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S Introduccion
Neutrofilos

* Principal sistema de defensa contra las bacterias y los hongos
* Concentracion en la sangre periféerica: 2,0-7,0x 10°/L

* Produccion diaria: 10 celulas / dia

* Infeccion: aumento en la prod.ucci(’)n

* Vida media; 9 - 10 dias
meédula osea: 5 -7 dias
sangre periférica: 6 - 8 horas

tejidos: 2 -3 dias
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S —Introduccion
Transfusion de granulocitos

* Morse et al. (1966) / Schwarzenberg et. al (1967):
 donantes portadoeres de LMC

e Resultados:

— 50% de respuesta
— Desaparecimiento de la fiebre

— Incremento del numero de granulocitos

» | a respuesta estanarelacionada con la cantidad de

granulocitos transitndida



e ——S—S—S.S...... L ntroduccion

Transfusion de granulocitos

GRUPO TRANSEUNDIDO GRUPO CONTROL

ESTUDIO N SOBREVIDA DOSIS x 10%° HLA/WBC * N SOBREVIDA RESPUESTA
Higby et al’ 17 76% 2.2 (F) No / Si 19 26% Si
Vogler et al® 17 59% 2.7 (C) Si / Si 13 15% Si
Herzig et al® 13 75% 1.7 (F) IN[WAS] 14 36% Si

0,4 (C) u
Alavi et al'? 12 82% 5.9 (F) No / No 19 62% Parcial
Graw et alt 39 46% 2.0 (F) N[ WAS] 37 30% Parcial

0.6 (C)
Winston et al'? 48 63% 0.5 (C) No / No 47 72% No
Fortuny et al'® 17 78% 0.4 (C) N[WAS]| 22 80% No

* Donor-recipient compatibility was enhanced by HLA matching or white blood cell crossmatch.



- ——sntroduccion
Transfusion de granulocitos

* A partir de los anos 80, la transfusion de
granulocitos fue abandonada:

Los estudios anteriorgs no comprobaron su
eficacia

L os resultados encontrados fueron contradictorios
Efectos adversos de la transfusion de granulocitos

Desarrollo de antibiéticos




C—S—S.S....ntrodluccion

Transfusion de granulocitos

* Razones para los resultades tan contradictorios
La recoleccion de granulocites era realizada por
filtracion .

La dosis transfundida era inadeguada (< 10'%/dia)
El estocage y la transfusion eran inadequados

Los pacientes (receptores) mal seleccionados



R Introducceion

Transfusion de granulocitos

* Anos 90: se retomo el interées por la transfusion de
granulocitos

Mejor conocimiento acerca de las condiciones de
estocage y transfusionspropiamente dichas

Mejores condiciones de recoleccion ( aféresis )

Mayor rendimiento a traves de un mejor estimulo del
donador



e —S—S—S...... L ntroduccion

Transfusion de granulocitos

ESTUDIO N\ RESPUESTA % RESPUESTA
Lee et al (2001) 25 10 (4/16 B, 6/9 F) 40
Cesaro et al (2003) 15 6 CR, 3 PR (610)
Hester et al (1995) 15 1) 60
Peters et al (1999) ]0) 19 (14/17 B, 5/13 F) 63
Price et al (2000) 16 8(8/11C+B,0/5A) 50

CR, complete response; PR, partial response; B, bacterial; F, fungal; C, Candida; A, Aspergillus



B e
Consideraciones Finales

* Cuestionamientos acerca de la transfusion de
granulocitos

¢, Es efectivo?
¢, Cuando indicar?

¢, Cual es la toxicidad para los donantes ?







S ODjetivos

Analizar la factibilidad de Analizar la toxicidad para los

reclutarcor e denantes y elirendimiento en

. los concentrados de
voluntarios de plaguetas

por aféresis para la granulocites utilizando esta
|

y estrategia de estimulo al
donacion de

donador
granulocitos,
N
estimulados con G-CSF Analizar |la eficacia de la
y dexametasona transfusion de granulocitos
como coadyuvante con los
antimicrobianos
en el tratamiento de infecciones
Analizar la toxicidad de la por bacterias u hongos en
transfusion de granulocitas pacientes neutropenicos febriles



PAGEnLESHAVIetodos

* Estudio

Estudio longitudinal y prospectivo

* Local del Estudio .

