system failure, after having received
HPCPB product contaminated with Burkholderia cepacia, even beginning with
the infusion of proper antimicrobials. Moreover, contaminated HPCPB products
with methicillin-resistant Staphylococcus aureus has been shown to severe
disseminated infection in patients [7.] Interestingly, bacterial contamination of
those products does not affect the patients transplant kinetics. It was previous
demonstrated by Schwella et al that there was no significant differences in
hematopoietic recovery time, duration of fever and the number of days of

antimicrobials administration in patients who had received contaminated
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HPCPB products when compared with those who had received products free of

contamination [25].

In fact, previous studies have shown that most of the patients receive
successfully an HPCPB product with prophylactic antibiotic therapy before the
infusion of contaminated product based on the isolated organism, sensitivity to
antimicrobial agents and urgency for the transplant. [6,16] This decision differs
in different centers. For instance, Kamble et al [7] have reported that
prophylaxis is unnecessary, once most of the contaminations are caused by
non-patogenic bacteria and their infusions rarely cause bacteremia or

septicemia.

In our study approximately 50% of the HPCPB collections were found to
be still contaminated after the freeze-thawing process. One of the reasons for
this finding could be the contamination of HPCPB products with a low number of
colony forming unit of bacteria. In addition, cryoprotectors used in HPCPB
products, such as the organosulfur compound dimethyl sulfoxide (DMSO), has
potent bactericidal properties against gram-positive and gram-negative bacteria.
[11,27,29]. Kipp et al [4] have shown that CFUs of different bacteria diminished
after the cryopreservation process. For instance, CFU of Staphylococcus
epidermidis, decreased approximately 13.7% after addition of DMSO.
Moreover, the presence of active phagocytic cells in the frozen products could
additional eliminate existin bacteria. [4] On the other hand, gram-positive
bacteria such as Staphylococcus sp are known to survive after the
cryopreservation process [7]. Different studies have shown conflicting results
regarding the survival of coagulase-negative Staphylococcus after the

cryopreservation process [6,13,18,25].
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Evidences have shown that there is impact of the aseptic conditions on
bacterial contamination in areas where HPCPB products are handled and
processed. There is a 5.2% decrease in contamination HPCPB products at a
clean bench compared with 0.8% decrease at a bench in laboratory
implementing good manufacturing practices with certified conditions [9]. Thus,
the quality control and the good practices of handling and conservation of
reagents and equipment used in cell cryopreservation are essential to provide
for patients safer products with reduction of the probable contamination sources

[17]

In summary, we have shown that the contamination of HPCPB products is
overall low and it is usually caused by the normal skin microbiota, which could
survive to cryopreservation process. Contamination of these products does not
compromise, in most cases, the success of the transplant. The incidence of
contamination of HPCPB products and procedures performed for HPCPB
process at our hospital are in accordance with the parameters used in centers

internationally recognized and certified.
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Table 1
Profile of HPCPB collections performed at the Hemotherapy Department from
2000-2009

