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Transplante de células-tronco hematopoéticas e a regeneracio da hematopoese

Hematopoietic stem cell transplant and recovery of hematopoiesis

Afonso C. Vigorito’

Carmino A. De Souza’

As células-tronco hematopoéticas periféricas (CTP) praticamente substituiram a me-
dula o6ssea (MO) como fonte de células-tronco hematopoéticas nos transplantes
autdlogos e nos ultimos anos é usada com maior frequéncia nos alogénicos, particu-
larmente no tratamento de doengas avangadas. A recuperagdo hematopoética, utili-
zando esta fonte de células, é mais rapida apos a utilizagdo de CTP comparada com
a MO. O sangue de corddo umbilical surgiu como uma outra fonte de células-tronco
hematopoéticas para a realizagdo de transplantes. O risco minimo para o doador e
a rapida disponibilidade estdo entre as vantagens desta fonte de células. A recupera-
¢do mais lenta de neutrdfilos e plaquetas é a maior preocupagdo do ponto de vista
clinico. A biopsia de MO pode ser uma importante ferramenta para a obtengdo de
informagdes em relagdo a recuperagdo hematopoética apos os transplantes de célu-
las-tronco hematopoéticas (TCTH). A histopatologia da reconstitui¢do hematopoética
da MO, apos um transplante de sangue de corddo umbilical, demonstra um atraso
quando comparada com os transplantes de MO. Entretanto, ocorre uma recupera-
¢do hematopoética gradual e, tardiamente, ndo sdo observadas diferencas entre os
transplantes com MO e sangue de corddo umbilical. A histologia da MO, por sua
vez, ndo esclarece a origem genotipica da hematopoese pos-transplante. Assim, a
andlise do quimerismo tornou-se um instrumento importante para o acompanha-
mento da enxertia e é a base da intervengdo terapéutica para evitar a rejei¢do do
enxerto, manter a enxertia e tratar uma recidiva clinica iminente através da
imunoterapia. Esta revisdo destacarad a recuperag¢do hematopoética apos a realiza-
¢do de um TCTH. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(4):280-284.

Palavras-chave: Transplante de células-tronco hematopoéticas; regeneragdo;
hemopoiese.

Introdugao apos a realizagdo de um transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH).! A celularidade da MO aumenta

Pequenos clusters de células hematopoéticas podem rapidamente depois de duas a quatro semanas ¢ mostra

ser observados em material de bidpsia de medula 6ssea evidéncias morfoldgicas de todos os componenentes
(MO) obtido num periodo compreendido entre 10-14 dias mieloides. Entretanto, pode ser necessario um periodo de
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seis a 12 meses antes que a celularidade atinja a densidade
normal. O tempo mediano para se atingir um niimero de
neutrdfilos de 1.0 x10%/L é de 23 dias, variando de 12 a 45
dias. Para atingir reticulécitos de 100 x 10°/L, amediana é de
24 dias, variando 12-72 dias, e de plaquetas de 100 x 10%/L de
39 dias. Entretanto, 25% dos pacientes necessitam de trés a
seis meses para produzir este numero de plaquetas. Os paci-
entes com doenga do enxerto contra o hospedeiro cronica
(DECH-c) podem, particularmente, apresentar uma maior len-
tiddo na recuperagdo da contagem plaquetaria.> Apesar da
variagdo individual, no periodo inicial apos o TCTH, a maio-
ria dos pacientes apresentara contagem normal do sangue
periférico. As células hematopoéticas apos o TCTH sdo ge-
ralmente de origem do doador, porém, podera ocorrer a coe-
xisténcia de células do doador e do receptor em alguns paci-
entes.’

