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1. Introduccién

Las transfusiones de concentrados de granulocitos (CG) se han utilizado en el
tratamiento de pacientes neutropénicos febriles durante aproximadamente 60
afos. La transfusibn de CG responde a criterios patentes, al igual que el
reemplazo de plaquetas o glébulos rojos por transfusiones. Sin embargo, el
proceso de recoleccion y transfusion de CG es complejo, costoso, depende de
la disponibilidad de donantes calificados y puede generar eventos adversos
tanto en los donantes como en los receptores. El conocimiento sobre CG ha
crecido exponencialmente en los ultimos 20 afios, sin embargo, la efectividad
de estas transfusiones para reducir la mortalidad en pacientes neutropénicos
febriles no ha demostrado ser efectiva en varios estudios controlados.

En este monogréfico revisaremos la historia, indicaciones, procedimiento de
recoleccion, administracion, eventos adversos y perspectivas de futuro de las
unidades de CG utilizadas para transfusiones segun la literatura médica actual

y la experiencia acumulada en nuestro servicio en los ultimos 20 afios.

2. Transfusion de granulocitos: del pasado al presente

El interés en el uso de transfusiones de CG (Figura 1) ha variado mucho en los
tltimos 60 afos. La relacion entre la infeccion y el niamero de neutréfilos
circulantes se describié por primera vez en la década de 1960 (1). Asi como la
reposicién de concentrados de plaquetas era atil para reducir la incidencia de
hemorragias, en ese momento se creia que la reposicion de granulocitos seria
también un tratamiento interesante para los pacientes neutropénicos febriles.
Las primeras transfusiones se realizaron con granulocitos obtenidos de la
recoleccion y sedimentacion de sangre total de pacientes con leucemia
mieloide cronica (2) y, debido a la cantidad y calidad de los granulocitos
recolectados, no tuvieron éxito. Sin embargo, se reconocieron dos principios
importantes; primero, la correlacion de la dosis de CG con la respuesta clinica,
y segundo, la observacion de que en pacientes aloinmunizados aumentaban
las reacciones adversas y disminuia la eficacia de las transfusiones tanto de

granulocitos como de plaquetas.



A principios de la década de 1970, la sangre se procesaba en componentes
utilizandose centrifugas refrigeradas. En ese momento, habia un interés
creciente en el uso de CG para el tratamiento de pacientes neutropénicos.
También se desarrollaron técnicas de filtracion. En estas, la sangre total
donada se somete a filtracion de leucocitos. Posteriormente, los leucocitos eran
extraidos de estos filtros mediante procesos mecénicos traumaticos y
transfundidos a los receptores. Debido al proceso de obtencion de estos
granulocitos, se liberaban citocinas leucocitarias que provocaban reacciones
adversas graves y frecuentes en los receptores (3). Con el sistema de
procesamiento de bolsa de centrifugacion inversa, las capas de “buffy-coat” de
unos cinco donantes eran almacenadas en una sola unidad y posteriormente
transfundidas a pacientes neutropénicos con infecciones graves. Ademas de
una mayor exposicion a varios antigenos de histocompatibilidad de leucocitos
de varios donantes, los eventos adversos relacionados con la liberacion de
citoquinas continuaron ocurriendo con frecuencia. La movilizacion con
corticoides se introdujo en la década de 1970 para aumentar el numero de
leucocitos circulantes en los donantes. Sin embargo, en esta ocasion, la dosis
de granulocitos recogida era muy variable y generalmente pequefia. Ademas,
los estudios publicados eran informes o series de casos con pocos pacientes,
las definiciones de respuesta clinica eran vagas y como las infecciones de los
receptores ocurren en varios sitios, con diferente gravedad y por diferentes
agentes, era dificil obtener estudios comparativos. Con la disponibilidad de
nuevos antibiéticos y antifungicos en la década de 1980, disminuyo el interés

por la transfusion de granulocitos.

En la década de 1990 hubo un nuevo impulso en el uso de la transfusion de
CG. Con la introduccién de factores de crecimiento para la movilizacién de
células en donantes y las tecnologias de recoleccion de leucoaféresis, fue
posible obtener productos mas adecuados a las necesidades de los receptores,
es decir, CG personalizados. A partir de ese momento, la transfusion de CG
para pacientes con neutropenia o con disfuncién congénita de granulocitos que
presentaban infecciones bacterianas y fingicas graves paso6 a formar parte del
arsenal terapéutico de los servicios de oncohematologia. Nuevos estudios con

mayor namero de pacientes, productos con mejores estandares de calidad y



dosis estandarizadas de CG revivieron esta modalidad transfusional.
Actualmente, a pesar de la disponibilidad de potentes agentes antimicrobianos
y antifingicos, las infecciones siguen siendo un desafio en los pacientes que
reciben quimioterapia en dosis altas y, especialmente, en los pacientes que se
someten a un trasplante de células hematopoyéticas. La aparicion de bacterias
multirresistentes e infecciones flngicas en pacientes inmunodeprimidos, como
la aspergilosis y la fusariosis, ha vuelto a incrementar el interés de la

comunidad médica por la transfusion de CG (4).