~undacao Pro-Sangue / Hemocentro de Sao
Paulo e disciplina de Hematologia do
Hospital das Clinicas da FMUSP, desde
2001




espyiVietodes

»= Seleccion de donantes

Voluntarios

donantes de plaguetas por aféresis
ABO / Rh compatibles

Consentimiento libre y informado



yolVlietedos

* Estimulo de donantes

12 a 16 horas Pre-aféresis:

» G-CSF 300-600,ug (SC)

* Dexametasona 8 mg (VO)



yolVlietedos

* Criterios de inclusion de los pacientes

Neutropenia grave (< 500/ul), con possibilidad de recuperacion :

e a.fiebre de origen indeterminado

* b.foco infeccioso identificado

* c.agente infeccioso identificado

* d. infeccion fungica posible, probable o comprobada
En tratamiento antimicrobiano ;decuado y de espectro amplio hasta por
lo menos 48 horas, aun cuando sin respuesta:

1. empeoramiento del cuadro febril

e 2. empeoramiento clinico

e 3. Inestabilidad hemodinamica



Eesh A Vietodos

 Criterios de Respuesta

1. Respuesta Completa

* Bacteremiay fungemia * Infecciones funqgicas
Invasivas

Negativizacion de las

Estabilizacion o mejoria de
culturas durante la

by las masas / infiltrados
transfusion de

ocit documentados a través de
granulocitos

examenes de imagen del

sitio de infeccidn



yolVlietedos

 Criterios de Respuesta

2. Respuesta Parcial

* Bacteremiay fungemia * Infecciones funqgicas
Invasivas

Resolucion de la infeccion
B , u Mejoria o estabilizacion de
original, sin. embargo
. los hallazgos Iniciales de
aparecimiento de nueva
_ , Imagen pero aparecimiento
Infeccion durante la
_ de infeccion / imagen
transfusion de
_ adicional durante la
granulocitos
transfusion de granulocitos



sy Metoedos
 Criterios de Respuesta

3. Falla terapeutica

* Culturas permanentemiente positivas
N
* Empeoramiento progressivo de los hallazgos de

Imagen

* Permanéncia de la infeccion al obito



espyiVietodes

* Recoleccion

Realizada a traves de aféeresis
* COBE Spectra
e CS 3000 Plus - Baxter

N
Acceso vascular periférico doble
Flujo de extraccion de 70 ml/min

Volumen sanguineo processado entre 6000 - 10000 ml




S\ Vetodes

* Recoleccion
HES 6% / ACD-A utilizado como agente
hemosedimentante / solucion anticoagulante
30 ml de citrato trissédicg 46, 7%

e 500ml| de Plasmasteril®

* Proporcion de 1:13

Examenes recolectados

e Amuestras de 5 ml de sangre con EDTA para hemograma



ca e Metodos

* Concentrado de granulocitos recolectado

Submetido a irradiacion gama - 25 Gy

Hasta la transfusion: mgntenido a temperatura

ambiente sin agitacion

Liberado para infusion preferencialmente dentro de 6h

del término de |a recoleccion



Peeeles i Vietodos

* Infusion
Hecha lentamente (en 02 — 03 horas)

Precedida de pre-medicacion con anti-histaminico por
via EV

N
Utilizando apenas filtre de macroagregados (170p),

nunca filtro de leucocitos

Con por lo menos seis horas de intervalo entre la
transfusion y la infusion da Anfotericina B




S\ Vetodes
* Infusion

Pruebas de compatibilidad entre el donante y el

receptor

A cada 30 min desde el inicio de la transfusion hasta,

1h apos su termino, mopitoramiento del receptor

* Presion arterial

Pulso

Temperatura

Frecuencia respiratoria

Saturacion de oxigeno



ca e Metodos

* Reaccliones adversas en los donantes

Anotadas en ficha propia el dia siguiente a la
administracion de la medicacion para estimulo

* Mialgia

Dolor 6seo

Cefalea

Fiebre

Otros (insomnia, nauseas)



ca e Metodos

* Reacciones adversas en los receptores

Fiebre : aumento de 1°C en la temperatura
Escalofrios -

Queda en la saturacion de O, superior a 3 %

Reaccion pulmonar grave



yolVlietedos

* Evaluacion clinica en los receptores

Por lo menos 04 vezes al dia
* Temperatura axilar

* Pression arterial .

* Frecuencia cardiaca

* Frecuencia respiratoria

e Estabilidad hemodinamica



yolVlietedos

* Evaluacion clinica en los receptores

Nivel de conciencia - Evaluado diariamente con la
siguiente graduacion

e Grado O - Alerta

: |
Grado | - Letargia Transitoria

Grado Il - Somnolencia (>12 horas al dia despierto)

Grado Il - Somnolencia (<12 horas al dia despierto)

Grado IV - Comatoso



yolVlietedos

* Evaluacion clinica en los receptores
Tracto Respiratorio - Evaluado diariamente con la
siguiente graduacion

e Grado O - Normal

, : n
Grado | — Sintomas discretos

Grado Il - Dispnea de esfuerzos

Grado lll - Dispnea aungue en reposo

Grado V- Incapacidad gue limita el paciente a la cama



yolVlietedos

* Evaluacion laboeratorial enilos receptores

Contajes celulares
* Inmediatamente pre- transfusion
* 01 e 04 horas post y .

