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1 — EVOLUCION HISTORICA DEL TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS Y SUS INDICACIONES

Tras la finalizacion de la Segunda Guerra Mundial se desperté entre la
comunidad cientifica un notable interés en torno a los efectos de la radiacion
ionizante sobre los organismos vivos®. En el seno de este movimiento, Jacobson et
8l.% describen como la proteccion del bazo es capaz de evitar la muerte de roedores
sometidos a una irradiacién a dosis letal. Poco después, Lorenz et 4/.°> consiguen un
efecto semejante en cobayas tras la infusién de medula dsea singénica, alogénica y
xenogénica. En un primer momento, este fendmeno de proteccion frente a la
radiacion se atribuye a un factor humoral. Sin embargo, pronto se plantea una
hipdtesis alternativa, que responsabiliza de este efecto a un producto celular, por

entonces sin definir®.

En los afios siguientes se desarrolla una intensa actividad investigadora en
torno a este fendmeno de proteccion radioldgica y al trasplante alogénico de tejidos.
Los hallazgos en roedores posibilitan las experiencias piloto del grupo de
E.D.Thomas sobre modelos caninos, que bien se pueden considerar el antecedente

inmediato del trasplante de medula ésea (TMO) en humanos®.

En 1957, Thomas et 4/. publican el resultado de las primeras experiencias de
TMO alogénico en humanos, en las que tan sélo se consiguid un injerto temporal en
uno de los pacientes®. Al poco tiempo, Mathé et &/. publican su experiencia con la
utilizacién de infusiones de medula dsea para tratar a un grupo de supervivientes de
un accidente nuclear’. Sin embargo, un andlisis posterior de esta serie permite
afirmar que los injertos conseguidos se debieron probablemente a wuna

reconstitucion hematopoyética autdloga®.

Estas experiencias pioneras precedieron al descubrimiento de los principios
de la histocompatibilidad. Probablemente éste fue el factor determinante del escaso
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éxito conseguido en estos afos. La introduccion, a finales de los 60, de los estudios
de compatibilidad en la selecciéon del donante supuso un avance fundamental que,

de alguna manera, inaugura la “era moderna” del TMO* ®°,

En 1959, el grupo de E.D. Thomas publicd el caso de una nifa afecta de
leucemia aguda que recibe un trasplante singénico de su hermana gemela’. Se
produce un injerto precoz y satisfactorio, pero la paciente, acondicionada
Unicamente con irradiacion corporal total, fallece de recaida al cabo de unos meses.
El trasplante singénico aportd evidencias conceptuales de gran importancia para la

comprension de los mecanismos de histocompatibilidad y rechazo.

Desde estos primeros anos de desarrollo del TMO, la posibilidad de utilizar la
medula del propio paciente despierta un notable interés. El camino hacia el
desarrollo de esta técnica se ve aclarado con la descripcion de métodos de
criopreservacion que permiten mantener tejido hematopoyético medular viable

2. De esta manera, Kurnick et 4. vy

durante largos periodos de tiempo®
McGovern et &/. 1* describen las primeras experiencias de soporte hematopoyético

con medula dsea autdloga tras una irradiacion corporal total.

En general, el resultado clinico de estas primeras experiencias se vio
fuertemente condicionado por varias limitaciones: la modesta eficacia de la
irradiacion corporal total por si sola como tratamiento antileucémico, la condicidn
clinica de los pacientes candidatos para estos estudios -generalmente con
enfermedad refractaria o en recaida- la ausencia de un soporte transfusional
adecuado vy la inexistencia de antibidticos y antiflingicos de amplio espectro con un

perfil de toxicidad adecuado.

La presencia de una célula troncal comun circulante en sangre periférica ya
fue intuida por A. Maximow en 1909*> ¢ (Fig. 1). Este autor postul que el linfocito
actuaba como tal célula troncal, y que migraba a través de los tejidos hasta
asentarse en un microambiente adecuado. Hubo que esperar mas de 50 afios para
que se publicaran las primeras evidencias experimentales sobre la existencia de esta
célula troncal o progenitora circulante; en 1962, Goodman y Hodgson son los
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primeros en utilizar el término "blood stem cell” en la literatura cientifica'’. El grupo
de E.D.Thomas confirma posteriormente la posibilidad de aplicar estos hallazgos

para el trasplante autdlogo de sangre periférica en un modelo canino®®.

Der Lymphozyt als gemeinsame Stammzelle
der verschiedenen Blutelemente in der embryonaien
Entwicklung und im postfetalen Leben der Saugetiere.Y
Voa
Prof. Dr. AL Maximow,

') Demoazsatioasvortrag, gehalten ia der ausserordentlichen Sitzung der Berliner
Hiawatologisches Geszlschalt am 1. Juat 1909,

Figura 1 — Maximow postulé en una conferencia leida en 1909 en el Charité Hospital de
Berlin que el linfocito actuaba como una célula troncal comun y migraba a través de los
tejidos hasta asentarse en un microambiente adecuado. Citado en Korbling M, Fliedner TM.
History of Blood Stem Cell Transplants. En Gale RP, Juttner C, Henon P. Editores. Blood
Stem Cell Transplants. Cambridge: Cambridge University Press; 1994. p. 9-19.

Un paso decisivo para hacer viable la aplicacién clinica en humanos de estos
hallazgos vino dado por el desarrollo de separadores celulares capaces de recolectar
grandes cantidades de células de sangre periférical®. Los primeros trasplantes de
progenitores hematopoyéticos (TPH) autdlogos realizados con células obtenidas de

sangre periférica se llevan a cabo en el Hammersmith Hospital de Londres®® %

y en
el Johns Hopkins Hospital de Baltimore®?. Sin embargo, la fecha en que esta técnica
termina de asentarse definitivamente en la practica clinica hay que situarla entre
1985 y 1986. En esos afos, grupos de seis instituciones de distintas partes del

mundo publican experiencias de TPH utilizando células de sangre periférica®?.

Un factor esencial que condiciond el desarrollo de este tipo de TPH fue la
descripcion del fendmeno de movilizacion, por el cual el nimero de células
progenitoras circulantes aumenta en determinadas circunstancias, como la
recuperacion hematopoyética tras una aplasia inducida por quimioterapia. Este

fendmeno, asi como sus posibles aplicaciones para recolectar grandes cantidades de
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células mediante aféresis, fue descrito por primera vez por Richman et d/. en 1976%.
En los afos siguientes se desarrollaron los procedimientos de movilizacion que hoy
utilizamos, basados en el efecto descrito por estos autores y en la utilizacion de

factores estimuladores de colonias hematopoyéticas®'>,

La descripcion de una técnica rapida y reproducible para cuantificar los
progenitores hematopoyéticos (PH) mediante citometria de flujo supuso un avance
fundamental en el desarrollo de estos tratamientos®®. Gracias a ella, el soporte
hematopoyético de sangre periférica se puede concebir hoy como un tratamiento

preciso, susceptible de dosificacion.

Una vez introducidos en la practica clinica estos avances, se produce la
constatacién definitiva de las ventajas del TPH autdélogo de sangre periférica sobre
el de medula dsea, fundamentalmente la reduccion del tiempo de aplasia y la
posibilidad de recoger el producto celular de forma ambulatoria y sin necesidad de
anestesia®>. Como producto de ello, la sangre periférica se convierte paulatinamente
durante la década de los 90 en la fuente preferida de PH para trasplante autélogo
en la gran mayoria de los centros®® * (Fig. 2). En el caso del trasplante alogénico, el
uso de la sangre periférica sigue asimismo una evolucion creciente, aunque limitada
por la posibilidad de una mayor incidencia de enfermedad injerto contra huésped

crénica que con el uso de PH medulares®®,

Los resultados de numerosos estudios de fase II y de un numero
francamente limitado de ensayos prospectivos controlados han ido configurando el
perfil de indicaciones generalmente aceptado hoy en dia para el trasplante
autdlogo® (IN-275). Las leucemias agudas fueron la indicacién mas comin en las

P> 278 |a extrapolacion de los resultados

primeras experiencias de TPH de S
obtenidos con TMO ha conducido al asentamiento de su indicacion como una
alternativa de tratamiento estandar para la consolidacion o intensificacion de
primera o sucesivas remisiones en la leucemia aguda mieloide (LAM)**, En la
leucemia aguda linfoblastica (LAL) -con menos datos provenientes de estudios
controlados que en el caso de la LAM- el trasplante autdlogo tiene sus indicaciones

mas aceptadas en situaciones de alto riesgo o en recaidas como alternativa al TPH
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alogénico. El trasplante autdlogo en la leucemia mieloide crénica (LMC) presentd
resultados prometedores en estudios preliminares, aunque hoy permanece como
una alternativa de tratamiento no curativo probablemente capaz de prolongar la
supervivencia en algunos casos. La creciente disponibilidad de donantes no
emparentados para trasplante alogénico y la irrupcion en el arsenal terapéutico del
mesilato de imatinib han conducido a la revision de todos los tratamientos vigentes

contra la LMC*™8,
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Figura 2 - Evolucidn del origen de los PH empleados para trasplante autdlogo en Espafia
segln los datos de la Organizacién Nacional de Trasplantes®. Los PH de SP sustituyen
progresivamente a los de MO. El nimero global de trasplantes aumenta de forma notable
hasta 1998, en que comienza el declive de su utilizacién en el cancer de mama. La
evolucidn es similar a la producida en el conjunto de Europa® *°. MO: medula dsea. PHSP:
progenitores  hematopoyéticos de sangre periférica. Figura tomada de
http:// www.msc.es/ont/esp/estadisticas/medula/toh.pdf (acceso el 16-9-2002)

El Linfoma no Hodgkin (LNH) en segunda o sucesivas remisiones constituye
hoy en dia una de las indicaciones mas establecidas de trasplante autélogo®. Como
parte del tratamiento de primera linea parece ofrecer una ventaja en pacientes de

alto riesgo®®. Otra indicacion indiscutible para el TPH autdlogo es El linfoma de
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Hodgkin (LH) después del fallo de una quimioterapia de primera linea. Los buenos
resultados de los tratamientos de primera linea en LH y la eficacia de las pautas de
rescate hacen mas controvertida su indicacidn en primera remision. Hasta el
momento no ha sido posible definir de entrada un grupo con un prondstico
suficientemente pobre como para justificar claramente un tratamiento primario mas
agresivo®®. En el mieloma mdltiple, los resultados del Intergroupe Francais du
Myelome vinieron a confirmar las primeras impresiones sobre el papel del TPH
autdlogo para prolongar la supervivencia®. Aunque parece preferible su empleo en
primera linea, también tiene un papel como parte del tratamiento de rescate tras

quimioterapia®*.

Mencion aparte merece la evolucion del TPH aplicado al tratamiento de los
tumores sdlidos, muy especialmente al carcinoma de mama (CM). Una vez que el
TPH autdlogo era una técnica en uso para distintas neoplasias hematoldgicas
diversos estudios de fase II que aplicaban el trasplante autdlogo en CM de alto
riesgo mostraron resultados superiores a los esperados segln la experiencia
histérica®™ . Unos resultados prometedores en un tumor de alta prevalencia
condujeron a un aumento espectacular en la aplicacion del TPH para el CM de alto
riesgo durante la década de los noventa, hasta convertirse en su indicacion mas

frecuente®™ %7,

Entretanto, los estudios randomizados en distintos paises
presentaban importantes problemas para el reclutamiento de pacientes en las ramas
de quimioterapia convencional. En los Gltimos afios de la década, esta tendencia se
invirtié bruscamente por la conjuncion de varios factores: la no demostracién de un
claro beneficio en algunos estudios de fase III —que han sido criticados por su

reducido tamafio o por el incorrecto disefio del brazo control-

, el descubrimiento
de la manipulacién de datos en dos estudios de un investigador conocido por sus
resultados favorables al trasplante®’, y la creciente disponibilidad de nuevas
alternativas farmacoldgicas en el tratamiento del CM®, que han contribuido a llenar
rapidamente el vacio creado en las ilusiones de clinicos, investigadores, pacientes e

inversores en la industria farmacéutica.

En otros tumores sélidos quimiosensibles, salvo algunas excepciones como el

neuroblastoma infantil o el tumor de células germinales en las que se usa de forma
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estandar, el TPH autdlogo permanece hoy en dia como una alternativa experimental
ante la falta de datos definitivos sobre su utilidad. Junto a ello, en los Ultimos afios
han surgido nuevas aplicaciones que se estan investigando activamente, entre las

que cabe destacar su uso en enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas®.