Figura 1. Unidad de concentrado de granulocitos recolectada por
leucoaféresis
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3. Indicaciones para transfusiones de concentrados de granulocitos

En la tabla 1 se presentan las principales indicaciones de transfusion de CG

(4).

Tabla 1. Indicaciones actuales para transfusiones de concentrados de
granulocitos

Recuento absoluto de neutréfilos <500/mm3 por falta de produccién medular e

Infeccidn no controlada a pesar de tratamiento especifico = 48h con
antibacteriano y/o antifingico y

Neutropenia temporal con recuperacion estimada en dias o

Infeccién grave (absceso/hongos) en pacientes con-alteracion en la funcion de
los granulocitos

Las transfusiones de CG se pueden realizar diariamente o en dias alternos,
dependiendo de la cantidad de granulocitos que se recuperen en la circulacion
periférica del paciente. En nuestra experiencia, recomendamos realizar el
recuento de leucocitos periféricos una hora después de la transfusion de CG
para verificar la recuperacion periférica de los granulocitos transfundidos. Para
determinar la frecuencia de las transfusiones de CG, recomendamos
monitorear el recuento de leucocitos del paciente todos los dias por la mafiana.
Si los recuentos de leucocitos son <500/mm3, estan indicadas las
transfusiones diarias.

La suspension de las transfusiones de CG puede ocurrir en varias situaciones
clinicas. La tabla 2 muestra las indicaciones para suspender las transfusiones
de CG (4).

Tabla 2. Indicaciones para suspender la transfusion de concentrado de
granulocitos

Recuperacion neutrofilica de la médula 6sea o

Recuento de neutréfilos >500/mm3 durante 3 dias consecutivos sin necesidad
de transfusién de CG o

Mejoria clinica del receptor o

Empeoramiento clinico a pesar de la transfusién de granulocitos o

Ausencia de respuesta clinica y/o de laboratorio o

Evolucion del receptor de cuidados paliativos

Las infecciones bacterianas y fungicas en pacientes neutropénicos pueden ser
sistémicas o localizadas. En la Figura 2, podemos observar el foco infeccioso y
la etiologia de la infeccion en 67 pacientes adultos y 64 pacientes pediatricos
gue recibieron transfusiones de CG en el Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo entre 2000 y 2019.




Figura 2. Foco de infeccion y agente etiolégico en 67 pacientes adultos y
64 pacientes pediatricos que recibieron transfusiones de concentrado de
granulocitos en el HC-FMUSP entre 2000 y 2019.
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4. Selecciébn de donantes y pruebas de laboratorio previas a la
recoleccion

Los candidatos para la donacién de granulocitos se reclutan entre los familiares
del paciente o entre donantes sin vinculos de parentesco. Aunque es mas
rapido y facil reclutar donantes entre familiares, en estos casos se debe
considerar el riesgo de aloinmunizacion del paciente por antigenos del sistema
HLA, especialmente cuando el donante y el receptor son familiares de primer
grado. Si este familiar se convierte en un futuro en donante de células
progenitoras, la sensibilizacion previa del receptor a los antigenos HLA dificulta
el trasplante de células progenitoras, con mayor morbilidad y altos costos para
la desensibilizacion del paciente. Por otro lado, los donantes no emparentados
pueden ser recogidos entre los donantes de plaquetas por aféresis. Estos
ultimos, ademas de estar acostumbrados al proceso de donacién
automatizado, suelen disponer de un adecuado acceso venoso periférico para
la recogida de granulocitos por aféresis. Cabe destacar que el candidato a
donacion de CG debe tener un buen acceso venoso periférico en ambos
miembros superiores. EI mejor acceso debe reservarse para la extraccion de
sangre total por el separador de células y el otro para el retorno de sangre
después de la retencion de los granulocitos.