Patology n Age Gender

(collections) (average) m F

Amiloydosis 3 58 1 2
Erythroid series aplasiae 1 6 - 1
Pleuropulmonary blastoma 3 4 - 3
CNS Germinoma 1 13 1 -
Immunocytoma 1 40 - 1
Acute Lymphoblastic Leukemia 2 17 - 2
Acute Lymphoide Leukemia 5 20 4 1
Acute Myeloid Leukemia 63 31 47 | 16
Chronic Myeloid Leukemia 2 42 - 2
T-Cell Lymphoma 1 32 - 1
Hodgkin Lymphoma 143 26 59 | 84
Manto Lymphoma 2 57 2 -
B-Cell Granulocytic Lymphoma 3 41 3 -
T Cell Lymphoblastic Lymphoma 1 34 1 -
Non-Hodgkin Lymphoma 132 43 82 | 50
Peripheral T Lymphoma 2 33 - 2
Medulloblastoma 23 12 18 | 5
Myelophibrosis 1 45 1 -
Multiple Myeloma 314 54 170|144
Tumor of Suprarenal Gland 3 4 3 -
Malignant neoplasm of thorax 1 7 - 1
Malignant Neoplasm of Kidney and Renal Pelvis 2 9 2 -
Neuroblastoma 52 4 41 | 11
Pancreatoblastoma 1 15 - 1
Pineoblastoma 2 3 - 2
Retinoblastoma 6 6 4 | 2
Renal Cell Sarcoma 1 4 1 -
Ewing Sarcoma 16 13 5 |11
Wilms Sarcoma 1 11 1 -
Poems Syndrome +Castleman Disease 1 50 1 -
Askin Tumor 5 16 1 4
Renal Cell Tumor 1 5 1 -
Ewing Tumor 1 11 - 1
Ovarium Tumor 2 12 - 2
Endodhermal Sinus Tumor 4 15 2 2
Testicle Tumor 3 28 3 -
Wilms Tumor 28 6 12 | 16
Germinative Tumor 4 18 4 -
Total 837 470 367
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Table 2

CD34+ count in collection contaminated HPCPB collections *

nX10°CD34/Kg (discarded

nX10°CD34/Kg (remaining stock

SEEEUI collection) collections)
1- Citrobacter freundii 0,35 1,43
2- Staphylococcus coagulase Neg. 0,13 0,29
3- Staphylococcus coagulase Neg.
3- Staphylococcus aureus
3- Staphylococcus aureus 3,21 3,33
3- Staphylococcus aureus
3- Staphylococcus coagulase Neg.
4- Staphylococcus aureus 1,67 2,56
5- Staphylococcus aureus 0,32 1,39
6- Staphylococcus coagulase Neg. 3,2 7,61
7- Staphylococcus aureus 1,01 4,11
8- coryneform gram+ Bacilli 1,33 _
8- coryneform gram+ Bacilli
9- Staphylococcus coagulase Neg. 1,27 3,14

* Total of 14 discarded collections, some collections (n° 3 and 8) are of the same patient




Table 3

Antibiotic Teraphy pre- and post- infusion of contaminated HPCPB *

Bacterium

Pre-Infusion

Post-Infusion

1- non-coryneform gram+ Bacilli
2- Staphylococcus coagulase Neg.
3- Bacillus sp

4- Staphylococcus coagulase Neg.
5- Enterobacter sp.

6- Staphylococcus coagulase Neg.
7- Staphylococcus coagulase Neg.
8- Bacilo gram+ corineforme

9- Staphylococcus coagulase Neg.

10- Staphylococcus coagulase Neg.
11- Staphylococcus coagulase Neg.

12- Bacillus sp
13- Bacillus sp

14- Staphylococcus coagulase Neg.
15- Staphylococcus coagulase Neg.
16- Staphylococcus coagulase Neg.
17- Staphylococcus coagulase Neg.
17- Staphylococcus coagulase Neg.
18- Staphylococcus coagulase Neg.
19- Staphylococcus coagulase Neg.
20- Staphylococcus coagulase Neg.

21- non-coryneform gram+ Bacilli

non-administered
non-administered
Ciprofloxacin
Sulfa+Trimetropim

Norfloxacin+Sulfa+trimetropim

non-administered
non-administered
Ciprofloxacin
Clindamicin
Ciprofloxacin
Oxacilin
Cefepime
non-administered
Clindamicin
non-administered
Clindamicin
Sulfa+Trimetropin
Sulfa+Trimetropin
non-administered
Oxacilin
non-administered

non-administered

Norfloxacin

Ampicillin+ Cefepime
Vancomycin+Ciprofloxacin
Vancomycin

Cefepime
Gentamicin+Cefepime
Vancomycin+Cefepime
Vancomycin+Cefepime
Cefepime+Amikacina
Oxacilin+Cefepime
Vancomycin+Cefepime
Amikacina
Vancomycin+Cefepime
Clindamicin
Oxacilin+Cefepime
Cefepime+Oxacilin
Vancomycin
Vancomycin
Cefepime+Clindamicin
Cefepime
Cefepime+Vancomycin