A faléncia do enxerto, definida como uma incapacidade
de se estabelecer, ou sustentar, uma hematopoese funcio-
nante, ¢ relativamente incomum nos pacientes transplanta-
dos com enxerto nao manipulado e nos portadores de doen-
¢as hematologicas malignas. Em contraste, a faléncia pode
ser um problema mais comum nos pacientes com anemia
aplastica grave (AAG) ou em receptores de enxertos deple-
tados de linfocitos T. Uma enxertia inadequada, ou uma rejei-
¢do precoce, nos pacientes com AAG parece estar relaciona-
da a atividade de linfocitos T residuais do hospedeiro, célu-
las estas que podem ter sido responsaveis pelo desenvolvi-
mento da aplasia de MO original. Este problema ¢ menos
comum nos pacientes que receberam profilaxia da DECH com
esquemas que continham ciclosporina. A razao para a falén-
cia nos receptores de enxertos depletados de linfocitos T ¢é
menos compreendida. Acredita-se que os linfocitos T favo-
recem a enxertia pela produg@o de fatores de crescimento
que sao necessarios para o processo da hematopoese. Esta
teoria ¢ apoiada pela observagdo de varios fatores de cresci-
mento presentes na circulagdo de receptores de enxertos nao
manipulados.*?

Em contraste com as contagens de sangue periférico e
MO normais, a frequéncia de progenitores clonogénicos per-
manece significativamente reduzida.®® O acompanhamento
de pacientes por 10-12 anos mostrou que a frequéncia de
progenitores clonogénicos ndo aumentou com o passar dos
anos. Quando o estado do ciclo celular destes progenitores
foi avaliado, quase todos as células clonogénicas prolifera-
vam ativamente,’ contrastando com o ciclo dos progenitores
de doadores normais, nos quais pode ser identificada uma
populagdo de células em repouso. Esta observagdo sugere
que a MO de receptores de TCTH funciona com pouca ou
nenhuma reserva e que um numero menor de clones participa
da hematopoese apdés o TCTH. '

Nos ultimos anos, progressos importantes foram
realizados no campo da biologia das células-tronco, nos es-
tudos referentes a obtengao de diferentes fontes de enxerto
e de novos desenvolvimentos na area de TCTH.
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Biologia da célula-tronco

As células-tronco hematopoéticas sdo células com a
capacidade unica de produzir progenitores celulares mais
diferenciados, assim como células filhas, que mantém a capa-
cidade de autorrenovagdo. Embora o TCTH humano seja re-
ferido frequentemente como um "transplante de células-tron-
co", na verdade o enxerto utilizado no TCHT contém uma
mistura de células progenitoras hematopoéticas imaturas e
mais maduras, incluindo as células-tronco com capacidade
de autorrenovagio.!! E sabido, por mais de duas décadas,
que as células do estroma da MO s@o necessarias para dar
suporte ao crescimento e desenvolvimento das células inici-
adoras de cultura de longa durag@o, que sdo essenciais para
manter e regular a atividade das células-tronco hemato-
poéticas.'> As células mesenquimais do estroma, multipo-
tentes, foram isoladas da MO e mostraram-se capazes de
diferenciar-se in vitro em tecido adiposo, cartilagem e osso.
Estas células sdo consideradas importantes reguladoras da
atividade hematopoética, mas também sdo precursoras de
tecidos ndo hematopoéticos.!

Fontes de células-tronco

Até recentemente, apenas a MO era utilizada como
fornecedora de células-tronco hematopoéticas, mas outras
fontes como, por exemplo, o sangue de corddo umbilical pos-
suem também células transplantaveis, porém, em niimero li-
mitado."

A constatacao de que células-tronco hematopoéticas
sdo encontradas em pequena quantidade no sangue perifé-
rico (CTP) levou a investigagdo do uso do sangue periféri-
co como mais uma alternativa para o fornecimento destas
células. A habilidade de mobilizar tais células do comparti-
mento medular para a periferia, utilizando a quimioterapia e/
ou fatores de crescimento hematopoético, possibilitou a
coleta de um numero suficiente de CTP para a realizagao
dos transplantes.'® O sangue periférico mobilizado substi-
tuiu amplamente a MO como fonte de células-tronco
hematopoéticas no transplante autélogo e o seu uso esta
aumentando no TCTH alogénico.