El candidato a donante de CG debe cumplir con todos los requisitos previos
para la donacion de sangre total. La actual ordenanza brasilefia del Ministerio
de Salud establece que el candidato a la donacion de CG debe tener un
recuento de leucocitos > 5.000/mm?, pruebas serolégicas de deteccion de
hepatitis B y C, enfermedad de Chagas, VIH, HTLV-1/2 y sifilis y pruebas de
biologia molecular para hepatitis B y C y VIH no reactivos en muestras
recolectadas hasta 72 horas antes de la donacion (5). Los CG son
componentes hematicos, ya que contienen mas de 2 ml de glébulos rojos. Por
lo tanto, deben ser del mismo tipo sanguineo ABO o tipo compatibles con el del
receptor. Cuando el tipo ABO no es el mismo pero compatible, es necesario
verificar si el titulo de hemaglutinina del donante frente al antigeno presente en
los glébulos rojos (GR) del receptor es <128. La incompatibilidad menor
conduce a reacciones hemoliticas en receptores de bajo volumen de sangre,
como recién nacidos y lactantes.

El estado serologico para el citomegalovirus (CMV) del receptor debe evaluarse
antes de indicar la transfusion de CG. Los pacientes CMV negativos deben
recibir preferentemente CG de donantes CMV negativos. Los riesgos, aunque
bajos, y beneficios de transfundir CG de donantes CMV positivos a receptores
CMV negativos, deben ser evaluados por el equipo médico y de hemoterapia.
En estos casos el tratamiento antiviral puede implementarse de manera
temprana para prevenir secuelas graves (6)



5. Movilizaciéon de donantes

Se permite el uso de agentes movilizadores de granulocitos, como el factor
estimulante de colonias-granulociticas o G-CSF (filgrastim) y/o corticoides
(dexametasona) y el uso de sedimentadores globulares (hidroxietil almidén) en
donantes siempre que se especifique en el protocolo del servicio (5).

La dosis indicada de G-CSF es de 5 pcg/kg por via subcutanea (en la practica,
una ampolla de 300 pcg/SC) y/o 8 mg de dexametasona oral, 12 a 16 horas
antes de la colecta. La eleccién de los agentes movilizadores debe basarse en
las necesidades transfusionales del receptor y las caracteristicas clinicas del
donante. Para una dosis promedio de CG de 1-2x10'° polimorfonucleares
(PMN)/unidad, la movilizacion solamente con corticosteroides es suficiente.
Con la administracion de G-CSF solo se obtienen dosis entre 3-5x10*°
PMN/unidad, mientras que con la asociacion de corticoides y G-CSF se
obtienen dosis >5x10'® PMN/unidad (3). Se especula que los CG recolectados
de donantes movilizados con G-CSF tienen un mayor poder de fagocitosis
debido al estimulo para la produccion de células mas jovenes por parte de la
médula 0sea del donante. A diferencia de los leucocitos circulantes, las células
precursoras mas jovenes siguen proliferando en los receptores (7).

Los eventos adversos de la movilizacion con G-CSF incluyen dolor 6seo (5%),
mialgia, artralgias, dolor de cabeza, fiebre, escalofrios, fatiga y, en raras
ocasiones, ruptura esplénica. La movilizacibn con corticosteroides puede
causar dolor de cabeza, rubefaccion, insomnio, euforia, palpitaciones, dolor
epigastrico e hiperglucemia. Algunas condiciones médicas preexistentes
pueden exacerbar estos eventos adversos. Para la eleccion de los agentes
movilizadores, se debe verificar el antecedente de hipertension arterial, Ulcera
péptica y diabetes mellitus antes de la administracion de corticoides. Se deben
analizar antecedentes de enfermedades inflamatorias, gota y riesgo de
trombosis antes de prescribirse G-CSF (8).

6. Recoleccion de concentrados de granulocitos por aféresis

Las colectas de CG se realizan por leucoaféresis a través del programa de
recoleccion de PMN, con una velocidad de extraccion de 50-60 ml/minuto, y
procesando 7-10 litros en 120 a 150 minutos. Como sedimentador, se
recomiendan 500 ml de hidroxietii almidon 450/0,7-6%, peso molecular
450.000, que se instala en la via de extraccion de sangre total, en una bomba
de infusion, siendo infundida en toda la extraccion. Hay informes de Tiempo de
Tromboplastina Parcial aumentado y niveles de fibrindgeno disminuidos debido
a la expansiéon del volumen intravascular y efectos de dilucion causados por el
hidroxietil almidon (8). En sujetos que recibieron dosis > 20 ml/kg/dia, se han
descrito disminuciones en la actividad del factor VIII, del antigeno del factor VIl
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y del factor von Willebrand (8). El hidroxietil almidén tiene una vida media
prolongada, lo que constituye un riesgo en la leucoaféresis cuando un solo
donante se expone a multiples colecciones de CG.

