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Tendéncias / Trends

Identificacdo de células tronco hematopoiéticas: citometria de fluxo

convencional versus contador hematologico automatizado
Identification of the hematopoietic stem cells: conventional flow cytometry versus

automated hematological counter

Helena Z. W. Grotto
José F. A. Noronha

A célula tronco hematopoiética (stem cell) é
definida como uma célula com grande capacidade
de auto-renovagio e potencial proliferativo, o que
possibilita a sua diferenciacio em células proge-
nitoras de todas as linhagens sangiiineas e a re-
constituicao da populacio hematopoiética a partir
de uma unica célula.! Constituem de 0,05% a 0,1%
da medula 6ssea humana e das células hemato-
poiéticas circulantes. O fendtipo da célula tronco
hematopoiética inclui a expressao dos antigenos
CD34 e CD90 (Thy-1) e auséncia do CD38. O anti-
geno CD34 funciona como uma molécula de ade-
sdo e o Thy-1 parece estar envolvido na sinaliza-
¢ao da transdugio génica.? Um subgrupo primiti-
vo das stem cells, correspondente aos precursores
das células CD34", ndo expressa ou expressa quan-
tidades muito baixas de CD34. Essas células po-
dem ser selecionadas por possuirem marcador para
CD133 e sao parte predominante de um pool
quiescente de células precursoras hematopoiética
e mesenquimal. Essas células CD34" podem se di-
ferenciar em células CD34*, circulam no sangue
periférico, voltam a medula (homing), aumentan-
do a populacio de células progenitoras.® Sugere-
se que a expressao do CD34 varie dependendo do
estado de ativacdao da stem cell.* Outra caracteristi-
ca da célula tronco € a presenca da gp 170 de mem-
brana (MDR-1), responsavel pelo efluxo de agen-
tes quimioterapicos e corantes vitais.?

Um aspecto interessante das células tronco
da medula € a sua plasticidade, ou seja, a sua ca-
pacidade de se converter de um tipo a outro de
célula, podendo se diferenciar em células nao
hematopoiéticas. Em artigo recente, Moore e
Quesenberry® discutem diversas questoes a respei-
to da plasticidade das células tronco e usam o ter-
mo transdiferencia¢céo como o processo em que
uma célula de uma linhagem particular é converti-
da em célula de outra linhagem, implicando num
movimento horizontal de uma linhagem a outra.
O assunto € fascinante porque faria da infusao de
células tronco uma ferramenta terapéutica promis-
sora, capaz de reconstituir 6rgios e reparar teci-
dos. Virios estudos tém indicado que stem cells
da medula 6ssea tém o potencial de se diferenciar
em células maduras do coracio, figado, rim, mus-
culos e cérebro, por exemplo.”** A despeito do
entusiasmo que o assunto possa gerar, na revisao
sobre o tema os autores enfatizam que ha necessi-
dade de outros estudos, onde resultados mais con-
tundentes e precisos possam estabelecer as reais
caracteristicas das células envolvidas e dos pro-
cessos em que participam.®