Uma grande quantidade de células CD34+ pode ser
mobilizada a partir de doadores normais com a utilizagao do
G-CSF. Esta estratégia aumenta o nimero de células-tronco
hematopoéticas circulantes em 100 vezes ou mais. Estas cé-
lulas promovem uma recuperagdo hematopoética duradoura,
além de terem vantagens sobre a MO porque permitem uma
enxertia mais rapida de neutrofilos e plaquetas provavelmen-
te devido a uma maior conteudo de células-tronco hemato-
poéticas comprometidas.'*'3

Teoricamente, as CTP alogénicas podem ter outras
vantagens por apresentarem muitos linfocitos T e células
natural killer, os quais poderao ter fung¢ao no efeito enxerto
contra leucemia, diminuindo assim o risco de recidiva apos
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o transplante.'*' Uma desvantagem, entretanto, ¢ o aumen-
to da frequéncia da DECH-c."

O antigeno CD 34+ ¢ o identificador das células-tronco
hematopoéticas. Ele esta presente em 1% a 4% das células da
MO responsaveis pela formagao das colonias hematopoéticas
e que sdo capazes de reconstituir a hematopoese, indicando
que as células progenitoras pluripotenciais estdo presentes
dentro deste compartimento. No entanto, as células CD 34+,
na periferia, correspondem a 1/10 da concentragdo da MO,
em condi¢Ges normais.!’

As caracteristicas fenotipicas das CTP coletadas, apds
a utilizagdo de fatores de crescimento, sdo uma mistura de
precursores hematopoéticos primitivos e comprometidos, ndo
apresentando diferengas marcantes com as da MO. A analise
antigénica das células periféricas CD 34+ revela que elas co-
expressam uma variedade de antigenos de diferenciacdo. As
subpopula¢des com antigenos mieloides, como o CD33, pa-
recem ser progenitores comprometidos e provavelmente res-
ponsaveis pela primeira fase da recuperagao hematopoética.
Em contraste, as que ndo apresentam antigenos associados
tanto a linhagem (por ex. CD33) ou a ativagdo (HLA-DR,
CD38), sdo consideradas mais primitivas e contribuem para a
sustentacao da hematopoese (células que reconstituem a
hematopoese a longo termo prazo). Assim, podem ser encon-
tradas as seguintes subpopulagdes: CD34+/CD33+, CD34+/
CD 38-,CD34+/HLA-DR.""%

Dados recentes indicam que as CTP apresentam uma
capacidade intrinseca para reconstituir os neutrofilos mais
rapidamente, o que ndo esta somente relacionado ao nimero
de células formadoras de coldnias de granuldcitos e mono-
citos (CFU-GM) infundidas.?' Foi demonstrado que as CTP
apresentam uma baixa atividade do ciclo celular, in vivo, mas
sd0 capazes, no entanto, de uma rapida ativagdo, in vitro.
Além do mais, em contraste com os progenitores derivados
da MO, os do sangue ndo apresentam atraso na proliferagao,
atraso esse causado pelas células estromais da MO.* Estas
reduzem a probabilidade de as células entrarem em um ciclo
celular.?? Outra caracteristica é que os progenitores periféricos
produzem, preferencialmente, mais células formadoras de
colonias de granuldcitos e mondcitos (CFU-GM), em detri-
mento das unidades formadoras de colonia de eritrocitos
(BFU-E). Tanto a resposta reduzida de mediagao das células
estromais da MO quanto a produgao seletiva de progenitores
granulociticos poderiam contribuir para uma rapida recupe-
ragdo dos neutrofilos, nos transplantes com CTP.*!