Todos estos avances han contribuido a configurar el perfil que presenta el
TPH en la actualidad. La evolucion actual y futura de este procedimiento es preciso
contemplarla en el marco de una nueva disciplina en incesante expansion: la
Terapia Celular. En este terreno se acoplan con los procedimientos terapéuticos
convencionales las nuevas formas de trasplante hemopoyético, con

acondicionamientos no necesariamente Unicos ni mieloablativos®*®”

68-69

, con técnicas de

inmunoterapia adoptiva celular, tanto autéloga b4, 70

como alogénica , con la
posibilidad de obtener progenitores de distintos origenes’”*, de expandirlos /n
vitro’> 7® (IN-194, 195), de depurarlos de células tumorales contaminantes’’”8, de
modificarlos genéticamente’®, de asociarlos a células mesenquimales®’, de eludir con
procedimientos técnicos las barreras del HLA®, etc. La Terapia Celular abarca el
tratamiento con células progenitoras comprometidas de un nimero creciente de
enfermedades extrahematopoyéticas®>®. Sin embargo, el hallazgo de la plasticidad
0 versatilidad de las células hematopoyéticas®® y muy especialmente el reciente
descubrimiento de las Células Progenitoras Multipotenciales del Adulto (MAPC) en la

medula dsea humana® &

permiten asegurar que al menos una buena parte del
inabarcable futuro de la terapia celular podra seguir entendiéndose como la

evolucion natural del trasplante de medula dsea.
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2 — BIOLOGIA Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
PROGENITORAS

2.1 — Conceptos de célula troncal y progenitor hematopoyético

Las células hematopoyéticas evolucionan a través de una sucesion de
estadios madurativos. Es posible establecer una division, de acuerdo con esta
jerarquia madurativa, en tres tipos de poblaciones celulares: células
hematopoyéticas comprometidas, progenitores hematopoyéticos comprometidos y
Células troncales pluripotenciales o ‘“stem cells”. El primer grupo constituye la
mayor parte de la celularidad presente en la medula 6sea y en la sangre periférica.
Son células reconocibles morfoldgica y fenotipicamente como pertenecientes a una
de las lineas de la hematopoyesis y su capacidad de replicacion, en general, es
bastante limitada. El grupo de los progenitores hematopoyéticos comprometidos
acoge una poblacion mucho mas reducida, aproximadamente una de cada
doscientas células en la medula désea, precursoras de las anteriores, comprometidas
de forma probablemente irreversible hacia alguna o algunas de las lineas y con una
capacidad de replicacion mayor, aunque limitada. Morfolégicamente son células
mononucleares, a menudo de aspecto blastico. Por Ultimo, las células troncales
pluripotenciales son mucho menos abundantes; pertenecen a este grupo
aproximadamente entre 1 célula de cada 20.000 y 1 célula de cada 100.000 en la

medula dsea dependiendo de la técnica utilizada para su cuantificacion®®?,

Las células troncales se originan en los islotes sanguineos del saco vitelino y
en la region para-adrtica del embrién. A partir de ese momento, un reducido
nimero de células troncales pluripotenciales mantienen la hematopoyesis durante
toda la vida a través de su capacidad de auto perpetuacion. Esta capacidad, cuyos
mecanismos aun no han sido totalmente esclarecidos, esta limitada probablemente

en virtud del acortamiento telomérico®.



INTRODUCCION 24

Como se comentara a continuacion, las células troncales son capaces de dar
origen a colonias de progenitores comprometidos a largo plazo. Desde el punto de
vista del trasplante, estas células se consideran esenciales para repoblar de forma
estable la medula 6sea tras un trasplante alogénico o tras un acondicionamiento con
quimio o radioterapia a dosis mieloablativas. Sin embargo, probablemente no son
capaces de evitar una aplasia prolongada en el receptor®> 3. Debido a ello, el papel
de los progenitores comprometidos es basico en el trasplante para conseguir un
injerto precoz”. Salvo en experimentos muy especificos, en el TPH se pretende
utilizar un producto que contenga tanto células troncales como células progenitoras
comprometidas. Por ello, en este trabajo se utiliza el término progenitores
hematopoyéticos (PH) de forma general, para hacer referencia al producto celular
que se trasplanta, asumiendo que incluye un abanico de subpoblaciones celulares
distintas.

2.2 — Regulacion de la hematopoyesis

La hematopoyesis del ser humano adulto asienta casi exclusivamente en las
celdillas de la medula 6sea. Ademas de la celularidad hematopoyética, en estos
compartimentos asientan varios tipos de células estromales junto con una matriz
extracelular, que contribuyen a conformar el denominado “"microambiente medular”.
La interaccion entre este microambiente y la celularidad hematopoyética es
compleja y no ha sido esclarecida definitivamente. El microambiente contribuye a la
regulacién de la hematopoyesis a través de varios mecanismos, entre los que se
encuentran la produccion de factores de crecimiento (citoquinas) con actividad
paracrina, el atrapamiento en el glicocalix de citoquinas, producidas bien localmente
o bien a distancia (actividad endocrina), la interaccion mediante moléculas de
adhesién y la interaccion a través de factores de crecimiento expresados en la

membrana celular. El estroma medular es importante para el cultivo /in vitro de
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células troncales. El TMO lleva aparejada la infusion de células estromales, mientras
que el producto utilizado en el TPH de sangre periférica probablemente carezca de
ellas. Aunque no se han publicado resultados de experimentos que aclaren
definitivamente esta cuestion, de la experiencia clinica se desprende que
probablemente la infusién de células estromales no desempefia un papel esencial en

el injerto tras un TPH® %4,

El otro elemento fundamental para el control bioldgico de la hematopoyesis,
ademas de la funcién del microambiente medular, es la compleja red de sustancias
con actividad reguladora. Se trata en la mayor parte de los casos de glicoproteinas
producidas por células de distinto tipo a lo largo del organismo. Su actividad, como
hemos comentado, puede ser endocrina o paracrina, lo que hace muy complejo
reproducir in vitro o farmacolégicamente la actividad conjunta de estos factores.
Hoy en dia es posible disponer a escala experimental de casi todas estas sustancias
o de potentes agonistas sintéticos de sus receptores. Algunas de estas sustancias
estan disponibles para su utilizacién farmacoldgica (eritropoyetina, G-CSF, GM-CSF),
mientras que otros se encuentran en distintas fases precomerciales de ensayo
clinico (stem cell factor, interfeukina 11, Pixy 321, danjplestim, trombopoyetina,
ligando de FLT3, etc). El G-CSF (factor estimulante de colonias granulociticas) tiene
especial relevancia en el terreno del TPH tanto para la movilizacion de células
progenitoras como para el estimulo de la recuperacion granulocitica. El GM-CSF
(factor estimulante de colonias granulociticas y macrofdgicas) presenta una
actividad equiparable en muchos aspectos, pero se utiliza de forma mas restringida

debido a sus efectos adversos.

> { Con formato
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2.3 — Fenotipo y cuantificacion de los progenitores hematopoyéticos

Existe una serie de técnicas destinadas a cuantificar el nimero de PH
presentes en un producto celular. La gama de técnicas disponibles comprende desde
sencillos recuentos automaticos hasta ensayos de repoblacién en modelos animales
de elevado coste y gran complejidad. Al recorrer el espectro entre estos extremos se
va comprometiendo la disponibilidad y utilidad clinica para ganar en precision a la

hora de detectar la poblacion de células troncales pluripotenciales.

2.3.1 — Recuentos celulares

Los recuentos de células totales (CT) y de células mononucleares (CMN)
constituyen la estimacién mas inmediata y sencilla del nimero de progenitores.
Estas células no presentan caracteristicas definidas que haga posible distinguirlas de
las poblaciones linfoides y monocitarias con un sistema de citometria sin tinciones
inmunoldgicas como el que utilizan los contadores celulares automaticos. Tanto el
producto obtenido en una leucoaféresis de células mononucleares como un aspirado
de medula dsea contienen poblaciones celulares mas heterogéneas y complejas que
una sangre periférica normal. El recuento diferencial de estos productos que puede
realizar un contador automatico sanguineo ha de ser interpretado con cautela y
revisado al microscopio. Los contadores que utilizan técnicas basadas en el tamafio
celular para el recuento diferencial no son adecuados para cuantificar el porcentaje
de CMN en un producto de aféresis. Los que utilizan tinciones de peroxidasa, como
los Sistemas Technicon, permiten diferenciar esta poblacion con mayor precision, al
excluir de forma efectiva las poblaciones granulociticas. No existe acuerdo acerca de
la forma mas adecuada de cuantificar las CMN como estimador de calidad de un
producto para trasplante. Un recuento automatico con tincién de peroxidasas
permite estimar las CMN por exclusién de todos las células con diferenciacion

granulocitica. Otros autores prefieren, mediante un recuento diferencial manual,
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incluir en el concepto de CMN todas las células con nlcleo Unico, incluyendo
promielocitos y mielocitos. Las ventajas innegables de estos recuentos son su
disponibilidad inmediata y su reproducibilidad. Ademas de ser un factor importante
para el posterior estudio de citometria de flujo, estos recuentos son de utilidad para
la toma de decisiones durante la recoleccién y en el procesamiento de los productos
celulares. En el TMO los recuentos de CT y de CMN han sido y siguen siendo en
muchos centros el parametro fundamental que guia la recoleccién de progenitores
medulares. No obstante, no pueden considerarse sino como un estimador muy
indirecto del nimero de células troncales pluripotenciales.

2.3.2 — Citometria de flujo

La aplicacion de la citometria de flujo con marcajes inmunoldgicos permite
caracterizar de forma rapida y precisa poblaciones celulares. El antigeno CD34 es
una glicofosfoproteina con dominios extracelulares e intra citoplasmaticos que se
expresa en las células progenitoras hematopoyéticas desde el nivel de célula troncal
hasta el estadio de progenitor comprometido en que pierde la capacidad de formar
colonias in vitro*®. Ademas de los PH, en el adulto se ha demostrado su expresion
en las células del endotelio vascular y en algunas células gliales. Es posible
encontrar el CD34 en las células neoplasicas en el 40% de las leucemias agudas
mieloblasticas, el 70% de las linfoblasticas B, el 5-20% de las linfoblasticas T, en
algunos sindromes mielodisplasicos y mieloproliferativos crénicos y en tumores de la
pared vascular®. La citometria de flujo clasifica las poblaciones celulares en primera
instancia de acuerdo a un parametro proporcional al tamafio nuclear (forward
scatter) y a otro que refleja la “complejidad citoplasmatica”, proporcional a la
granularidad (side scatter). Los PH presentan un tamafio reducido o intermedio y un
citoplasma agranular, caracteristicas que permiten definir la ventana citométrica
adecuada para el estudio del fenotipo antigénico. Este se lleva a cabo mediante
anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos celulares y marcados con

fluorescencia. Es posible utilizar combinaciones de varios anticuerpos con marcajes
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de distintos colores, con objeto de estudiar simultaneamente la expresion de mas de

un antigeno en la misma célula.

La cuantificacion de células que expresan el antigeno CD34 (CD34+) permite
estimar el nimero de PH de un producto celular para trasplante de forma rapida y
especifica®*. Tomando como base la poblacién de células CD34+ es posible definir
distintas subpoblaciones de acuerdo a la expresion de otros antigenos de
diferenciacion. La célula troncal indiferenciada CD34+ no expresa o lo hace
minimamente marcadores precoces propios del compromiso hacia lineas de
diferenciacion, como el CD33 (linea mieloide), el CD7 (linea linfoide T), el CD10
(linea linfoide B), el CD71 (linea eritroide) o el CD41 (linea megacariocitica).
Asimismo, expresa débilmente el CD90 (Thy-1) y no expresa el CD38 ni el HLA-DR
(o lo hace muy débilmente)®. Recientemente ha suscitado un enorme interés la
descripcion de una posible poblacion de células troncales que no expresan el CD34
(CD34-)°"1%; en este sentido, se ha propuesto que el CD34 podria ser un marcador
de activacion, y que su expresion podria ser reversible!®: 12, De cualquier manera,
la citometria de flujo tiene un valor limitado a la hora de definir las poblaciones mas
inmaduras de células troncales, puesto que se ha demostrado cdmo poblaciones con

un fenotipo similar pueden presentar capacidades funcionales diferentes®.

Las células CD34+ que no expresan el CD33 (CD34+/33-) constituyen una
subpoblacién enriquecida en progenitores indiferenciados que contiene casi todas
las células con capacidad de iniciar cultivos a largo plazo, caracteristica de las
células troncales como se comenta mas adelante!®'%, Sin embargo, la falta de
expresion del CD33 no es exclusiva de un tipo celular escaso y muy indiferenciado,
sino que define un grupo amplio de progenitores que incluye también células
comprometidas, capaces de iniciar cultivos a corto plazo y, probablemente,
responsables del injerto inmediato. Por todo ello, a priori constituye una poblacion
muy interesante para su uso clinico como estimador de calidad del producto celular.
El porcentaje de células CD34+ que no expresan el CD33 varia segun el origen de la
muestra (medula o aféresis de sangre periférica) y segun el tipo de movilizacion
empleada!® ', En general, dentro de las células CD34+ predomina la poblacién

CD34+/33-, especialmente en muestras de aféresis de sangre periférica de
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pacientes movilizados con G-CSF y sin quimioterapia®> 106197 108109 ' Algunos estudios
encuentran resultados diferentes, con una menor proporcion de células CD34+/33-
110-111 " Al menos parte de esta variabilidad de resultados puede deberse, ademas
del origen de la muestra y la movilizacién, al hecho de que el antigeno CD33 se
expresa de forma débil en estas células''! o a la fuerte dependencia de la estrategia

de eleccién de las ventanas citométricas o de los umbrales de detecciént®® 112,

Entre los inconvenientes mas importantes que presenta la citometria de flujo
estan las dificultades para conseguir precision y reproducibilidad*®. En este sentido,
se han realizado notables esfuerzos para desarrollar técnicas que consigan hacer
comparables los resultados de distintos laboratorios'!>*!8, Las técnicas basadas en la
seleccion de células segun el forward scatter y el side scatter (Protocolo de
Milan/Mulhouse o Protocolo Nérdico) han mostrado en estudios de intercomparacion
su reproducibilidad y su valor clinico como predictores del injerto en TPH autdlogos
de sangre periférica''®, Otros autores defienden la utilizacién de técnicas de mayor
complejidad, como el Protocolo del ISHAGE (Znternational Society for
Hematotherapy and Graft Engineering), que incluyan selecciones celulares basadas
en el marcaje del antigeno panleucocitario CD45 o en tinciones de acidos nucleicos o

Uo7 Hoy en dia se han desarrollado técnicas

de viabilidad citométrica
semiautomaticas disponibles comercialmente de deteccion de células CD34+, sin
que se haya solucionado definitivamente la controversia sobre cual debe constituir la

técnica de referencia.
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2.3.3 — Cultivos celulares

Las técnicas basadas en los cultivos celulares proporcionan informacion
acerca de la capacidad clonogénica del producto sembrado. Conociendo la cantidad
inicial de células es posible disponer de informacion cuantitativa, si bien en general
esta informacion no es inmediata, sino que es preciso prolongar el cultivo durante
semanas o incluso meses (cultivos a largo plazo). Un primer escaldn lo constituyen
los cultivos de progenitores formadores de colonias en medio semisdlido. Estas
técnicas se desarrollaron antes que las basadas en la citometria de flujo, y por tanto
constituyeron la base bioldgica de la cuantificacion de progenitores en los primeros
afios de desarrollo del TPH de sangre periférica'’®. Estos ensayos consisten en
sembrar una cantidad de producto celular sobre un medio semisdlido (agar,
metilcelulosa o coagulos de plasma) enriquecido de distintas maneras (suero
humano, sobrenadante de sangre placentaria, suero bovino fetal, citoquinas
recombinantes) y cuantificar el nUmero de colonias de cada tipo (identificables por
su morfologia o mediante tinciones inmunoldgicas) que se generan tras un periodo

de incubacion cercano a las dos semanas.