 La manana siguiente a la transfusion

Examen de orina |, urea, creatinina, gasometria arterial

y RX de torax, culturas, tomografia computadorizada



Resuliados



... Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulos de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en los donantes

Analisis descriptiva de I®s pacientes que
recibieron transfusion de granulocitos

Efectos hematologicos de la transfusion
Efectos adversos en los receptores

Evolucion clinica



SN Resultados

Reclutamiento de los donantes

120-

100+

80+

60- Aceptaron=115

Recusaron=18

401

(DR

20
Total : 133 donantes

Aceptaron=115 Recusaron=18




N Resultados

Reclutamiento de los donantes

120

10017

8041

60+ m ABO idéntico=107

m ABO compatible=8

40 1

20+




S Resultados

* Reclutamiento de los donantes

* Estimulo de los denantes; V. receleccion de los
granulocities

*» Efectos adversos em los donantes

* Andlisis descriptiva d& los pacientes que recibieron
transfusion de granulocitos

* Efectos hematologicos de la transfusion
* Efectos adversos en los receptores

* Evolucion clinica



N Resultados

90+
80+
70+
60+
50
40-
30+
20+
10+

Estimulo de los donantes

NN NN NN N

m G-CSF 300mcg + Dexa
| 8mg (n=105)

I G-CSF 600mcg + Dexa
8mg (n=9)

Dexametasona 8mg (n=1)




N Resultados

Estimulo de los donantes

351
30+
25+
20+
15-
10-

Pre-estimulo
M Post-estimulo

5_
o A Ay
Contaje periférico del numero de
neutrofilos




S Resultados

* Total de procedimientos x Voelumen procesado

115 recolecciones

Volumen sanguineo medio procesado (media = de)

6932 £ 1272 mil




SN Resultados

Recoleccion

2017 |

801~

701"

60+ Cobe Spectra

ol T - (82)

e — | B CS 3000Plus
— (32)

3077 | B Com.Tec (01)

2017

1077 .

0]

Recolecciones por equipo




—S—S.S..... - Resultados

* Total de procedimientes X Rendimento medio

115 recoleccciones

Rendimiento evaluado en 111 recolecciones
[ |

Rendimiento medio por preducto recolectado (media )

49 x 1010




NN Resultados

Rendimiento medio x Equipo

45 -
40-
351
30+
251
20+
15+
10-

5_

O_

B Cobe Spectra
CS 3000 Plus

B P=0,39

AN NN N NN NN




. Resultados
Utilizacion de HES

120+

100-

80-

B HES +(n=106)
HES - (n=9)

60+

40-

ANANANANAN

20+

115 recolecciones




. Resultados
Rendimiento x HES

120+

100+

80+

B HES +(n=102)
HES - (n=9)

60+

401

20-

P<0,001

Yield




NN Resultados

Rendimiento x Estimulo

m G-CSF 300mcg
m G-CSF 600mcg

P=0,05




60 -

50+

40

30-

20+

10-

Resultados

Analisis Estratificada del

Rendimiento

ANANANANAN

W G-CSF 300 mcg
W G-CSF 600 mcg

Dosis de G-CSF x HES

- Ay

P=0,12
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—S—S.S.... - Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulo de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en los donantes

, R . . H ]
Analisis descriptiva de los pacientes que
recibieron transfusion de granulocitos

Efectos hematologicos de la transfusion
Efectos adversos en los receptores

Evolucion clinica



N Resultados

Efectos adversos en los donantes

100-
80
60
M Si (n=18)
40+ M No (n=97)

20+

Efectos adversos en los donantes




R Resultados
Efectos adversos en los donantes

- M Cefalea(n=3)

m Mialgia (n=3)

m Dolor Oseo(n=2)

m Fiebre (n=1)
Otros (n=9)

V] A

17% 17%

11%

A
B —

Efectos adversos

O Fr N W S 01 O N O ©




—S—S.S..... - Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulo de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en los donantes
[ |

Analisis descriptiva de los paclientes gue
recibieron transftusion de granulocitos

Efectos hematologicos de la transfusion
Efectos adversos en los receptores

Evolucion clinica



L Resultados

Analisis descriptiva de los
pacientes

* Pacientes

30 pacientes

e Sexo : 19M /11 ™

e Edad : 1- 62 anos ( 31 )
— TMO : 09 (08 post-TMO, 01 Pre-TMO)
— QT: 15 pacientes
— Trasplante Hepatico : 01 paciente
— Sepsis: 03 pacientes
— Post ATG: 02 pacientes



L Resultados

Analisis descriptiva de los pacientes

* Pacientes / Diagnostico infeccioso
Infeccion Bacteriana comprobada:
* 11 pacientes
Infeccion Fungica:

* 09 pacientes -

Infeccion Bacteriana comprobada + Infeccao Fungica posible

* 04 pacientes

Colitis del neutropénico:

* 04 pacientes

Sin evidencia etiologica:

* 02 pacientes



S Resultados

otal de transfusiones
129 recolecciones
1128 transfusiones

30 pacientes

Transfusioes por paciente (media £ de)

4 8 % 2,7 transfusiones




—S.S..... - Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulos de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en Io_s donantes

Analisis descriptiva de los pacientes que
recibieron transfusion de granulocitos

Efectos hematologicos de las transfusiones
Efectos adversos en los recptores

Evolucion clinica



NN Resultados

Efectos hematologices de |la
transfusion

* Incremento de neutrofilos
Post 1h de la transiusién (media + de)
e 0,77 £ 0,84 x 10°/mm?=
Post 4h de la transfusion (media = de)

e 0,73 £ 0,3 x 103/mm:=
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—S—S.S.... - Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulos de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en los donantes

N
Analisis descriptiva de los pacientes que

recibieron transfusion de granulocitos
Efectos hematologicos de la transfusion
Efectos adversos en los receptores

Evolucion clinica



R Resultados
Efectos adversoes en los receptores

14+

12

10
HSi (n=7)
" No (n=13)

Ay

Efectos adversos en los receptores

[ AN




RS ResUltados
Efectos adversos en los recptores

H Fiebre

Desaturacion>6%

[ SRR

Efectos adversos en los
receptores













... Resultados

Reclutamiento de los donantes

Estimulos de los donantes y recoleccion de los
granulocitos

Efectos adversos en los donantes
[ |

Analisis descriptiva de los pacientes que
recibieron transfusion de granulocitos

Efectos hematologicos de la transfusion
Efectos adversos en los recptores

Evolucion clinica
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L Resultados

Evolucion clinica de los pacientes

Control de la
Infeccion:

13ipacientes (43%)

B Bacteriana(07)

M Fiungica(03)

B Bacteriana
+Fangica(03)

Control de la infecciéon=13
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... Conclusiones

A: Viabilidad para reclutar donantes en la comunidad

Aceptacion de 86 % de los donantes



NN Conclusiones

B: Rendimiento de los granulocitos

El rendimiento medio de granulocitos por producto
recolectado fue mayor en las recolecciones en que
se utilizo el HES como agente hemosedimentante.

HES fue un factor importante en el rendimiento
debiendo siempre ser utilizado.

HES + estimulo en el denante con G-CSF y Corticoide
= numero adecuado de granulocitos transfundido




N Conclusiones

B: Rendimiento dos granulocitos

La utilizacion de un esguema de estimulo del
donante con 300png "de G-CSF y 8mg de
dexametasona 12 horas antes de |la
recoleccion, es posible, bien tolerado vy

eficiente.



N Conclusiones

C: Eficacia

Hubo control de la Iinfeccion en 40% de los
nacientes, sugiriendo un efecto
notencialmente benéfico de la transfusion de
granulocitos, especialmente en Iinfecciones
bacterianas.




N Conclusiones

D: Efectos adversos en los recptores

Los efectos adversos en los recptores fueron
en general leves o rhoderados, siendo que
reaccion adversa pulmonar grave ocurrio en
apenas 01 de los 30 pacientes tratados (3,3%)



N Conclusiones

E: Seguridad para el donante

El procedimiento para obtener granulocitos
por aféresis post estimulo del donante se
mostro seguro, en el corto plazo, como quedo
demostrado por el grado de efectos adversos
relatados




B 00 e
Consideraciones Finales

¢, Latransfusion de granulocitaes es eficaz?
Todavia son necesarios estudios con numero mayor de pacientes

¢, Cuales son las indicaciones clinicas?

El principal problema todavia es la ausencia de criterios bien establecidos
para la seleccion de los pacientes que Yan a recibir transfusion de granulocitos

¢, Cual es su toxicidad?

|La toxicidad es baja y no debe ser; la causa para
postergar o contraindicar: la transfusion de granulocitos

¢, Cual'es |latoxicidad paralos donantes?

Perfectamente tolerable aungue con estimulo previo con

G-CSFE y esteroides y utilizacion de HES durante la recoleccion
. "UCUCUUhSUTCCCCEEEEEEELEEELSSSSSSESSSSSSSSESSSESESSESEESEEEEEEEEEEEEEEEEEERRRSSSSS



Consideraciones Finales

* Es una posibilidad terqpéutica gue no debe ser
ignorada por los hematologos, y los
hemoterapeutas deben prepararse para obtener
concentrado de granulocitos cuando estos sean

solicitados



cyntia.arrais@presangue.sp.gov.br
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