Mais consistente e ji consagrado na pratica
médica como uma modalidade de tratamento efeti-
vo € o transplante autdlogo e alogénico de células
progenitoras do sangue periférico (PBSC) em paci-
entes com doencas hematoldgicas, imunodefi-
ciéncia, doencas genéticas e alguns tumores como
o cincer de mama.”*'® O procedimento consiste,
através de quimioterapia e/ou radioterapia, na eli-
minacao dos sistemas hematoldgico e imune do
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paciente e a reinfusao de células progenitoras
coletadas do sangue periférico ap6s estimulo com
fator de crescimento. Tem como principal vanta-
gem sobre o transplante autélogo de medula 6s-
sea promover uma rapida e durdvel reconstituicio
hematopoiética, além de reduzir o niimero de trans-
fusoes, episodios febris, uso de antibidticos e dias
de internaciao.””® Como a quantidade de células
tronco hematopoiéticas na circulacao € pequena,
o transplante é precedido pelo processo de
mobilizacao, que combina o uso de quimiotera-
picos com fatores de crescimento celulares. Desse
modo, um ndmero substancialmente maior de cé-
lulas pode ser obtido. Tem sido preconizado que
o numero total de células colhidas idealmente deve
ser de, pelo menos, 5 x 10°células/kg de peso para
que haja uma boa recuperag¢io medular pés-infu-
s30."” No entanto, alguns estudos mostram suces-
so na “pega” do enxerto com um nimero menor
de células mobilizadas,” *' enquanto pacientes que
recebem menos de 1 a 2 x 10°células/kg tém mai-
or chance de apresentar um retardamento ou fa-
lha no transplante.” Sao apontados varios fatores
relacionados ao produto ou nimero de aféreses
necessarias no processo de mobilizacao, como:
tempo de diagndstico, tipo e duracio de quimio-
terapia prévia,” nimero de células CD 34" no san-
gue periférico antes do procedimento,? dia de re-
cuperacao dos leucocitos apds a administracio de
quimioterapia e fator de crescimento.” Mais recen-
temente, num estudo retrospectivo com 104 paci-
entes (62,5% deles com diagnéstico de cincer de
mama e 25% com doencas hematoldgicas), mobili-
zados com quimioterapia e G-CSF recombinante,
foi observado que o melhor fator preditivo para o
numero total de células CD34" coletadas foi a con-
centracao de células CD34* no sangue periférico
no dia da aférese (r* = 0,78, p< 0,001), seguido
pelo nimero de células CD34* no sangue periférico
no dia anterior 2 aférese (1> = 0,55, p< 0,001).%

Um aspecto importante no processo de mobi-
lizacao € precisar o momento em que a aférese deve
ser iniciada e, assim, evitar coletas improdutivas.
Tém sido sugeridos alguns fatores preditivos para
o inicio da coleta, como contagem de leucécitos
circulantes,?” a concentracio de células CD34" no
dia da aférese,® a contagem absoluta de mondcitos®
e de plaquetas.®

A determinacio do nimero de células CD34*
na circulacio tem sido considerada o melhor
pardmetro para indicar o momento de se iniciar o
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procedimento de coleta de PBSC e o numero de
aféreses necessirias para que se atinja o numero
de células desejado a ser infundido. Normalmente,
a identificacio e quantificacao de células CD34* é
feita através de citometria de fluxo, utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD34%3!" A citometria
de fluxo, entretanto, ¢ um método relativamente de-
morado e caro. Um método simples e rdpido de
identificar as PBSCs € proposto pelos contadores
hematolégicos de dltima geracao, utilizados rotinei-
ramente na realizacio dos hemogramas. A tecno-
logia envolvida consiste da utilizacado de um rea-
gente capaz de separar as células maduras das ima-
turas, valendo-se da diferenca constitucional da
membrana das células de acordo com seu grau de
maturidade. Leucécitos imaturos tém menos coles-
terol, mais fosfatidilcolina e menos esfingomielina
na composicao lipidica da membrana do que célu-
las maduras.’* Através de um reagente lisante ocor-
re o rompimento imediato da membrana dos eritro-
citos e dos leucdcitos maduros, enquanto a mem-
brana dos leucdcitos imaturos é também lesada,
formando pequenos poros por onde surfactantes
presentes no mesmo reagente penetram nas células
e fixam o citoplasma antes que tenha sido dissolvi-
do. Assim, essas células sido fixadas com sua mem-
brana e citoplasma retidos. Posteriormente, essas
células sao detectadas por radiofreqiéncia (RF), que
fornece informacoes sobre o contetdo celular, como
tamanho do nucleo, densidade e presenca de gra-
nulos, e sinal de corrente direta (DC), que reflete o
tamanho e volume das células. Essa células sao
quantificadas e identificadas como HPCs (hemato-
poietic progenitor cells).*