Estos cultivos reflejan la presencia de progenitores comprometidos hacia una
0 mas lineas hematopoyéticas. Es posible detectar la presencia de unidades
formadoras de colonias eritroides (CFU-E), macrofagicas (CFU-M), granulociticas
(CFU-G), megacariociticas (CFU-Meg), granulociticas y monociticas (CFU-GM) o
granulociticas, monociticas, eritroides y megacariociticas (CFU-GEMM). Asimismo,
existen técnicas para detectar progenitores con mayor potencial, como las "unidades
formadoras de explosiones de colonias”o "burst forming units” (BFU-E, BFU-Meg) o
las células de alto potencial proliferativo (HPP-CFC, HPP-BFU-Meg)®. De todas ellas,
las CFU-GM son las mas utilizadas para estimar, en la clinica, el nimero de
progenitores'’®. Los inconvenientes fundamentales para la aplicacion practica de
esta técnica son la ausencia de resultados inmediatos y los problemas de precision y

reproducibilidad entre distintos laboratorios que se plantean!'* 119120,
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Los progenitores mas inmaduros, incluyendo las células troncales
indiferenciadas, son capaces de dar origen a cultivos celulares a largo plazo en
presencia de estroma medular o de medio condicionado con estroma. Algunas
técnicas aprovechan esta propiedad para detectar "cobblestone area forming cells”
(CAFC; "células formadoras de dreas de empedrado” '*' o ‘“long term culture
iniciating cells” (LTCIC; "células iniciadoras de cultivos a largo plazo”) '*. Estas
técnicas estiman de forma mucho mas especifica la presencia de células troncales.
Sin embargo, se trata de métodos complejos, con varias fuentes de potencial
imprecision y variabilidad, y que tan solo deparan resultados a largo plazo (a partir
de 5 semanas). Estas técnicas tienen un importante papel en investigaciéon y en la
validaciéon de nuevos procedimientos, pero no en la estimacion de la calidad de los

productos celulares en la clinica.

2.3.4 — Ensayos de repoblacion in vivo

Los estudios de repoblacion celular en modelos animales constituyen la
estimacion experimental mas precisa del nimero de células troncales. Consisten en
transplantar un producto celular a animales inmunotolerantes y observar su
capacidad de dar origen a una linfohematopoyesis plurilineal completa. Para ello se
utilizan ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID; NOD/SCID)!#'%* o
incluso ovejas a las que se trasplanta durante la vida intrauterina®® %
Naturalmente, se trata de modelos experimentales complejos y costosos que no
tienen lugar en la practica clinica como estimadores de calidad de un producto para

trasplante.
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3 — MOVILIZACION

Durante la vida embrionaria y fetal tiene lugar un intenso trafico de PH a
través de la sangre periférica. Este fendmeno es la continuacion del movimiento
migratorio que establece la actividad hematopoyética en el higado fetal en las
primeras semanas de desarrollo. En realidad, este trafico de progenitores continua a
lo largo de toda la vida, aunque de forma mucho mas limitada, y es un fenémeno de
gran importancia fisioldgica para la homeostasis hematopoyética. Gracias a este
mecanismo la medula dsea puede funcionar como un 6rgano Unico a pesar de

tratarse de un tejido disperso por multiples huesos a lo largo del organismo®?°.

En el adulto el nimero de PH circulantes en situacion basal es muy reducido.
Brown et &/. encuentran una media de 4,3 células CD34+ por mm® en una muestra
de 47 donantes sanos'?. En pacientes previamente tratados con quimioterapia es la
norma encontrar cifras aun menores. En determinadas circunstancias fisioldgicas,
como el ejercicio, se produce un aumento moderado de los niveles de progenitores
circulantes!?®, Sin embargo, desde el punto de vista del trasplante tienen mucha
mayor trascendencia los aumentos que se producen durante la recuperacion de una
aplasia tras un ciclo de quimioterapia o tras la administracion de determinadas
citoquinas, por tratarse de incrementos importantes y reproducibles, y por tanto
susceptibles de ser usados para obtener células para su uso terapéutico. El aumento
del nimero de progenitores circulantes mediado por cualquier circunstancia recibe el
nombre de movilizacion. En este apartado se hard hincapié en las movilizaciones

inducidas farmacoldgicamente para su uso clinico.

Los mecanismos por los cuales se produce la movilizacién de progenitores
aun no han sido definitivamente esclarecidos. En general, se acepta que los PH
movilizados proceden de la medula 6sea. Se ha demostrado que el tratamiento con
G-CSF, la citoquina mas utilizada para la movilizacidn, altera los mecanismos de
adhesiéon de las células progenitoras al microambiente medular, lo que podria

facilitar su salida hacia el torrente sanguineo'?. El fenémeno de movilizacién parece
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estar mas ligado a la liberacidn de los anclajes que fijan las células a la medula que

a un aumento de la proliferacién de los progenitores?*1%,

El primer procedimiento de movilizacion que se explotd para su uso clinico
fue el que libera células progenitoras a la sangre durante la recuperacién de una
aplasia postquimioterapia®. Una de las conclusiones de estas experiencias fue que
los regimenes capaces de producir una neutropenia profunda (por debajo de 0,5 x
10%/1) son los que tienen mas posibilidades de generar una respuesta movilizadora

suficiente®™!,

Los inconvenientes fundamentales de este tipo de movilizaciones
vienen dados por las complicaciones clinicas asociadas y por la variabilidad entre
pacientes en la dinamica de recuperacién, que hace dificilmente programable la

recoleccion.

La asociacién de factores de crecimiento recombinantes al mecanismo
anterior, ya sea GM-CSF*?, G-CSF™%!¥ o interleukina 3 asociada a GM-CSF*,
contribuyd a disminuir la duracidn de las aplasias, a hacer algo mas reproducible la
dindmica de la movilizacion y a conseguir movilizaciones mas intensas. Hoy en dia la
movilizacidon con quimioterapia no asociada a citoquinas no tiene lugar en la clinica.
De las disponibles actualmente para uso clinico, la citoquina mas usada en
combinacién con la quimioterapia es el G-CSF, por su mejor perfil de tolerancia. A
pesar del apoyo a la recuperacion que supone el factor de crecimiento, este tipo de
movilizacidbn no estd exento de los riesgos inherentes a una quimioterapia

aplasiante.

El efecto movilizador del G-CSF administrado en una situacion de
hematopoyesis basal se apreci® por primera vez a finales de los afios 80'°.
Posteriormente, Sheridan et 4/, estudiaron la aplicacion practica inmediata de este
efecto®. En este estudio, tras la administracién de 12 pg/Kg al dia de G-CSF se
consiguié multiplicar por 58 la cifra basal absoluta de CFU-GM en la sangre
periférica. Este efecto permitia recolectar un nimero suficiente de progenitores
como para acelerar la dindmica de injerto respecto de controles histéricos de TMO
autdlogo al ser administrados concomitantemente con la medula. A partir de este
estudio, la movilizacion con G-CSF se extendid como una de las alternativas mas
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atractivas para el TPH. Sus ventajas mas importantes residen en su buena tolerancia
clinica y en la excelente reproducibilidad de la dindmica de movilizacion, gracias a la
cual la recoleccion celular se puede programar de forma precisa. Ademas de ello,
estudios posteriores han confirmado como este régimen es capaz de movilizar de
forma potente tanto progenitores con un grado intermedio de diferenciaciéon como
progenitores inmaduros™*®. En términos de células CD34+ totales, la movilizacion
con G-CSF pasa por ser algo menos efectiva que la movilizacion con quimioterapia
asociada a un factor de crecimiento®* %, Sin embargo, el perfil fenotipico de los
progenitores movilizados con ambos procedimientos parece ser diferente, de tal
manera que, aun obteniendo un mayor nimero de células CD34+, las diferencias en

subpoblaciones como la CD34+/33- pueden no ser tan marcadas'®?’,

Cualquiera que sea el procedimiento de movilizacion utilizado, existe una
notable variabilidad en el resultado conseguido entre distintos pacientes. El espectro
va desde pacientes en los cuales se consiguen movilizaciones excepcionales que
multiplican por mas de 100 su cifra basal de PH circulantes hasta aquellos en los
gue no se consiguen unos niveles minimos que permitan recoger una cifra adecuada
de PH tras repetidas aféresis por lo que se hace preciso intentar una nueva
movilizacién. Los factores que determinan la eficacia de la movilizacion no han sido
definitivamente definidos. En este sentido, es razonable investigar la influencia de
distintos factores que pueden alterar la reserva medular del paciente, como
tratamientos citostaticos previos, infiltracion medular por el tumor, etc. Una
movilizacion satisfactoria es un requisito importante para el éxito del trasplante. Es
importante profundizar en el estudio de los factores que condicionan el resultado de
la movilizacion y los datos clinicos que permiten predecirlo con cierta seguridad. El
esclarecimiento de estos factores aportaria datos interesantes para la indicacion
clinica y la planificacion del trasplante. Ademas de ello, esta informacion constituye
un paso previo importante en el desarrollo de nuevas y mas eficaces estrategias de
movilizacion que ofrezcan una alternativa a pacientes que no respondan a las
movilizaciones clasicas o que permitan recolecciones celulares mas amplias con
vistas a procedimientos de seleccion celular o purging, programas de terapia celular
con soporte celular repetido, etc.
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4 — RECOLECCION CELULAR

La obtencién de PH de sangre periférica a escala clinica para el trasplante se
basa en la utilizacién de procesadores celulares de aféresis. Estos equipos son
capaces de separar componentes sanguineos a escala clinica, de forma automatica y
en un sistema cerrado. Un mecanismo de centrifugacién permite discriminar los
distintos componentes de la sangre de acuerdo a su densidad. Las caracteristicas
morfoldgicas y la densidad de los PH son similares a las de las células linfoides. Por
otra parte, los PH representan un porcentaje minimo de los leucocitos, casi siempre
inferior al 1% incluso después de una movilizacion satisfactoria. Una separacion
basada simplemente en la centrifugacion y adaptada para recoger grandes
cantidades de células (procesando litros de sangre) no es capaz de diferenciar estos
PH de la celularidad linfoide y monocitica. Por ello, los programas de recoleccion de
PH de SP mediante leucoaféresis intentan recoger en realidad toda la poblacion de
células mononucleares, con la seguridad de que entre ellas se encuentran las células

progenitoras.

Los procesadores mas idoneos para la recoleccion de PH son los
denominados de flujo continuo. Estos sistemas utilizan simultdneamente durante
todo el proceso dos accesos venosos, uno para extraer la sangre del paciente o
donante y otro para devolvérsela deplecionada del componente que esta
recogiendo. De esta manera se consigue que el volumen de sangre en el circuito
extracorporeo sea minimo y que la devolucién al paciente de sangre anticoagulada
con quelantes del calcio sea paulatina, y con todo ello, una mejor tolerancia. En
conjunto, en los procesadores de flujo continuo es posible procesar mayores
volimenes de sangre y conseguir un rendimiento mejor que con los de flujo
discontinuo (equipos que utilizan una sola via por la que extraen y devuelven la

sangre alternativamente).

Entre los procesadores mas utilizados para la recoleccién de PH se encuentra

el Fenwall CS-3000 (Fig. 3-A). Este aparato realiza una separacion en dos fases. La
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sangre pasa a través de unas bolsas encajadas en unas camaras rigidas con un
relieve interno especial, y dentro de ellas se somete a la fuerza centrifuga. La
primera cdmara que atraviesa la sangre, llamada cdmara de separacion, aparta los
hematies y granulocitos, que son devueltos al paciente directamente, de los
restantes componentes sanguineos. Esta ultima fraccion, denominada plasma rico
en componentes, es bombeada hacia la segunda camara, llamada cémara de
recoleccion (Fig. 3-C). El relieve interno de esta camara hace que, sometido este
producto a la fuerza centrifuga, la parte mas densa del plasma rico en componentes
—las CMN- quede retenido en la bolsa mientras el plasma y la mayor parte de las

plaguetas salen de ella para ser devueltos al paciente.

Otro procesador celular de uso muy extendido es el Cobe Spectra (Fig. 3-D).
En el programa tradicional para recoleccion de CMN, las células son bombeadas en
el interior de una camara alargada que se encaja en la centrifuga formando una
circunferencia que gira alrededor de su eje (Fig. 3-E). De esta manera, los distintos
componentes de la sangre se ordenan dentro de esta camara, disponiéndose las
fracciones mas densas en la periferia. Unas toberas de salida dispuestas en sentido
radial surgen de distintos puntos del interior de la cdmara para recoger los distintos
componentes. La tobera que surge de la parte intermedia del interior de la camara
recogera la fraccion que ocupa la interfase entre el plasma y los hematies: la

delgada capa leucoplaquetar, que incluye las CMN.