O sangue de corddo umbilical, recentemente, surgiu
como outra fonte rica de células-tronco hematopoéticas para
utilizacdo no transplante. O risco minimo para o doador ¢ a
rapida disponibilidade do sangue de corddo umbilical sdo
uma das grandes vantagens desta fonte de células-tronco.
Além do mais, a incidéncia da doenga do enxerto contra o
hospedeiro, tanto aguda como croénica, ap6s o transplante
com sangue de corddao com doadores irmdos idénticos, ¢
menor quando comparada com o transplante de MO também

utilizando doadores idénticos.” Uma desvantagem do TCTH
com o sangue de corddo ¢ a recuperacdo lenta da contagem
de neutrdfilos e plaquetas. A dose de células e o grau de
incompatibilidade do HLA sdo importantes fatores prog-
nosticos. Os melhores resultados sdo vistos em receptores
que receberam unidades de sangue de corddo com uma dose
alta de células mononucleares e ndo mais do que uma dife-
renca no HLA > O numero limitado de células no sangue de
cordao tem sido um importante fator limitante para a sua uti-
lizagdo em adultos.”® Embora o niimero de células CD 34+
transplantadas parece ser um dos maiores fatores para a re-
cuperagdo hematopoética, pouco ¢é sabido porque a veloci-
dade da enxertia ¢ menor no sangue de corddo umbilical 6 As
células-tronco hematopoéticas transplantadas precisam mi-
grar para o microambiente da MO para a sua proliferagao e
diferenciac@o. Neste processo de homing estao envolvidas
varias moléculas de adesdo presentes nas células-tronco
hematopocéticas e nas células endoteliais. Alguns dados su-
gerem que o potencial de adesdo das células CD 34+ do san-
gue de corddao umbilical seria menor do que as da medula
6ssea.”’” Isto poderia explicar porque a enxertia ¢ atrasada no
sangue de corddo umbilical.

Um estudo avaliou a histopatologia da reconstituigao
da MO ap6s a realizagdo de transplantes com sangue de
corddo umbilical e medula dssea.?® Nas biopsias obtidas até
29 dias apos o transplante de MO, a celularidade estava au-
mentada com a presenga de megacaridcitos. Neste mesmo
periodo, apds o transplante de sangue de corddo umbilical,
as biopsias mostraram uma diminui¢@o acentuada da celu-
laridade e megacariocitos quase ausentes. Além do mais,
poucas células CD 34+ foram observadas apos o transplante
de sangue de corddo umbilical comparado com os trans-
plantes com MO. Houve um aumento gradual da recupera-
¢do hematopoética da MO apo6s o dia 30 do transplante de
sangue de corddo umbilical, e apds o dia 100 nenhuma dife-
renga significativa foi observada comparando-se os trans-
plantes com sangue de cordao umbilical e MO.%

Quimerismo

Ap0s o transplante ¢ importante definir se o novo
sistema hematopoético ¢ de origem do receptor ou do doa-
dor. A investigagdo da origem genotipica da hematopoese
pos-transplante ¢ denominada analise de quimerismo.”

Originalmente, acreditou-se que uma hematopoese com-
pleta do doador era essencial para manter a enxertia apos um
TCTH alogénico.’® Nas tltimas décadas, entretanto, tornou-
se evidente que a hematopoese do doador e receptor poderia
coexistir no receptor apoés um TCTH alogénico. Este estado é
denominado de quimerismo misto, que pode terminar em uma
recuperacdo autdloga.”’ Se todas as células hematopoéticas
pos-transplante sdo de origem do doador, isto ¢ denominado
quimerismo completo. Foi demonstrado, entretanto, que a
evolucdo do quimerismo pods-transplante ¢ um processo
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dindmico.*'** Assim, pacientes com quimerismo completo em
um determinado periodo pés-transplante pode mais tarde
desenvolver um estado de quimerismo misto ¢ vice-versa.
Nos casos de quimerismo misto, o grau de células autdlogas
pode aumentar ou diminuir, caracterizando um quimerismo
crescente ou decrescente.*?**3

A analise do quimerismo tem sido recentemente usada
como um indicador da recidiva de uma doenga maligna ou
nao maligna. Esta investigagdo tornou-se a base para uma
intervengao terap€utica, como, por exemplo, evitar a rejeigao,
manter a enxertia e tratar uma recidiva iminente através de
imunoterapia.”