Los riesgos de la leucoaféresis transfusional son similares a los de la donacion
de sangre total. El hematoma (1,2%), la reaccion vasovagal (0,05%), el sincope
(0,08%) vy la toxicidad por citrato de sodio (0,4%) son los eventos adversos
notificados con mayor frecuencia (8).

7. Administracién de concentrados de granulocitos

Los CG se almacenan a temperatura ambiente (20-24°C), sin agitacion y se
irradian con 25 Gy de radiacion gamma. Antes de cada transfusion se realizan
pruebas de compatibilidad y tipificacion sanguinea ABO y Rh de la unidad y del
receptor.

El paciente o su representante legal debe firmar un formulario de
consentimiento informado antes de las transfusiones de CG.

La dosis recomendada en cada transfusiéon de CG es de 0,6x10%kg para
adultos (9) y 0,8x10° (10) para nifios, diariamente o en dias alternos. El objetivo
es mantener un recuento de granulocitos en la sangre periférica >500/mm?
hasta la recuperacion de la médula ésea, la mejoria clinica y la estabilidad del
paciente. Los pacientes que mantienen un recuento de granulocitos >500/mm?
durante mas de 24 horas pueden recibir transfusiones de CG en dias alternos.
El empeoramiento clinico, la falta de respuesta, los eventos adversos graves y
la evolucién del paciente a cuidados paliativos son indicaciones para suspender
las transfusiones de CG (Tabla 2).

El estudio multicéntrico “Resolving Infection in Neutropenia with Granulocytes
(RING)” evalu6 la supervivencia a 42 dias y la respuesta a la infeccién en
pacientes sometidos aleatoriamente o no a transfusiones de granulocitos.
Aunque el estudio tenga muchas limitaciones, las transfusiones de CG
mostraron beneficios terapéuticos exclusivamente en pacientes que recibieron
dosis transfusionales adecuadas de CG en comparacion con aquellos que
recibieron los CG en dosis inadecuadas (9).

En nuestro servicio logramos una supervivencia del 40,6% de los pacientes
pediatricos y solamente del 9% de los pacientes adultos, a los 30 dias de la
administraciéon de la primera unidad de CG, en pacientes tratados con
transfusiones de CG. La dosis ideal se obtuvo en el 80,4% de las transfusiones
en nifios y en el 19,6% en adultos, lo que nos lleva a especular que una mejor
supervivencia en nifios también puede estar asociada a dosis de CG mas
adecuadas al peso del paciente (11).



Las transfusiones de CG se realizan preferiblemente dentro de las 6 horas
posteriores a la recoleccién. La administracion debe ser lenta, 1-2x10%
PMN/hora, utilizando filtros de macro agregados comunes (170 micras). Nunca
se deben utilizar filtros de leucorreduccion. Los pacientes deben recibir
premedicaciébn con paracetamol y difenhidramina. Los signos vitales, la
saturacion de oxigeno y los signos y sintomas que presenta el receptor son
monitoreados antes, durante y después de las transfusiones. En caso de
reacciones adversas, se debe interrumpir la transfusion, mantener el acceso
venoso con solucién salina y avisar al banco de sangre. No es necesario
desechar la unidad de CG, y se puede elegir la opcion de continuar la
transfusion de CG si se descarta la correlacion entre el evento adverso y la
transfusion.

En la tabla 3 presentamos un resumen de los diferentes pasos para la
obtencién, conservacién y administracion del CG.

Tabla 3. Seleccibn y movilizacion de donantes, recoleccion,
almacenamiento y administracion de concentrados de granulocitos

Notas de seleccion de donantes

Familiar versus sin parentesco Evitar a un familiar si pudiera ser
donante de células progenitoras
hematopoyéticas

Dos accesos venosos de gran calibre Acceso venoso de mayor calibre
reservado para la extraccion de
sangre total

Mismo tipo ABO o tipo compatible Tipo compatible: hemaglutinina
contra el antigeno GR del receptor
<128

Leucocitos del donante >5.000/mm®

Cumplir con los criterios para la
donacion de sangre total

Pruebas de tamizaje serolégico y

biologia molecular no reactivas

negativas <72 hrs. antes de la
donacion

Prueba de compatibilidad mayor
Compatible

CMV del donante y CMV del receptor Receptor CMV (-): elegir donante
CMV (-) o profilaxis antiviral del
receptor si donante es CMV (+)

Movilizacién

Dexametasona 8 mg VO 12-16 hrs. Contraindicacion absoluta: alergia
antes de la donacion Contraindicaciones relativas:
diabetes mellitus, Ulcera péptica,
hipertension arterial sistémica
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G-CSF 300 pcg SC 12-16 h antes de la | Contraindicacion absoluta: alergia
donacion Contraindicaciones relativas: gota,
enfermedades inflamatorias, riesgo
de trombosis