El procesador celular Fresenius AS-104 también permite la recoleccién de PH
de sangre periférica en un sistema de flujo continuo. Las sangre es bombeada hacia
una camara en forma de elipsoide que se amplia en uno de sus extremos. Esta
camara gira permanentemente sobre su eje mientras la capa de CMN se va
acumulando en este extremo. La bomba de recoleccion va recogiendo
intermitentemente esta fraccion en los momentos en que los sensores detectan la
acumulacién de una cantidad suficiente de células. Son las llamadas fases de

spiflover o desbordamiento.
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Figura 3 — Procesadores celulares de aféresis. El procesador Fenwall CS3000 (A) tiene un
rotor (B) que contiene dos prensas enfrentadas para alojar sendas bolsas del sistema
desechable. Las bolsas van aprisionadas entre unas camaras rigidas con un relieve interno
(C) que hace que las células queden en el interior de la bolsa y el sobrenadante salga. El
procesador Cobe Spectra (D) tiene un rotor que aloja una cdmara circunferencial en la que
se hace la separacion. Unas toberas de salida en sentido radial (E) parten de distintas
alturas: la que surge de la periferia recoge los hematies, la del centro la interfase
leucoplaquetar y la de la zona mas central el plasma.

La eficiencia de recoleccidon de estos equipos se puede ver comprometida por
distintas circunstancias. Las mas habituales son las relacionadas con el acceso
venoso. Salvo casos excepcionales, la recoleccion de PH para uso autdlogo se debe
llevar a cabo a través de accesos venosos de doble luz y de gran calibre. Los
catéteres tunelizados de larga duracion, tipo Hickman, presentan la ventaja de
poder ser utilizados tanto para la recoleccion como para el trasplante posterior

(reinfusion celular, infusion de medicacion, toma de muestras, monitorizacion de
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presion venosa, etc). Sin embargo, no son raros los problemas para extraer sangre
del catéter (especialmente a flujos altos y continuos, como exigen las maquinas de
aféresis) derivados de bandas de fibrina que comprimen su trayecto intravascular
ejerciendo un efecto valvula, malposiciones, acodamientos, trombosis, etc. Ademas
de las dificultades en el acceso venoso, en ocasiones hay problemas de tolerancia
clinica, casi siempre derivados de episodios de hipocalcemia por efecto del citrato
utilizado como anticoagulante. Por su parte, también puede haber problemas
derivados de limitaciones de los sistemas de recoleccion (saturacion de las camaras
de la CS-3000 en pacientes con gran leucocitosis, problemas para mantener estable

la interfase en la Cobe Spectra cuando hay interrupciones del flujo, etc).

La recoleccion de PH persigue una poblacion celular escasa, valiosa y
efimera, puesto que se encuentra en la SP en virtud de un proceso de movilizacion
inducido farmacoldgicamente y de duracién limitada. Por ello, es de gran
importancia desarrollar procedimientos que garanticen una recoleccion eficiente que
permita aprovechar a fondo los dias criticos de maxima movilizacién. El interés por
el estudio de los factores que influyen la eficacia de la recoleccion se enmarca en
esta blsqueda de eficacia y seguridad en un proceso de importancia capital para el

éxito del trasplante.
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5 — CRIOPRESERVACION

El producto celular recolectado por aféresis debe mantenerse en unas
condiciones que garanticen su viabilidad hasta el momento adecuado para su
reinfusion. Aun en los casos en que el trasplante sigue inmediatamente a la
recoleccion, este periodo de tiempo rara vez es inferior a una semana. Se trata del
tiempo minimo necesario para concluir la recoleccién, administrar el tratamiento de
acondicionamiento -precedido de la hidratacion y premedicacion correspondientes- y
respetar un periodo de entre uno y tres dias para que el organismo metabolice y
elimine completamente los citostaticos. Aunque se han ensayado otras

67. 139

alternativas , el procedimiento mas utilizado para conservar los PH durante este

intervalo es la criopreservacion.

Existen distintas teorias para explicar el dafio celular inducido por frio.
Cuando exponemos a temperaturas varios grados inferiores a 0° C un conjunto de
células suspendidas en un medio liquido con solutos de caracteristicas similares al
plasma comienza la formacion de hielo cristalino a partir de los llamados centros de
nucleacion heterogénea **. Estos son conjuntos de moléculas agrupadas al azar a
los cuales se van incorporando nuevas moléculas de agua a medida que se forma un
cristal de hielo. Estos nlcleos heterogéneos se forman fundamentalmente en el
espacio extracelular; en el interior de la célula es mas dificil su formacion por el
menor nimero de moléculas de agua libre y el efecto protector de la membrana. La
formacion de los cristales extracelulares va incorporando moléculas de agua vy
liberando los solutos, con lo que la osmolaridad aumenta progresivamente. El agua
intracelular sale de la célula para compensar este efecto, lo que conduce a la
deshidratacion celular. Si el enfriamiento es suficientemente lento, este efecto
puede conducir a la muerte celular por mecanismos no totalmente esclarecidos,
pero en los que la deshidratacion y la reduccién del tamafio celular tienen un papel

importante!*1%2,
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Por otra parte, si la reduccion de temperatura es rapida es posible evitar la
salida de agua de la célula, pero a costa de que aumente la probabilidad de
formacion de nlcleos heterogéneos y cristales de hielo intracelulares, que pueden
contribuir a la destruccion celular mecénica'®. El cambio del estado liquido al sélido
es otro momento critico para la congelacion celular, en el que se libera una
importante cantidad de calor. Si es posible alcanzar temperaturas en torno a los
400°C bajo cero, el riesgo para la célula disminuye. Esta es la temperatura eutéctica
de este sistema, a la cual se produce la nucleacion homogénea o vitrificacion, con
formacién de cristales amorfos, sin estructura cristalina, que no dafian las

estructuras celulares®.

Para conseguir alcanzar este estado evitando el dafio celular por cualquiera
de los mecanismos descritos es preciso recurrir a sustancias crioprotectoras. Se han
utilizado distintos agentes capaces de lograr este efecto por diferentes mecanismos,
pero el mas utilizado desde hace afios en la conservacion de PH es el dimetil
sulféxido (DMSO). Varias propiedades de este compuesto contribuyen a proteger las
células del dafio inducido por frio. Por una parte, es un agente coligativo, capaz de
ligar moléculas de agua. Los mecanismos de nucleacion heterogénea descritos
dependen de la presencia de agua libre, congelable. EI DMSO reduce el agua
disponible para los cristales, haciendo que permanezca en su sitio manteniendo el
equilibrio osmdtico. Por otro lado, la viscosidad el DMSO aumenta de forma
importante al descender la temperatura, lo que dificulta la formacidn de una
estructura cristalina y favorece la vitrificacion. Junto a todo ello, el DMSO es una
sustancia extraordinariamente liposoluble, lo que posibilita su rapida difusion al
interior de la célula. En contrapartida, este agente tiene un efecto tdxico sobre la
célula a temperatura ambiente, por lo que es preciso reducir al minimo el tiempo de
contacto con las células en estas condiciones. La dilucién del DMSO libera calor, y su

incorporacion rapida a la suspension celular puede producir un dafio osmético.

Para garantizar un descenso de la temperatura homogéneo y progresivo, a
un ritmo adecuado (entre 19 y 3°C por minuto hasta alcanzar la temperatura de
vitrificacion) se utilizan camaras de criopreservacion programada. Estos dispositivos

van suministrando el nitrégeno liquido necesario para descender la temperatura de
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la cdmara al ritmo previsto por un programa informatico configurable segun el tipo
celular. En el momento del cambio de estado el sistema genera un enfriamiento
suplementario para compensar la liberacidon de calor. Una vez superada la
temperatura de vitrificacion, el descenso se puede producir a un ritmo mayor. La
congelacién programada seglin este esquema en presencia de un 10% de DMSO es
un procedimiento reproducible y seguro para garantizar la viabilidad de los PH*.
Tras la criopreservacion programada, el almacenamiento a temperaturas inferiores a
—120°C, ya sea en tanques de nitrdgeno liquido o en ultracongeladores mecanicos
(Fig. 4), permite la conservacién de un producto celular Util para el trasplante
durante largo tiempo'®. Algunos autores han sugerido que simplemente con

temperaturas inferiores a —80°C es posible una conservacion satisfactoria, al menos

a corto plazo'*.

Figura 4 - Alternativas para la conservacion de PH. Izquierda: ultracongelador mecanico
capaz de mantener temperaturas por debajo de —120°C. Derecha: tanques de nitrdgeno
liquido, que mantienen —196°C en la fase liquida y entre —140°C y —196°C en la fase de
gas.

En el momento preciso para su reinfusion es recomendable descongelar
rapidamente el producto celular, lo que se suele llevar a cabo en un bafio a 37°C en
dos o tres minutos. Una descongelacion mas lenta supone un riesgo de
recristalizacion intracelular, por la coexistencia en la bolsa de zonas parcialmente
descongeladas con zonas congeladas alin a temperaturas muy bajas*®’. Una vez

descongelado, la practica habitual es infundir el producto celular al paciente en el
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curso de pocos minutos para evitar el efecto toxico del DMSO a temperatura

ambiente sobre las células.
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6 - ACONDICIONAMIENTO

La capacidad terapéutica del TPH autdlogo reside en el tratamiento con altas
dosis de quimioterapia, asociada o no a radioterapia, durante el llamado
acondicionamiento. En este caso, el trasplante de PH en si no es sino la estrategia
que permite administrar un régimen tan intensivo sin comprometer el
funcionamiento del sistema hematopoyético a medio y largo plazo. En esto se
diferencia del trasplante alogénico, en el que el efecto inmunoterapico conocido

como /njerto contra tumor desempeiia un papel fundamental.

Los primeros regimenes utilizados para el trasplante autdlogo coincidieron
con los que se venian utilizando para el trasplante alogénico de medula dsea. El
propio término ‘acondicionamiento” ya refleja el objetivo que se consideraba
primordial en estos tratamientos: preparar la medula dsea para que pudiera injertar
en ella el sistema hematopoyético del donante. Para ello se consideraba
imprescindible erradicar la hematopoyesis del paciente mediante una quimioterapia
completamente mieloablativa, ademas de profundamente inmunosupresora. Por
afadidura, las indicaciones primordiales del trasplante eran las leucemias, con lo
que el efecto mieloablativo resultaba terapéutico en si mismo. Con estas premisas,
las combinaciones de agentes alquilantes a dosis cercanas al maximo tolerable
resultaron una de las alternativas preferidas por los clinicos. La combinacién de
busulfan y ciclofosfamida ha sido y sigue siendo uno de los regimenes mas utilizados
para el trasplante, tanto autdlogo como alogénico de leucemias agudas vy

crénicas*?.

A medida que el TPH autdlogo fue adquiriendo entidad propia y sus
indicaciones se abrieron hacia otras neoplasias linfoides, fueron apareciendo
regimenes de acondicionamiento con un caracter diferente. En su disefio prevalecid
la idea de combinaciones de farmacos activos contra el tumor en cuestion y

apropiados para su utilizacion a dosis altas. Con este enfoque comenzaron a
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utilizarse regimenes como el BEAC'*® y el CBV'* en linfomas. En el mieloma, el
trasplante de PH posibilito la escalada hasta dosis cercanas a las maximas tolerables
del que histéricamente ha sido el farmaco mas importante para el tratamiento de

150151 Dosis de hasta 140 mg por m2 de melfaldn han

esta neoplasia: el melfalan
sido utilizadas sin trasplante de PH. Sin embargo, utilizando el trasplante autdlogo la
morbilidad de este régimen disminuye considerablemente, y es posible escalar hasta
dosis de 200 mg/m? e incluso mayores. Es una de las demostraciones mas claras del
sentido que va tomando el trasplante autélogo de PH: el recurso que permite tolerar
un tratamiento eficaz. El tratamiento DICEP de alta dosis para carcinoma de ovario
avanzado, administrado sin soporte con PH, tuvo en una serie una mortalidad del
12,5%, lo que conduce a un resultado global sin evidencia de beneficio frente a
otros tratamientos menos tdxicos'®2. El mismo régimen administrado como
acondicionamiento de un trasplante de PH presenta una morbi-mortalidad

sensiblemente inferior!.

En el carcinoma de mama, uno de los primeros regimenes utilizados, a raiz
de los estudios de William Peters et /. >, fue el esquema STAMP-I (ciclofosfamida,
cisplatino y BCNU), que se asocié con una toxicidad no desdefable. Posteriormente,

7154 se disefid el

en un intento de buscar "una alternativa mas suave y mas amable
régimen STAMP-V, a base de ciclofosfamida, tiotepa y carboplatino®, que se ha
convertido en el régimen mas utilizado a nivel mundial para el trasplante autdlogo

en cancer de mama.

A lo largo de la evolucion del TPH autdlogo se han ensayado un numero
realmente limitado de regimenes de acondicionamiento. El disefio de estos escasos
regimenes pocas veces se ha basado en datos experimentales de escalada de dosis
y un numero aun menor ha sido probados en estudios prospectivos amplios de
grupos cooperativos’®. Los estudios para el desarrollo de nuevos regimenes de
acondicionamiento que exploren las posibilidades de nuevos farmacos'®*® o de
nuevos esquemas de administracion®® ' y su posterior ensayo en estudios
controlados son esenciales para llegar a conocer y aprovechar a fondo todo el

potencial del trasplante hematopoyético.
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7 — TIEMPO DE INJERTO HEMATOPOYETICO Y MORBILIDAD DEL
TRASPLANTE

La administracion del régimen de acondicionamiento viene seguida unos dias
después de un periodo de aplasia profunda, reflejo de la intensa toxicidad de este
tratamiento sobre los PH medulares. Las complicaciones derivadas de esta aplasia
son el origen de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad que sufren los

pacientes sometidos a un TPH autdlogo a corto y medio plazo*®#! 43 53, 5556, 158,

Unas horas después de su reinfusion, los PH desaparecen de la SP y anidan
en los territorios medulares, donde comienzan su proliferacion y diferenciacion'***¢,
Sin embargo, hasta unos dias después los recuentos de sangre periférica no reflejan
la aparicion de los elementos celulares derivados de los progenitores transplantados.
Aungue en un sentido bioldgico estricto los PH /njertan unas horas después de su
reinfusion, en un sentido clinico se entiende convencionalmente como /njerto
hematopoyético el momento en el que tenemos constancia por el hemograma de
que el paciente recupera un nimero minimo de granulocitos, leucocitos y plaquetas
independientemente del soporte transfusional. Este momento supone sin duda el
final del periodo mas critico del trasplante, y sefiala una disminucion radical del

riesgo de mortalidad infecciosa y hemorragica.