Os primeiros trabalhos de avaliacao das HPCs
datam de 1995 e mostraram uma significativa corre-
lacao (r= 0,90, p<0,01) entre a porcentagem de cé-
lulas CD34" identificadas pelo citbmetro usual e as
HPCs detectadas por equipamento hematolégico em
amostras de PBSC.** A quantificacao de células
CD34" e HPC durante a mobilizacio de PBSC mos-
tra boa correlacao desses parametros no que diz
respeito a sinalizacio para iniciar a aférese.*> Pollard
et al* conduziram um trabalho semelhante e estu-
daram a possibilidade da quantificacao de HPC ser
indicativa do momento de iniciar-se a aférese, em
substituicao a contagem de células CD34" feita por
citometria de fluxo. Através de seus resultados pu-
deram concluir que a contagem de HPC inclui ou-
tras células além daquelas CD34", provavelmente
células mais maduras ou outra populagio proge-
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nitora. Observaram, ainda, que a quantificacio de
HPC obtida pelo equipamento hematolégico como
preditora do produto da aférese (nimero de célu-
las progenitoras coletada) poderia servir como tes-
te de triagem: contagens de HPC inferiores a 10 x
10%1 deveriam ser confirmadas pela contagem de
células CD34*, enquanto, se superiores a este va-
lor, seriam favoraveis ao inicio da aférese. Uma se-
gunda fonte de células precursoras seria o sangue
de cordao umbilical. Contagens de HPC em sangue
de cordao foram comparadas as contagens de célu-
las CD34" e nimero de unidades formadoras de co-
16nia (CFUs). De acordo com os valores de cut off
estabelecidos para se iniciar a aférese, a porcenta-
gem de falsos negativos do método automatizado
para detecciao das HPC foi de 70,4%, o que demons-
tra a limitacao do método usando sangue de cor-
dao0.” Em estudo recente, foi relatada a determina-
¢ao das HPCs em pacientes com linfoma e mieloma
multiplo. A correlacdo entre as contagens de HPC e
células CD34* foi boa, mesmo quando as contagens
de HPC estavam baixas, o que sugere que a deter-
minagao de HPC pode ser usada como indicativa
do momento que a aférese deve ser iniciada.®

A nossa experiéncia com a utilizacao dos con-
tadores hematologicos na determinacao das HPC
em sangue periférico de pacientes mobilizados é
parcial, mas tem mostrado resultados interessan-
tes. Acompanhamos até o momento 18 pacientes
atendidos no Hemocentro/Unicamp e observamos
o comportamento dessas células durante o pro-
cesso: auséncia durante o periodo mieloablativo
pos- quimioterapia e aparecimento em quantida-
des crescentes durante a recuperacio medular. Em
dois pacientes que apresentaram falha no regime
de mobilizacio, as HPC estiveram ausentes duran-
te todo o seguimento. A auséncia de HPC no ma-
terial de hemograma poderia ser, entio, um con-
tra-indicativo da contagem de células CD34 pela
citometria convencional, e, obviamente, do inicio
da aférese.

A pergunta que se faz € a seguinte: € possivel
substituir a contagem de células CD 34" pelo
citbmetro convencional pela contagem das HPCs
realizada pelos contadores hematolégicos automa-
tizados? A nosso ver, neste momento, essa substi-
tuicao seria precipitada. De acordo com os dados
da literatura, podemos observar que os estudos
realizados usando a determinacio de células pro-
genitoras pelos equipamentos de automacio, em-
bora nao conclusivos, sao promissores. Novos
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estudos devem ser conduzidos no sentido de se
avaliar com precisao que tipo de célula esta sendo
realmente detectada, a sensibilidade e especifi-
cidade do método nos regimes de mobilizacao de
PBSC e em outros procedimentos onde a determi-
nacdo dessa célula seja importante. A possibilida-
de de utilizar esse método, simples e ripido, como
auxiliar no monitoramento dos processos de
mobilizacao de PBSC merece ser investigada.
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