Um estado de quimerismo misto hematopoético, em
pacientes com leucemias, pode reduzir o efeito enxerto-versus-
leucemia produzido por células efetoras alorreativas deriva-
das do doador, facilitando a prolifera¢ao de células malignas
residuais que podem ter sobrevivido ao condicionamento.”

A analise do quimerismo fornece informagao a respeito
da alorreatividade e/ou tolerancia do enxerto, e portanto, ser-
ve mais como um "fator prognostico" do que um marcador
indireto de doenga residual minima (DRM). Desta maneira, é
importante ressaltar, devido a baixa sensibilidade, que o estudo
do quimerismo nao deve ser considerado um método de
escolha para a detecgdo DRM.? Nestes casos, a DRM deve
ser avaliada através de métodos especificos. Quando um
marcador especifico da doenga ndo estiver disponivel, a ana-
lise do quimerismo em subpopulagdes celulares pode servir
como um marcador de DRM.”

A andlise seriada e quantitativa do quimerismo no
sangue periférico total pode definir os pacientes de alto risco
para recidiva. Entretanto, nem todos os pacientes poderao
ser identificados porque o intervalo entre a quimera mista e a
recidiva é muito curto. Portanto, é essencial que as analises
sejam realizadas semanalmente até o dia 100, em subpo-
pulagdes de células, o que aumenta a sensibilidade da técni-
ca. Nesta situacdo, o quimerismo pode ser considerado um
marcador de DRM.?

A combinagao do quimerismo e DRM pode permitir uma
documentag¢do da enxertia e da situa¢do da doenga, permitindo
uma base racional para a utilizagdo de imunoterapia precoce
para a prevengdo da recidiva.”

Conclusao

A velocidade da recuperagdo da hematopoese ¢ influ-
enciada caso o TCTH seja realizado com células-tronco pro-
venientes da MO, do sangue periférico ou cordao umbilical.

A biopsia de MO pode ser mais uma ferramenta para a
avaliagdo da hematopoese pos-transplante e o quimerismo ¢é
fundamental para a investigagdo da origem genotipica da
hematopoese pos-transplante, além de poder ser um indica-
dor da recidiva de doengas malignas e ndo malignas. Desta
maneira, ¢ importante ressaltar, devido a baixa sensibilidade,
que o estudo do quimerismo nao deve ser considerado um
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método de escolha para a detecgdo de DRM. Quando um
marcador especifico da doenga ndo estiver disponivel, a ana-
lise do quimerismo em subpopulagdes celulares pode servir
como um marcador de DRM.

Abstract

Mobilized peripheral blood has replaced the use of bone marrow as
a source of hematopoietic stem cells in most autologous transplants
and is increasingly used in allogeneic transplants. The hematopoietic
reconstitution after using mobilized peripheral blood is faster
compared to bone marrow. Umbilical cord blood has emerged as
another rich source of hematopoietic stem cells for transplantation.

The minimal risk to the donor and the rapid availability are among
the great advantages of this stem cell source. The slow recovery of
neutrophil and platelet counts is the major clinical concern. Bone
marrow biopsy is an important tool for obtaining information

regarding the hematopoietic recovery after hematopoietic stem cell
transplantation. The histopathological hematopoietic reconstitution

of the bone marrow after umbilical cord blood transplantation is
delayed compared to bone marrow transplantation. However,

gradual hematopoietic recovery is seen, and afterwards no other
differences comparing bone marrow and umbilical cord transplants
are observed. Bone marrow histology does not elucidate the genotypic
origin of post-transplant hematopoiesis. Hence, chimerism analysis
has become an important instrument for engraftment surveillance,

and is the basis for treatment intervention to avoid graft rejection, to
maintain engrafiment, and to treat clinical imminent relapse by
immunotherapy. This review focuses on the hematopoietic recovery
after hematopoietic stem cell transplantation. Rev. Bras. Hematol.

Hemoter. 2009,31(4):280-284.

Key words: Hematopoietic stem cell transplant; recovery;
hematopoiesis.
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