El tratamiento con quimio-radioterapia a alta dosis, unido al efecto de los
tratamientos anteriores y al efecto de la propia neoplasia del paciente, compromete
casi todos los mecanismos del sistema inmunitario'®"®?, Sin embargo, de entre
todos ellos, la profunda neutropenia es la que se asocia con un riesgo mayor a corto
plazo. Las complicaciones infecciosas son responsables de la mayoria de los
fallecimientos por causa tdxica en el postrasplante inmediato!®®. Para prevenirlas se
utilizan diversas estrategias en el manejo del paciente, como el ingreso en
condiciones de aislamiento invertido, la antibioterapia profilactica o el tratamiento

antibidtico empirico precoz de amplio espectro. Sin embargo, hasta la consecucion
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del injerto hematopoyético el riesgo de una infeccidn grave bacteriana o flngica
sigue siendo elevado. La disminucion del tiempo de injerto es lo que se persigue con

la administracion de factores de crecimiento postrasplante!®,

Sin embargo, su
mecanismo de accién pasa por estimular la proliferacion y diferenciacion de los
precursores granulociticos, por lo que en ausencia de estos, su efecto no se hace

evidente!*.

Los regimenes de acondicionamiento provocan invariablemente una
trombopenia muy severa que hace necesaria la administracion de transfusiones de
plaquetas profilacticas. A pesar de ellas, los episodios hemorragicos constituyen otra
de las complicaciones mas frecuentes en el postrasplante inmediato, incluyendo
hemorragias mayores responsables de parte de la mortalidad'*®. Ciertas situaciones
clinicas relativamente frecuentes durante la aplasia postrasplante, como las
infecciones o las toxicidades de d6rganos como el higado o la mucosa digestiva
contribuyen al problema, al aumentar el consumo periférico de plaquetas, disminuir
el rendimiento de las transfusiones, proporcionar focos de sangrado o comprometer

otros mecanismos de la hemostasia.

Junto con las infecciones y las hemorragias, la toxicidad organica no
hematoldgica de los citostaticos a alta dosis constituye otra fuente importante de
morbilidad en el TPH. Algunas de estas manifestaciones toxicas estan igualmente
ligadas por distintos mecanismos fisiopatoldgicos con la aplasia medular. Asi, se ha
demostrado la asociacion del retraso en el injerto granulocitico y la intensidad de la
mucositis’®*. A su vez, una mucositis importante se asocia de forma independiente

con la incidencia de infecciones y con la mortalidad relacionada con el trasplante®®*,

Cassileth et 4/. publicaron en el New England Journal of Medicine los
resultados de un amplio estudio cooperativo que comparaba prospectivamente
trasplante alogénico, trasplante autdlogo y quimioterapia como tratamientos de
intensificacion en primera remisién completa de la LAM 3. La conclusion principal de
este estudio fue la equivalencia entre los tres brazos en términos de supervivencia
libre de enfermedad, lo que contrastaba con los resultados de otros estudios

aleatorizados sobre el mismo tema, que encontraron mejores resultados en las



INTRODUCCION 47

ramas de trasplante®*!. Al contrario de los demas estudios, en el de Cassileth et &/.
las medulas dseas utilizadas para el trasplante autdlogo habian sido sometidas a
depuracion de células tumorales mediante incubacion con perfosfamida. Como
nosotros hicimos notar en una carta al director'®®, este procedimiento de purging es
téxico para los PH, y se asocia con un retraso en el injerto incluso en neoplasias
originadas fuera de la medula dsea como el carcinoma de mama (IN-317). En la
rama de trasplante autélogo del estudio de Cassileth et &/. las medianas de tiempo
hasta la recuperacion granulocitica y plaquetar fueron respectivamente de 32 y 64
dias, y la mortalidad en los 100 primeros dias postrasplante fue del 14%, en la
mayor parte de los casos debida a infeccién o hemorragia. Este trabajo es un claro
ejemplo de como una maniobra que compromete la precocidad del injerto tiene sus
consecuencias sobre el resultado clinico global del tratamiento.

El tiempo hasta el injerto hematopoyético es variable de unos pacientes a
otros. En términos tedricos, multiples factores podrian tener influencia sobre la
precocidad con que un paciente se recupera tras el trasplante: el tipo de neoplasia,
su extension o no a la medula dsea, la situacion de la enfermedad, el volumen de
tratamiento previo con citostaticos o con radioterapia, el acondicionamiento que se
utiliza, el nimero de PH que se trasplantan, el uso de factores de crecimiento
postrasplante, etc. Todos esos parametros y algunos mas, medidos de distintas
formas, estan a disposicion del clinico que debe tomar decisiones junto con el
paciente sobre la indicacion del trasplante, el momento idéneo para realizarlo o el
riesgo que es conveniente asumir. Como hemos comentado, la precocidad con que
cabe esperar que se produzca el injerto es trascendente para esas decisiones, y por
tanto se hace necesario diferenciar el factor que influye de forma independiente de
aquel que puede actuar simplemente como el producto intermedio de la influencia
de otro o como una variable de confusién. El andlisis de todos estos factores de
forma conjunta, utilizando técnicas multivariantes y en una serie suficientemente

amplia de trasplantes es una estrategia idonea para su adecuada jerarquizacion.
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La capacidad terapéutica del trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos reside en la administracion de altas dosis de quimioterapia -en
ocasiones asociada a radioterapia- durante el tratamiento de acondicionamiento. El
trasplante celular permite que sea viable esta estrategia, pero no elimina
completamente la toxicidad hematopoyética y extrahematopoyética que conlleva un
tratamiento de tal magnitud. El trasplante hematopoyético se asocia, por tanto, con
un riesgo de morbilidad y mortalidad no desdenable, que en Ultimo término
condiciona sus resultados finales. Sin duda, la toxicidad del trasplante tiene un peso
elevado en la estimacion del balance entre riesgo y beneficio a la hora de tomar una
decision clinica sobre la indicacion de un trasplante. La principal causa intermedia de
esta morbi-mortalidad hay que buscarla en la profunda aplasia medular yatrogénica
que sigue al acondicionamiento. Este periodo de aplasia, sin duda el momento mas
critico del trasplante autdlogo, terminara gracias al injerto y desarrollo satisfactorio
de las células progenitoras transplantadas, que se manifiesta por la recuperacion
hemoperiférica de las tres series. En consecuencia, la precocidad del injerto
hematopoyético inmediato constituye un requisito imprescindible para el éxito global

del trasplante.

El intervalo desde el trasplante autdlogo de células de sangre periférica
hasta la recuperacién hematopoyética es variable. En principio, parece razonable
que multiples variables relacionadas con los pacientes o con el procedimiento
empleado puedan tener influencia sobre el tiempo de injerto. Por una parte, son
candidatos a trasplante pacientes con varias enfermedades neoplasicas de diferente
biologia y comportamiento clinico, en distintos estadios evolutivos, con distinta
afectacion medular y extramedular, habiendo recibido diferentes lineas terapéuticas
con anterioridad y con un grado variable de respuesta a dichos tratamientos. Por
otro lado, aspectos como el régimen de acondicionamiento utilizado y el manejo del
paciente tras el trasplante podrian condicionar igualmente la recuperacion
hematopoyética. Por Ultimo, cabe esperar que la dosis de progenitores trasplantados
tenga una influencia notable sobre la precocidad con que este producto consigue
restaurar la hematopoyesis. En una situacion clinica real, todos estos factores estan
encima de la mesa, a disposicion del clinico para que este incluya los mas oportunos
en su algoritmo a la hora de tomar decisiones sobre la indicaciéon, metodologia y
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pronostico del trasplante. Por tanto, es imprescindible definir cuales de estas
variables influyen de forma significativa e independiente y cuales proporcionan
informacion solapada o redundante, por actuar como productos intermediarios de la
influencia de otra variable con mas peso o por actuar como factores de confusion.
Sélo el andlisis multivariante conjunto de un ndmero suficientemente amplio de
parametros puede contribuir a jerarquizar satisfactoriamente tantos factores de

decision.

Es posible estimar la dosis de progenitores hematopoyéticos mediante
diversos procedimientos, con evidentes diferencias en cuanto a complejidad,
disponibilidad, rapidez, reproducibilidad y coste. Sin embargo, junto a dichas
caracteristicas, el factor fundamental para decidir cual es la técnica mas adecuada
ha de ser su eficacia a la hora de predecir la precocidad del injerto hematopoyético.
El recuento por citometria de flujo de la subpoblacion CD34+/33- presenta unas
caracteristicas tedricas de gran interés para la evaluacion de las células progenitoras
relevantes en el trasplante. Este factor ha sido escasamente evaluado hasta la fecha
en series clinicas. Su comparacién con otros parametros mas utilizados en la
estimacion de la calidad del producto celular, como los recuentos automaticos y los
de colonias hematopoyéticas puede proporcionar elementos de decision Utiles en la

practica clinica diaria.

Con relativa frecuencia se plantea el caso de un paciente candidato a un
trasplante autdlogo en el que no es posible recolectar una dosis celular por encima
de los umbrales generalmente aceptados para considerarla adecuada. En esa
situacion se plantea la disyuntiva entre renunciar al trasplante y asumir el riesgo
adicional que supone un trasplante con una dosis subdptima de células
progenitoras. Sin embargo, la literatura contiene escasas referencias sobre la
cinética de injerto en pacientes trasplantados con dosis bajas de células. El estudio
de grupos de pacientes que por distintas circunstancias han sido trasplantados con
dosis hoy consideradas escasas de progenitores hematopoyéticos debe contribuir a
precisar el auténtico riesgo que se asumiria al llevar adelante este trasplante y con

ello a tomar una decision clinica correctamente fundamentada.
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Durante el proceso de recoleccion celular mediante leucoaféresis es muy
conveniente tener una referencia fiable y rapida acerca del nimero de progenitores
hematopoyéticos que se espera obtener. Ello permite tomar decisiones sobre la
continuidad del tratamiento movilizador, el nimero vy la intensidad de las sesiones
de aféresis, la necesidad de nuevas movilizaciones o incluso la viabilidad del
trasplante. Si conseguimos disponer de una estimacion consistente y precoz de la
calidad del producto que se va a recolectar, el recuento definitivo de células
progenitoras en este producto una vez extraido puede adquirir un caracter

confirmatorio, sin que sea preciso retrasar la toma de decisiones.

La intensidad de la respuesta movilizadora es el factor que condiciona de
manera mas relevante la recoleccion celular. Algunos estudios publicados analizan la
influencia de distintas variables clinicas sobre la movilizacion de células
progenitoras. Sin embargo, la mayor parte de estos trabajos utiliza un régimen a
base de quimioterapia asociada a factores de crecimiento. La movilizacién con G-CSF
administrado en situacion basal parece tener una menor eficacia en la movilizacion
de células CD34+ totales, pero puede presentar ventajas evidentes, como su
predictibilidad. Algunos trabajos afirman que este tipo de movilizacion permite la
recoleccion de productos con una proporcion mayor de células CD34+/33-, lo que
sugiere que en términos absolutos la eficacia en la movilizacion de dicha
subpoblacion celular puede no ser inferior a la de los regimenes que incluyen
quimioterapia. Los Unicos datos disponibles sobre qué factores influyen en la
movilizacion de células CD34+/33- con un régimen a base de G-CSF provienen del
andlisis univariante de pequefios grupos de pacientes y de la extrapolacion de datos
de pacientes movilizados con quimioterapia. La posible relevancia clinica de la
movilizacion de células CD34+/33- para la precocidad del injerto justifica el interés
del estudio de las variables que influyen de forma independiente sobre ella en una

serie suficientemente amplia.

En definitiva, para el desarrollo de las cuestiones planteadas nos hemos

propuesto los siguientes objetivos concretos:
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1. Estudiar las variables clinicas y analiticas que influyen de forma
independiente sobre la precocidad del injerto hematopoyético inmediato en
pacientes con distintos tipos de neoplasias sometidos a trasplante de
progenitores hematopoyéticos de sangre periférica, utilizando como
indicadores directos los tiempos hasta la recuperacion granulocitica y
plaquetar y como estimadores indirectos los consumos transfusionales de

plaquetas y hematies.

2. Analizar comparativamente la eficacia de distintos parametros analiticos
empleados para estimar el nimero de células progenitoras trasplantadas
utilizando como objetivo de referencia su capacidad para predecir la
precocidad del injerto hematopoyético. Estudiar de forma particular la
relevancia clinica de la cuantificacion de células CD34+/33- en el producto

celular trasplantado.

3. Estudiar las caracteristicas del injerto hematopoyético en un subgrupo de

pacientes trasplantados con una dosis escasa de progenitores.

4. Construir un modelo de regresion capaz de estimar el nimero de células
progenitoras que sera posible recolectar a partir de parametros clinicos y

analiticos disponibles con antelacion.

5. Estudiar las variables que influyen de forma independiente sobre la
movilizacion de células CD34+/33- con un régimen a base de G-CSF

administrado en situacion basal.
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1 — PACIENTES

El trabajo analiza todos los trasplantes de progenitores hematopoyéticos
(TPH) autdlogos de sangre periférica (SP) llevados a cabo en los Servicios de
Hematologia y Hemoterapia y Oncologia Médica del Hospital Clinico de San Carlos
de Madrid entre febrero de 1992 —fecha de inicio del primer programa de TPH de
SP- y marzo de 1996.

La mayor parte de los pacientes fueron incluidos en protocolos terapéuticos
que incorporaban un tratamiento de consolidacion con altas dosis de quimioterapia y
TPH. El trabajo incluye asimismo algunos trasplantes realizados en pacientes de
forma electiva ante situaciones clinicas individuales en que se considerd la mejor
alternativa posible. la Tabla 1 recoge las situaciones clinicas en las que se indicaron

los trasplantes.