Cefepime

* The above contaminated infusions were performed in different patients, except n® 17

82
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Table 4

Management considerations of HPCPB products with positive

microbial cultures

Administer the Product

Discard the Product

Slow growing organism
Skin or environmental contaminant

Donor or patient is not available for
recollection

New product requires remobilization
or central line placement

Product contains majority of total cell
dose

Rapidly growing organism

Enteric or pathogenic organism
Product can easily be replaced

Patient can tolerate delay and
recollection

Product contains small percentage
of total cell dose
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Figure 1. Annual rate of contamination in samples taken in the period 2000 to 2009.

Distribution of the 36 contaminated samples of total 837 made this period.
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Staphylococcus coagulase Neg.
coryneform gram+ bacilli
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Figure 2. Bacteria isolated in the 36 contaminated HPCPB products.
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6. ConsideracOes Gerais

Os procedimentos de mobilizacdo e de coleta por aféreses das células
progenitoras hematopoéticas a partir do sangue periférico ja esta estabelecido
como parte integrante dos transplantes de medula Gssea, substituindo quase
totalmente a coleta de medula éssea de crista iliaca nos transplantes autélogos
e, parcialmente, nos transplantes alogénicos, por motivos de comodidade,
seguranca, conforto, simplicidade, praticidade e efetividade.

A contaminacdo nos produtos de células progenitoras hematopoéticas
pode ocorrer nas diversas etapas do processo, desde a coleta, passando pelo
processamento, o0 qual inclui procedimentos para congelamento

(criopreservacgédo) e descongelamento, até o momento da reinfusao.

Segundo a legislacdo vigente no Brasil, é obrigatéria a analise
microbioldgica para fungos e bactérias aerdObias e anaerdbias tanto para as
unidades coletadas do sangue periférico quanto da medula 6ssea, para uso
alogénico ou autélogo. Nos casos de infusdo imediata, isto €, sem a
necessidade de criopreservacédo, a bolsa pode ser liberada para infusdo antes
do resultado da andlise microbioldgica, porém, logo que disponivel, o resultado
deve ser registrado e comunicado ao médico responsavel pela infuséo.

N&o ha duvida que os produtos contaminados muitas vezes devam ser
reinfundidos, porém, ndo podemos menosprezar o fato de que as infec¢des sao
a principal causa de mortalidade e morbidade em pacientes transplantados,
tanto por medula 6Ossea, corddo umbilical como por sangue periférico,
justificando que a antibioticoterapia baseada no germe isolado em cultura e
antibiograma deve ser obrigatoriamente realizada para diminuir a
morbimortalidade por infecgcdo aguda nestes pacientes ja imunocomprometidos
tanto pela doenca de base como pelo tratamento.

Esse estudo tem muita utilidade pratica em sua concluséo, visto que os
resultados obtidos serdo muito Gteis na pratica clinica da equipe médica pois
nao existem normativas especificas que remetam o médico de como proceder
em infusdbes de produtos de CPHSP contaminados. Nele s&o discutidos

assuntos como controle de qualidade e acreditacdo, que s&o responsaveis em
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diminuir significativamente o numero de produtos contaminados. Questdes
como critérios para descarte ou infusdo destes produtos, dependendo da
situacao clinica do paciente, do microorganismo isolado e das condi¢bes da
coleta e mobilizagédo entre outros.

Por fim, este trabalho de grande relevancia teve o intuito de aumentar a
qualidade do tratamento do paciente transplantado para se obter constante e
crescente melhora dos resultados dos transplantes para pacientes de tdo alta
gravidade e complexidade.
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