Leucaféresis

Procesar 7-10 L

Usar hidroxietil aimidén 6% en paralelo | Contraindicacién absoluta: alergia

Almacenamiento

Temperatura ambiente (20 - 24°C), sin
agitacion

Irradiacion gamma 25 Gy

Administracion

Pruebas de compatibilidad vy tipificar
ABO y Rh de la unidad

Premedicacién del receptor con
antipirético y antihistaminico

Intervalo > 4 hrs. de anfotericina

Infundir preferentemente < 6 hrs.
Velocidad de infusién de 1-2 x 10°

PMN/h

Evaluar signos vitales y saturacion de | Antes, durante (30x30min) y
O, en cada transfusion después (1 hr.)

Notifiqgue al banco de sangre si se No desechar la unidad

produce una reaccion adversa

PMN= leucocitos polimorfonucleares
8. Eventos adversos de la transfusion de granulocitos

La incidencia de eventos adversos a la transfusion de CG oscila entre el 5% y
el 13%, con un 1% de complicaciones graves y un 0,1% de broncoespasmo
con hipoxemia (3).

Las reacciones pulmonares adversas ocurren en aproximadamente el 5% de
los pacientes (6) e incluyen tos, disnea, hipoxia, cambios en las radiografias y
otras pruebas de imagen del térax. Los eventos adversos pulmonares se
exacerban cuando la transfusion de CG se administra de manera concomitante
con la infusion de anfotericina. Se recomienda transfundir CG al menos cuatro
horas después de usar este antifungico.

También se han informado infecciones por CMV que es un patégeno
intraleucocitario. La seleccion adecuada de los donantes y la profilaxis con
antivirales del receptor, como se mencioné anteriormente, son esenciales para
prevenir este evento adverso.

Los eventos adversos a largo plazo incluyen aloinmunizacion por anticuerpos
anti-HLA y la refractariedad plaquetaria consiguiente. Un estudio de revision
retrospectivo mostré que el 17 % de los pacientes con anemia aplasica grave
tratados con transfusiones de granulocitos desarrollaron anticuerpos anti-HLA.
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En el mismo estudio, los pacientes aloinmunizados tuvieron aumentos mas
bajos en el recuento de leucocitos después de las transfusiones de granulocitos
(6,12).

9. Perspectivas de futuro

La creciente preocupacion por los microorganismos multirresistentes a
antibidticos y antifiangicos ha despertado recientemente el interés por las
transfusiones de concentrados de granulocitos. Debido a la necesidad de
colectar productos personalizados y adecuados al peso del paciente, se han
evaluado nuevos sedimentadores eritrociticos como la gelatina fluida
modificada (4% Gelafundin®). Un estudio reciente en pacientes pediatricos
demostré que este nuevo sedimentador de eritrocitos es seguro y eficaz como
alternativa al hidroxietil almidon para recolectar CG para transfusiones. Esta
gelatina fluida modificada permiti6 la recoleccion promedio de 2.8x10%°
PMN/unidad y el 35% de los productos recolectados contenian 24.0x10
PMN/unidad (13).

Con el objetivo de aumentar el tiempo de almacenamiento y la posibilidad de
transfundir los CG independientemente de la compatibilidad ABO entre donante
y receptor, un grupo de investigadores alemanes desarrollé6 un método para
purificar y lavar las unidades de CG recolectadas (14). En este estudio, los
investigadores lograron una reduccion del 95 % en los eritrocitos y del 96% en
las plaquetas de los productos recolectados. Después de 72 horas de
almacenamiento, mas del 90% del recuento inicial de neutrofilos estaba
conservado y era viable. Estos CG exhibieron una alta propiedad de fagocitosis
y oxidacion in vitro, comparable a los CG utilizados tradicionalmente. Por lo
tanto, la purificacion de CG aumenta el tiempo de almacenamiento de 24 a 72
horas, mantiene las caracteristicas de los neutrdéfilos y aumenta la viabilidad de
la reserva de CG (14).

En el futuro, los CG tal vez sean fabricados en laboratorios, la expansion y
diferenciacion de células progenitoras pueden colaborar para aumentar la
cantidad de CG viables para uso clinico (15). Queda ahora avanzar en nuestro
conocimiento hacia los efectos inmunomoduladores de los CG y las
indicaciones precisas, y en el momento adecuado, para los pacientes que
realmente pueden beneficiarse de esta terapia.
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