Cancer de mama Metastético (estadio IV)
Localmente avanzado (4 o mas ganglios afectados)
Inflamatorio
Linfoma no Hodgkin Segunda o sucesiva remision
Primera remision completa en linfoma folicular
Linfoma de Hodgkin Segunda o sucesiva remision
Mieloma mdltiple Primera remision
Segunda o sucesiva remision
Cancer de Ovario Estadios III y IV de la FIGO

Enfermedad recurrente quimiosensible
Leucemia aguda mieloide Segunda o sucesiva remision completa
Leucemia aguda linfoide  Segunda o sucesiva remisiéon completa
Leucemia mieloide crénica Segunda fase crénica

Otros: tumores de células germinales (carcinoma embrionario mediastinico, tumor de
Atskin, tumor de testiculo no seminomatoso), sarcoma de Ewing, sarcoma uterino.

Tabla 1 — Diagnésticos y situaciones clinicas en las que se indicaron los trasplantes.



PACIENTES Y METODOS 55

Se consideraron aptos para el trasplante los pacientes menores de 70 afos
(60 afios en los protocolos para tumores sodlidos) que no presentaran una
cardiopatia, insuficiencia hepatica, insuficiencia renal o insuficiencia respiratoria. La

presencia de metastasis cerebrales se consideré un criterio de exclusion.

El objeto primordial del TPH en estos programas fue el tratamiento de la
enfermedad minima residual. De acuerdo con ello, para su inclusion se requirié que
los pacientes se encontraran en situacién de enfermedad minima: remision completa
o buena remision parcial en los pacientes tratados con quimioterapia de induccién y
situacion de “no evidencia de enfermedad” en los pacientes tratados
quirGrgicamente. Este criterio permite asimismo comprobar la quimiosensibilidad del

tumor antes del trasplante.
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2 — EVALUACION PREVIA Y RECOGIDA DE DATOS

La decision individual acerca de la indicacién del trasplante fue adoptada por
los responsables clinicos de los Servicios de Hematologia y Oncologia. Estos fueron
los responsables de informar al paciente acerca del trasplante y sus alternativas y de
solicitar su consentimiento especifico. La informacion acerca de la movilizacion y
recoleccion de PH fue facilitada directamente por los hematdlogos responsables de

estas actividades.

Antes del trasplante cada paciente fue sometido a una evaluacién completa
del estatus de su enfermedad y de los distintos sistemas organicos. Dependiendo
del diagndstico primario del paciente y de su estadiaje inicial, estas evaluaciones
incluyeron un hemograma, pruebas de coagulacion, bioquimica general, pruebas de
funcidn hepatica, proteinas totales y proteinograma (con inmunoelectroforesis y
cuantificacion de la banda monoclonal en su caso), inmunoglobulinas, sistematico de
orina y sedimento (con cuantificacion e inmunoelectroforesis de proteinas y
excrecién de cadenas ligeras en 24 horas en su caso), aclaramiento de creatinina,
tomografia computarizada (TC) téraco-abdominal (en linfomas también cervical),
gammagrafia 6sea (tumores sodlidos), serie ésea metastasica (gammapatias
monoclonales), espirometria, test de difusion de CO, ecocardiograma con medicion
de la fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo y aspirado con o sin biopsia de

medula 6sea.

Antes de comenzar el régimen de movilizacion se implant6é a cada paciente
un catéter central tunelizado tipo Hickman 12.0 Fr de doble luz, en localizacién
subclavia. La colocacién del catéter se realizéd en una unidad de radiologia vascular
intervencionista o en quiréfano por un cirujano. Cada via del catéter se sellé con

heparina diluida con una periodicidad no superior a 48 horas.

Los datos clinicos pretrasplante fueron recogidos con anterioridad al

trasplante a partir de la historia clinica. Los datos de calidad del producto
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hematopoyético transplantado, caracteristicas de la recoleccion e injerto
hematopoyético fueron obtenidos prospectivamente en la unidad de aféresis y
procesamiento del Servicio de Hematologia y en las unidades clinicas de

Hematologia y Oncologia Médica.
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3 — MOVILIZACION

Para la movilizacion se utilizé un régimen homogéneo en todos los pacientes,
basado en una modificacion del propuesto por Sheridan et d/. (IN-6). A partir de una
situacion de hematopoyesis razonablemente basal —al menos un mes después del
Ultimo ciclo de quimioterapia- se administr6 G-CSF recombinante no glicosilado
(filgrastim; Neupogen, Lab. Amgen, Barcelona; Granulokine, Lab. Pensa, Barcelona)
a una dosis de 12 pg/kg al dia por via subcutdnea en una administracion Unica a
mediodia hasta el dia de la Ultima leucoaféresis. Todo el procedimiento de
movilizacidn y recoleccion se llevd a cabo de forma ambulatoria, salvo en pacientes

que debieran permanecer ingresados por otras causas.

Para aquellos casos en que tras una movilizacion no fuera posible recolectar
un ndmero suficiente de PH para el trasplante se planificd una segunda movilizacion
similar a la primera o con doble dosis de filgrastim. En estos casos, tan solo se han
analizado los datos de movilizacidon de la primera, si bien para el analisis del injerto

se ha contabilizado como producto infundido el total utilizado en el trasplante.
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4 — RECOLECCION CELULAR

La recoleccion celular se inici6 el quinto dia desde el comienzo de la
movilizacidn, salvo en una serie corta de pacientes consecutivos en los que comenzd
el cuarto dia. Se realizd6 una sesion diaria de leucoaféresis hasta recolectar un
numero suficiente de PH para el trasplante o bien hasta tener constancia de que la
movilizacidn se encontrara en fase regresiva y la cifra de PH en sangre periférica no
aconsejaba realizar mas por el bajo rendimiento previsible. El nimero minimo de
leucoaféresis programadas por movilizacién fue de dos (salvo en un caso en que se
realizd una Unica sesion) con objeto de evitar el riesgo de contaminacion o deterioro

accidental de un producto Unico.

El criterio para considerar un producto como suficiente e interrumpir las
recolecciones se modificd con el tiempo como resultado de analisis interinos de la
propia serie. En un primer momento, se utilizo el criterio de intentar conseguir una
cifra superior a 4 x 10%/kg células mononucleares (CMN) con mas de 4 x 10%kg
unidades formadoras de colonias granulocitico-monociticas (CFU-GM). Tras un
primer analisis preliminar de la serie, se adoptd como criterio el intentar alcanzar 1,5
x 10%/kg células CD34+/33- medidas por citometria de flujo . Un segundo analisis de
nuestra serie’® y la comunicacién de los primeros resultados de otros grupos
trabajando con dicha subpoblacién®® nos llevaron a rebajar esta cifra hasta 1,2 x
10%/kg células CD34+/33-.

Las leucoaféresis se llevaron a cabo en procesadores celulares de flujo
continuo, procesando entre dos y tres volemias de sangre total (excluyendo el
anticoagulante) por sesion. Se utilizd ACD-A como Unico anticoagulante. A lo largo
de la serie se utilizaron procesadores celulares Fenwall CS-3000 plus, Cobe Spectra
y Fresenius AS-104. El procesador CS-3000 plus se utilizd con flujo de entrada entre
40 y 60 ml por minuto, con la cdmara SVCC de 50 ml y con dos programas
diferentes, uno que fijaba el umbral del detector de interfase en 115 y la velocidad

de la centrifuga en 1400 revoluciones por minuto y otro con umbral en 150 y
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centrifuga a 1600 revoluciones. En el procesador Cobe Spectra se utilizd con la
version 4 de software con el programa convencional de recoleccion de CMN, y una
proporcion de anticoagulante entre 1:12 y 1:14. El procesador AS-104 se utilizd con
volimenes de buffy-coat y de spillover entre 5 y 7 ml. Como se ha comentado
anteriormente, la recoleccion celular se llevo a cabo de forma ambulatoria, salvo

ingreso del paciente por otra causa.

El rendimiento en la recoleccion de CD34+/CD33- o simplemente
“rendimiento”de una leucoaféresis lo definimos como la relacion entre el nimero de
células CD34+/CD33- recolectadas en una sesion y el nimero de estas células
presentes en la sangre periférica del paciente (en una volemia) antes de dicha
sesion, expresado en tanto por ciento. Para su calculo se utilizé la siguiente férmula:

N© de CD34+/CD33- recolectadas

Rendimiento = x 100
CD34+/CD33- en SP previa x volemia

En los primeros pacientes de la serie se realizd tras la movilizacion una
extraccién de PH de medula dsea y se almacend como producto de reserva para el

caso de un eventual fallo de injerto.
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5 — PROCESAMIENTO, CRIOPRESERVACION Y CONSERVACION
CELULAR

Los productos de aféresis fueron procesados y criopreservados
inmediatamente en la mayor parte de los casos. Cuando no fue posible procesarlos
inmediatamente se almacenaron a 4° C y fueron criopreservados al dia siguiente,

antes de cumplirse 24 horas de su obtencion.

Para su criopreservacion los productos fueron diluidos con plasma autdlogo
recolectado durante la sesion de leucoaféresis para ajustarlos a una concentracion
final de entre 50 y 70 x 10%/I células totales. Tras esta dilucion fueron repartidos en
bolsas de criopreservacion Gambro DF-200 o Baxter Cryocyte 9957 y refrigerados en
hielo picado. A este producto se afadidé lentamente y con agitacion suave una
solucion refrigerada de dimetil sulféxido (DMSO) al 20% en medio 199. Las bolsas
asi preparadas, con un volumen maximo de 200 ml cada una y una concentracion
final de DMSO del 10%, se mantuvieron por debajo de 4° C hasta su

criopreservacion.

Los productos celulares se sometieron a criopreservacion programada en un
sistema Cryoson BV-10. Tras una rampa inicial de atemperacion de 20 minutos de
duracién, el sistema iniciaba el descenso programado de temperatura con un
objetivo para el termopar de la muestra de 19 C por minuto. En el momento del
cambio de estado el sistema aumentaba el suministro de nitrdgeno liquido durante
unos minutos para compensar la liberacion de calor. Tras el cambio de estado se
programd un ritmo de descenso de 1° C por minuto hasta los -40° C seguido de 2°
C por minuto hasta —60° C y de 5° C por minuto hasta —100° C. Alcanzada esa
temperatura, las bolsas fueron introducidas para su almacenamiento en la fase
liguida de un tanque de nitrégeno o en un congelador mecanico de —140° C.

Los productos conservados a —140° C fueron utilizados antes de 3 meses

desde su criopreservacién. Los almacenados en nitrégeno liquido (a —196° ) también
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se emplearon en su mayor parte en el curso de pocas semanas, si bien en caso

necesario se considerd apropiada su conservacion durante mas de un ano.
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6 — ACONDICIONAMIENTO

Una vez comprobado que el paciente reunia todos los requisitos
mencionados para la indicacion del trasplante y que el producto recolectado se
consideraba suficiente se planeaba el ingreso para el tratamiento de
acondicionamiento. La tabla 2 resume los regimenes de acondicionamiento
utilizados. Como es habitual, se contabiliza como “dia cero” el de la infusion del

producto celular.

REGIMEN | DIAG FARMACOS REF
STAMP-V CcM CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 800 mg/m? 56
Nii’e' ™ CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m’+ CB 800 mg/m? + MTZ 20 mg/m’
% 2 cM CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 1000 mg/m? + MTZ 30 mg/m?
; 3 cM CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 1200 mg/m? + MTZ 40 mg/m? 5
%( 4 CcM CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 1400 mg/m? + MTZ 50 mg/m?
g 5 M CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 1600 mg/m? + MTZ 45 mg/m?
6 cM CPA 6 g/m? + TT 500 mg/m?+ CB 1400 mg/m? + MTZ 40 mg/m?
BEAC LNH BCNU 300 mg/m? + VP16 800 mg/m? + ARAC 800 mg/m? + CPA 140 148
mg/kg
CBV LH BCNU 300 mg/m? + VP16 600 mg/m? + CPA 6 g/m? 149
BuCy MI\L,II\’,IEA’ BU 16 mg/kg + CPA 120 mg/kg 147
Melfalan MM Melfaldn 200 mg/m? 150
DI}EI-EP Co, TG CP 150 mg/m? + VP16 900 mg/m? + CP 4,5 g/m? 153

Tabla 2 Regimenes de acondicionamiento utilizados. Abreviaturas: Diag.: diagndstico; Ref.:
referencia; CM: cancer de mama; LNH: linfoma no Hodgkin; LH: linfoma de Hodgkin; MM:
mieloma multiple; LA: leucemia aguda; LMC: leucemia mieloide crdnica; CO: cancer de
ovario; TG: tumor de células germinales; CPA: ciclofosfamida; TT: tiotepa; CB:
carboplatino; MTZ: mitoxantrone; VP16: etopdsido; CP: cisplatino.
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En una parte de las pacientes con carcinoma de mama (CM) se utilizd el
protocolo STAMP-V, a base de ciclofosfamida (CPA) 1,5 g/m?/dia durante 4 dias
(dosis total: 6 g/m?), carboplatino (CB) 200 mg/m?/dia durante 4 dias (dosis total:
800 mg/m?) y Thiotepa (TT) 125 mg/m?/dia durante 4 dias (dosis total: 500
mg/m2)56.

Las restantes pacientes con CM fueron incluidas en un protocolo prospectivo
de escalada de dosis a partir del régimen STAMP-V >’ Dicho protocolo comprendié
la adicién de dosis crecientes de mitoxantrone junto con un aumento de la dosis de
CB (ver la Tabla 2). Tras cinco pasos de escalada de dosis, se alcanzaron
toxicidades limitantes de dosis en forma de mucositis y tubulopatia renal y se acepto
como dosis maxima tolerada la combinacién de CPA 6 g/m?, CB 1,4 g/m?, TT 500
mg/m? y mitoxantrone 40 mg/m?, todos ellos repartidos en 5 dias. Los niveles
mayores de escalada de dosis se administraron junto con terapia “anti-TNF” a base
de ciprofloxacino 500 mg/12 h VO, dexametasona 4 mg/12h 1V y pentoxifilina 2

g/24 h 1V en infusién continua®.

En los pacientes con linfoma no Hodgkin se utilizd el protocolo BEAC, a base
de BCNU 300 mg/m? 1V el dia -6, etopdsido 100 mg/m? IV cada 12 horas del dia -5
al -2 (dosis total: 800 mg/m?), citarabina 200 mg/m? IV cada 24 horas los dias -5 al
-2 (dosis total: 800 mg/m?) y CPA 35 mg/kg IV cada 24 horas los dias -5 al —2
(dosis total: 140 mg/kg)** 1,

Los pacientes con linffoma de Hodgkin recibieron el régimen de
acondicionamiento CBV, consistente en BCNU 300 mg/m? IV el dia -5, etopdsido
100 mg/m? IV cada 12 horas del dia -5 al -3 (dosis total: 600 mg/m?) y CPA 1,5

g/m? 1V cada 24 horas los dias =5 al —2 (dosis total: 6 g/m?) 1169,

Los primeros pacientes con mieloma incluidos en el programa, asi como los
diagnosticados de leucemia aguda y leucemia mieloide crénica recibieron el régimen
Bu-Cy de Santos et 4., a base de busulfan 1 mg/kg VO cada 6 horas del dia -7 al -4
(dosis total: 16 mg/kg) y CPA 60 mg/kg IV al dia los dias =3 y -2 (dosis total: 120
mg/kg) 147, 169.
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A partir de septiembre de 1994 los pacientes con mieloma multiple fueron
acondicionados con melfalan 100 mg/m2 IV al dia durante dos dias (dosis total: 200
mg/mz) 150

Las pacientes con carcinoma de ovario fueron incluidas en un programa de
doble trasplante con el régimen DICEP de alta dosis (HD-DICEP)', En este
protocolo, los pacientes recibieron cisplatino (CP) a dosis de 75 mg/m? al dia los dias
1y 5 (dosis total: 150 mg/m?), VP16 a 300 mg/m? al dia los dias 1 al 3 (dosis total:
900 mg/m?) y CPA a 2,25 g/m?* al dia los dias 4 y 5 (dosis total: 4,5 g/m?). Este
mismo régimen fue utilizado en dos enfermos con tumor de células germinales.

Entre los dos trasplantes medid un intervalo entre dos y tres meses.
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7 — REINFUSION CELULAR

Transcurrido un margen de seguridad de entre 48 y 72 horas tras el final de
la quimioterapia de acondicionamiento se procedié a la reinfusion del producto

celular.

Se utilizd una premedicacion a base de actocortina 100-200 mg 1V,
metoclopramida 10 mg IV, desclorfeniramina 5 mg IV y furosemida 10-20 mg IV. La
infusion se llevd a cabo en la habitacion de aislamiento del paciente con control de

constantes y presion venosa central.

Las bolsas de producto celular —con un volumen maximo de 200 ml cada
una- se descongelaron en un bafio térmico a 38° C durante 2 a 3 minutos.
Inmediatamente después de su descongelacion fueron infundidas en frio sin lavar en
un tiempo inferior a 15 minutos. La infusion se llevé a cabo a través de un filtro de
170 micras y por una via venosa central, con un intervalo entre bolsas de 15 a 20

minutos.

En los pacientes incluidos en el programa de doble trasplante, el producto
celular obtenido tras una unica movilizacién fue repartido para el soporte de ambos
tratamientos. En el resto de los casos, la totalidad del producto extraido en las
leucoaféresis fue infundido, sin almacenar producto de reserva. Tampoco fue
preciso reinfundir en ningln caso los PH medulares recogidos como producto de

reserva en los primeros pacientes de la serie.

Como se ha mencionado anteriormente, el dia de la infusion se considerd

como “dia cero” para la cuantificacion de la cinética del injerto.
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8 — MANEJO CLINICO DEL PACIENTE Y CRITERIO TRANSFUSIONAL

Los pacientes permanecieron ingresados en habitaciones individuales con
medidas de aislamiento invertido simple mientras el recuento de granulocitos
permaneci6 por debajo de 0.5 x 10°/. Para los pacientes con tumores hematoldgicos
se utilizaron habitaciones con aire filtrado a presion positiva dentro de una unidad
de aislamiento especifica. El cuidado corri6 a cargo de equipos médicos y de
enfermeria con experiencia en el manejo de pacientes oncohematoldgicos criticos y
presencia fisica las 24 horas. Se realizaron controles analiticos con periodicidad
diaria (hemograma, creatinina, ionograma, urea) o dos veces por semana
(bioguimica general, coagulacion, etc). Se utilizaron quinolonas de amplio espectro y

antifungicos azolicos por via oral de forma profilactica.

En caso de fiebre o focalidad infecciosa durante la neutropenia se instaurd
inmediatamente tratamiento antibidtico con una cefalosporina de tercera generacion
con actividad antipseudomona asociada a un aminoglucésido y a un glicopéptido o
alternativamente una quinolona de amplio espectro intravenosa asociada a un
glicopéptido. En caso de nuevo pico febril o persistencia de fiebre tras 4-7 dias del

inicio de los antibioticos se afiadié anfotericina B.

La mayor parte de los pacientes recibié factores de crecimiento
hematopoyéticos tras el trasplante con objeto de acelerar la recuperacion
granulocitica. Los pacientes con neoplasias hematoldgicas fueron incluidos en dos
protocolos prospectivos randomizados sucesivos que investigaban este aspecto. Los
primeros pacientes fueron randomizados entre tres brazos: uno sin factor de
crecimiento, otro que recibia 5 ug/kg al dia de filgrastim por via subcutanea a partir
del dia +1 hasta el injerto granulocitico estable y un tercero que recibia la misma
dosis de filgrastim pero a partir del dia +7 postrasplante. Este estudio demostro la
mayor rapidez en el injerto de los brazos con G-CSF respecto del brazo sin factor de
crecimiento, pero no hubo diferencias entre el inicio el dia +1 o el dia +7. Tras

cerrarse este estudio, se puso en marcha otro que randomizaba a los pacientes
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entre un brazo con filgrastim a la dosis mencionada desde el dia +7 y otro con
molmograstim (GM-CSF) a la misma dosis y también desde el dia +7. Los pacientes
con tumores sdlidos recibieron en su mayor parte 5 pg/kg de filgrastim subcutaneo

desde el dia +1.

Se administraron transfusiones profilacticas de plaquetas ante recuentos
inferiores a 20 x 10%1. Las transfusiones fueron en su mayor parte productos de
donacién dirigida mediante aféresis, en ocasiones dividiendo un producto para 2
transfusiones. En ausencia de plaquetas de aféresis se administraron dosis de 10
unidades por kg de peso de plaquetas random procedentes de donaciones de
sangre total. Se procurd la transfusion plaquetaria isogrupo siempre que fue posible.
Ante la sospecha de refractariedad inmunoldgica (bajos rendimientos transfusionales
en ausencia de otras causas de consumo plaquetar) se administraron ciclos de
inmunoglobulina humana poliespecifica IV a altas dosis (0,4 g/kg/dia durante 5
dias). En casos de retraso prolongado del injerto plaquetar (mas alld de seis
semanas) en ausencia de causas de consumo plaquetar acelerado, el umbral para la
transfusion profilactica se bajé hasta 10 x 10°%/1.

Se indicaron transfusiones de hematies ante recuentos inferiores a 9 g/dl de
hemoglobina. Salvo circunstancias excepcionales, el nimero minimo de unidades de

hematies concentrados (UHC) transfundidos cada vez fue de dos.
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9 — EVALUACION ANALITICA

El seguimiento analitico de los pacientes incluydé -entre otras
determinaciones- un hemograma previo a la movilizacién (en situacion basal), y un
hemograma diario durante los dias de extraccion celular y desde el tratamiento de
acondicionamiento hasta la recuperacion hematopoyética. Los hemogramas se
realizaron mediante contadores celulares Coulter STKR o Technicon H1 y recuentos
diferenciales manuales en los pacientes en recuperacion. A partir de abril de 1994 se
comenzaron a realizar recuentos de células CD34+/CD33- en sangre periférica los
dias de las leucoaféresis segin la técnica especificada mas adelante. A partir de
octubre de este mismo afio, se comenzd a realizar asimismo un recuento basal
(antes de comenzar la movilizacién). Como se especifica en la descripcion de las
variables, los datos aportados por estas analiticas han sido utilizados en el analisis

estadistico de la serie.

Para el analisis de los productos celulares utilizados en el trasplante se
tomaron muestras de la bolsa de recoleccién tras deshacer los agregados y agitar
prolongadamente el producto. Las muestras fueron introducidas en tubos con EDTA
y se comenzaron a procesar antes de una hora. En cada una de ellas se realizaron
recuentos celulares automaticos, recuento diferencial manual, cuantificacion de
unidades formadoras de colonias granulocito-monociticas (CFU-GM) y -a partir de
febrero de 1993- cuantificacion de células CD34+/CD33- por citometria de flujo,
ademas de los controles microbioldgicos, de viabilidad y de presencia de
enfermedad residual. Nuevas muestras para controles de calidad del producto
fueron extraidas tras el procesamiento y al adicién de DMSO pero antes de la
criopreservacion y tras la descongelacion y filtrado del producto para su infusion.
Los resultados de los recuentos de estas muestras fueron contrastados con los de la
muestra inicial para investigar cualquier discrepancia. Para el presente estudio se
han utilizado los resultados obtenidos en el producto en fresco, antes de su

procesamiento.
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9.1 — Recuentos celulares

La cuantificacion de células nucleadas totales (CT) se llevd a cabo mediante
contadores celulares automaticos. De cada muestra se realizaron dos recuentos con
dos contadores diferentes: un Technicon H1 y un Coulter STKS. Un tercer recuento
realizado en una nueva muestra (la extraida tras el procesamiento pero antes de la
criopreservacion) sirvio como control adicional. Cualquier discrepancia mayor del
10% entre ambos recuentos fue investigada. Las muestras se diluyeron hasta una
proporcion de 1:10 con suero salino antes de los contajes automaticos. Para el
andlisis estadistico se han tenido en cuenta los recuentos de la muestra pre-
procesamiento proporcionados por el contador Coulter. La variable estudiada, como
se indica mas adelante, es el nimero de CT por kg de peso. La formula utilizada

para hallar este dato es la siguiente:

Leucocitos x 10°/I en muestra x Volumen de la
diluida al 1:10 bolsa en ml
CTx10%Kg =

PesoenKg x 10

Como se ha mencionado en el fundamento cientifico del trabajo, la
estimacion de células mononucleares (CMN) puede realizarse mediante los
recuentos automaticos o de forma manual, sin que hoy en dia esté aclarado cual de
los dos procedimientos resulta mas apropiado en el TPH. En este trabajo se han
estudiado ambos tipos de recuentos. Para la estimacion automatica se utilizod el
recuento diferencial del contador Technicon H1l. Se sumaron los porcentajes
atribuidos a los canales de linfocitos, monocitos y LUC (/arge unstained cells). En
este Ultimo canal el contador H1 incluye células de tamafio grande negativas tras la
tincion de peroxidasas. En un producto de leucoaféresis para trasplante
generalmente hay un porcentaje no despreciable de LUC, entre las cuales pueden
incluirse elementos linfoides y monociticos inmaduros, células blasticas y otros
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progenitores hematopoyéticos. Por este procedimiento, las células inmaduras pero
con diferenciacion granulocitica (promielocitos, mielocitos, etc) quedan excluidas del

recuento de CMN.

El recuento manual de CMN se llevd a cabo en un frotis del producto de
aféresis tefiido con colorante de Wright y examinado por un hematdlogo. Se
incluyeron en el recuento todas las células de nicleo Unico aunque presentaran
diferenciacion granulocitica (promielocitos y mielocitos), y se excluyeron todas

aquellas con nucleo indentado o multiple (a partir de metamielocito).

En uno y otro caso, el porcentaje de CMN hallado en el recuento diferencial
se aplicd al nimero de CT por kg de peso hallado segin la formula sefialada mas

arriba.

9.2 — Cultivos de CFU-GM

Para el cultivo de CFU-GM se prepard en primer lugar una capa alimenticia o
feeder layer en medio semisdlido. Brevemente, se prepard una solucién de agar al
0,5% en medio de cultivo McCoy ‘s 5A con penicilina, estreptomicina y glutamina y
plasma rico en leucocitos obtenido por sedimentacion simple de muestras frescas de
sangre periférica de donantes sanos. Esta capa se dejo solidificar en placas de Petri.
En estas capa se sembraron las muestras celulares previamente resuspendidas en
medio McCoy s 5A con antibidticos y glutamina y un 20% de suero de ternera fetal
descomplementado. No se afadieron mas factores de crecimiento exdgenos. Se
sembraron 3 placas por muestra. Las placas asi sembradas se cultivaron durante 14
dias en una estufa a 37° C con 5% de CO2 y en ambiente saturado de humedad. Al
cabo de este tiempo, las placas fueron examinadas en fresco mediante un
invertoscopio. Los resultados se expresaron como numero de unidades formadoras

de colonias x 10 por kg de peso del paciente.
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9.3 — Citometria de flujo

La estimacion de PH mediante citometria de flujo se basoé en la cuantificacion
de la subpoblacion de células CD34+/CD33-. En un principio se escogi6 esta
subpoblacion celular con base en consideraciones teoricas. Al tratarse de un
fenotipo celular correspondiente a progenitores hematopoyéticos no comprometidos
hacia la linea mieloide podria constituir un buen estimador de la calidad de un
producto celular cuyo fin era generar un injerto estable multilineal. Esta hipdtesis se
investigd en varios analisis preliminares sucesivos a medida que la serie de
trasplantes iba creciendo. Al comprobarse la idoneidad de este marcador para
predecir un injerto multilineal se adoptd como estandar en el programa de
trasplante. En ninglin momento se llegd a utilizar la determinacion de células CD34+

totales ni se compard este marcador con la subpoblacion CD34+/33-.

Para el estudio citométrico se utilizaron muestras del producto de aféresis o
de sangre periférica conteniendo 2,5 x 10° células totales. Los hematies fueron
lisados mediante el sistema Coulter Immunoprep Epics Leukocyte Preparation
System. Tras dos lavados con soluciéon tampdn PBS con 0,3% de albdmina sérica
bobina se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad con una mezcla de
anticuerpos. Esta comprendia 10 pl de anti CD34 Q-BEND 10 conjugado con
ficoeritrina (Immunotech) y 1,5 pl de anti CD33 conjugado con FITC (Clon 251 de
Caltag). El andlisis citométrico de dos colores se llevd a cabo con un equipo Coulter
Epics Profile II. El estudio se llevd a cabo en una poblacion seleccionada
previamente por su baja complejidad citoplasmica (side scatter). Los porcentajes
obtenidos (con respecto al nimero total de células de la muestra) fueron aplicados
al recuento de CT obtenido con anterioridad en el caso del producto de aféresis o al

recuento leucocitario de sangre periférica en su caso.
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10— ANALISIS ESTADISTICO

10.1 — Variables

Los datos clinicos del paciente previos al autotrasplante fueron recogidos de
la historia clinica durante la serie de leucoaféresis o el dia de la reinfusién celular.
Las variables analiticas y técnicas relacionadas con los procesos de aféresis y los
estimadores de calidad del injerto (recuentos celulares, de colonias y citometria de
flujo) se obtuvieron directamente de los registros de la Unidad de Aféresis. Los
datos clinicos referentes al injerto y a la evolucién postinfusion fueron recabados de
la historia clinica del paciente y de los hematdlogos y oncdlogos clinicos
responsables de su asistencia. Los datos sobre consumo de hemoderivados se

obtuvieron directamente de los registros del Banco de Sangre.

Con objeto de preservar toda la informacion estadistica aportada por las
variables continuas se han mantenido como tales, evitando su transformacion en

variables categoricas.

A continuacion se detalla cada una de las variables empleadas como

independientes o dependientes a lo largo de las distintas partes del estudio.

o

Edad. Expresada en afios

o Volemia. En litros, calculada mediante tablas en funcién del peso vy la talla.

o Grupo sanguineo ABO.

o Diagndstico. Para su analisis se transformd en mudltiples variables dicotomicas

(variables dummy). Con objeto de mantener un tamafio muestral suficiente,

para el andlisis estratificado se consideraron cuatro grupos: cancer de mama,
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linfoma, mieloma y otros. Dentro del grupo ‘“linfoma” se incluyeron Ila
Enfermedad de Hodgkin y el linfoma no Hodgkin, una vez comprobada la falta

de diferencias relevantes entre estos dos grupos en las variables de andlisis.

o Estadio. Variable estudiada exclusivamente en el subgrupo de cancer de mama y
como variable dicotémica: metastatico vs. no metastatico.

0 Medula dsea previa. Infiltracidn medular por el tumor en algin momento de la

evolucion de la enfermedad. Variable dicotomica

0 Medula dsea en el momento del trasplante. Infiltracion medular en la evaluacion

pretrasplante. Variable dicotomica

o Enfermedad extramedular. Presencia de enfermedad en cualquier localizacion no

medular en la evaluacién pretrasplante. Variable dicotémica.

o Remision completa. Presencia de remision completa o estatus de “no evidencia
de enfermedad” (en el caso de tumores solidos) en la evaluacion pretrasplante.

Variable dicotomica.

o Radioterapia previa. Tratamiento previo con radioterapia en algin momento de

la enfermedad. Variable dicotomica.

o Numero de lineas de tratamiento previas. Nimero de lineas recibidas desde el
diagndstico de la enfermedad. La radioterapia se consideré una linea de

tratamiento.

o Numero de ciclos de quimioterapia recibidos. Ciclos recibidos desde el

diagnostico de la enfermedad.

o Leucocitos basales. Cifra absoluta de leucocitos (x 10%1) en SP antes de la

movilizacion
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0 Plaguetas basales. Cifra absoluta de plaquetas (x 10°/) en SP antes de la

movilizacion.

0 CD34+/33- basd. Cifra absoluta de células CD34 (x 10%/1) en SP antes de la

movilizacion.

o Porcentaje de CD34+/33- basad. Porcentaje respecto del total de leucocitos en
SP antes de la movilizacion.

o Incremento de leucocitos. Cociente entre la cifra de leucocitos en SP el 52 dia de

movilizacién y la cifra basal.

o Incremento de plagquetas. Cociente entre la cifra de plaquetas en SP el 52 dia de

movilizacion y la cifra basal.

o Incremento de CD34+/33-. Cociente entre la cifra absoluta de CD34+/33- en SP
el 52 dia de movilizacién vy la cifra basal.

o Incremento del porcentaje de CD34+/33-. Cociente entre el porcentaje de
CD34+/33- respecto del total de leucocitos en SP el 5° dia de movilizacion vy el
porcentaje basal.

o Leucocitos el 59 dia de movilizacion.

0 Plaguetas el 5° dia de movilizacion.

o Porcentaje de CD34+/33- el 5° dia de movilizacion. Respecto del total de

leucocitos en SP.

0 CD34+/33- en SP el 59 dia de movilizacion. Cifra absoluta x 10°/I.

o Pico de CD34+/33- en SP. Cifra maxima de CD34+/33- en SP alcanzada durante

la movilizacién (x 10%/1).
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o Dia de maxima movilizacion. Dia en que se alcanza el pico de CD34+/33-,
contado desde el primer dia de administracion de G-CSF. Codificado como
variable categdrica con tres valores: 4°, 50 y 6° dia y transformado en variables

dicotémicas multiples (dummy) para el anélisis.

o MNdmero de leucoaféresis.

o Leucoaféresis problematica. Se considerd6 como tal aquella en la que por
cualquier causa, generalmente por problemas relacionados con la continuidad
del flujo a través del catéter central, en alguno de los procedimientos de aféresis
hubo interrupciones frecuentes, multiples alarmas, duracion excesiva del

proceso, etc. Variable dicotdmica.

o Células totales (CT). Nimero total de células recolectadas entre todas las

aféresis. Expresado x 108 por kg de peso.

o Porcentaje de células mononucleares (micro). Porcentaje de CMN obtenido tras

el examen microscopico con tincion de Wright del frotis del producto de aféresis.

o Células mononucleares (micro). Nimero total de CMN obtenidas x 10%/kg (segln

el examen microscopico).

o Porcentaje automatico de células mononucleares. Porcentaje de CMN en el
producto de aféresis segin el hemograma del contador Technicon H1, que
incluye tincién de peroxidasas. Se sumaron para obtener el porcentaje de CMN
los de los canales de linfocitos, monocitos y LUC (/arge unstained cells o células
grandes peroxidasa negativas).

o Células mononucleares (recuento automatico). Numero total de CMN x 10%/kg

segln el porcentaje automatico.

o Porcentaje de CD34+/33-. Porcentaje respecto del nimero de CT en los

productos obtenidos.
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o CD34+/33-. Numero total de células CD34+/33- x 10%kg en el producto de

aféresis.

o0 CD34+/33- por dia de aféresis. Numero de células CD34+/33- x 10%/kg dividido
entre el nUmero de aféresis realizadas.

o CD34+/33- por volemia procesada. Nimero de células CD34+/33- x 10°kg
dividido entre el numero total de volemias procesadas en las distintas aféresis.

o CFU-GM. Nimero de unidades formadoras de colonias granulocito-monociticas x

10%/kg en el producto de aféresis.

o Acondicionamiento. Esquema de quimioterapia de acondicionamiento empleado.
Variable categdrica que para el andlisis se transformé en mdltiples variables

dicotomicas (dummy).

o CSF postrasplante. Administracion de factor de crecimiento postrasplante.
Variable con cuatro categorias: ningin CSF, G-CSF desde el dia +1, G-CSF desde
el dia +7 y GM-CSF desde el dia +7. Para otros analisis se transformd en

variable dicotdmica: sin factor de crecimiento versus con factor de crecimiento.

o Tiempo de injerto granulocitico. Dias desde la infusion celular (“dia 0”) hasta que
el paciente después del periodo de aplasia vuelve a alcanzar 0,5 x 1071

granulocitos en SP.

o Tiempo de injerto plaguetar. Dias desde la infusion celular (“dia 0”) hasta que el
paciente después del periodo de aplasia vuelve a alcanzar 20 x 10%/I plaquetas

durante dos dias consecutivos no debidas a transfusion.

o Transfusiones de plaguetas. Nimero de transfusiones de plaquetas, ya sea una
bolsa de plaquetas de aféresis o una unidad por cada 10 kg de peso de

plaquetas random, administradas en el postrasplante.
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o Concentrados de hematies (CH). Nimero de bolsas de CH transfundidas en el

postrasplante.

10.2 — Estadistica descriptiva y estudio de normalidad

Para comprobar la hipdtesis de la distribucion normal de las variables

continuas se utilizd el Test de Kolmogorov-Smirnov con la Correccion de Lilliefors.

Las medidas de centralizacién y dispersion utilizadas para las variables no
normales fueron la mediana y los valores extremos. En algunas ocasiones se ha
incluido también el rango intercuartilico (RIC). En el caso de las variables de
distribucion normal se han empleado la media con intervalo de confianza del 95% y

la desviacion tipica (DT).

En algunas ocasiones se utilizan gréficos de caja y bigotes para la
presentacion de resultados. Este tipo de graficos muestra una caja cuyos extremos
inferior y superior corresponden respectivamente con los cuartiles primero y tercero.
En el interior de la caja una linea muestra la mediana muestral. De la parte inferior y
superior de la caja surgen unas lineas —los bigotes- que alcanzan los valores

extremos de dicha variable, excluyendo los outliers.

Los tiempos de injerto, por tratarse de variables temporales e incluir
observaciones incompletas (censored values) -que serian los pacientes que fallecen
antes de conseguir la recuperacién hematopoyética completa- se estudian con
técnicas de analisis de supervivencia. Se han utilizado curvas de Kaplan-Meier y los
tiempos de injerto granulocico y plaquetar se expresan en forma de mediana
actuarial con intervalo de confianza del 95%.
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Junto con la presentacion descriptiva de los resultados de movilizacion se
analiza la significacion estadistica del descenso en la cifra de plaquetas tras la
administracion de G-CSF. Para ello se utilizd el Test de los Rangos con Signo de

Wilcoxon para muestras pareadas.

10.3 — Analisis de los factores que influyen sobre el injerto

Como variables dependientes para esta parte del estudio se escogieron
cuatro parametros. Dos de ellos son estimadores directos del tiempo de
recuperacion hematopoyética: el tiempo de injerto granulocitico y el tiempo de
injerto plaquetar, tal y como estan definidos mas arriba. Los otros dos cuantifican el
consumo transfusional: el nimero de transfusiones de plaquetas y el de unidades de
CH transfundidas. Puesto que el manejo clinico de los pacientes incluyd
transfusiones profilacticas en presencia de anemia o trombopenia, son estimadores
indirectos de la velocidad de injerto, y ademas el nimero de CH aporta informacion

sobre la precocidad y estabilidad del injerto en la serie eritroide.

En primer lugar se estudié con técnicas univariantes la relacion entre cada
una de las variables independientes y cada una de las cuatro variables dependientes
mencionadas. Para estudiar la influencia de las variables dicotdmicas sobre los
tiempos de injerto se utilizé el Test de Log-Rank (como hemos mencionado antes,
son variables temporales con observaciones incompletas). Para estudiar su
influencia sobre el consumo transfusional se utilizd el test de Mann-Whithney en el
supuesto de que alguno de los grupos definidos en la variable dependiente por la
variable dicotdmica siguiera una distribucion distinta de la normal (lo mas frecuente
en la practica). En los casos en que ambos grupos seguian la distribucién normal se
utilizd la prueba de T para dos muestras, una vez comprobada la igualdad de
varianzas. Las variables categdricas con mas de dos categorias se transformaron en

variables dicotémicas mlltiples (variables dummy) segun los criterios especificados
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mas arriba, y el analisis se realizd con cada una de estas variables dicotdmicas. Para
el estudio univariante de la relacién entre una variable independiente continua y
cualquiera de las variables dependientes -igualmente continuas- se utilizd el Test de

Correlacion por Rangos de Spearman.

Para el estudio multivariante de las variables temporales (tiempos de injerto
granulocitico y plaquetar) se utilizd el Test de los Riesgos Proporcionales o Test de
Cox. Se tuvieron en cuenta para el modelo todas aquellas variables con una
influencia significativa o cercana a la significacion (P > 0,1) sobre la variable
dependiente en el analisis univariante previo. Las variables fueron introducidas hacia
delante segin el aumento de la razéon de verosimilitud. El supuesto de
proporcionalidad de los riesgos fue analizado mediante el analisis de curvas /og
menos log y la introduccién de covariables dependientes del tiempo como términos
de interaccion. Asimismo se evitd la presencia simultanea en el modelo de variables
con alta colinealidad (correlacion entre ellas > 0,8). Se requirié la presencia de al
menos ocho casos por cada variable independiente introducida en el analisis del
grupo global y de al menos seis para el andlisis estratificado. Para las variables
significativas se presenta el valor de P y el riesgo relativo (relative hazard) con su

intervalo de confianza del 95%.

El estudio multivariante de los factores que influyen sobre el consumo
transfusional se realizd mediante regresion lineal mdltiple. Se tuvieron en cuenta
todas aquellas variables con una influencia significativa o cercana a la significacion
sobre la variable dependiente en el analisis univariante previo. Se utilizd el método
de entrada de variables hacia delante con un limite de probabilidad de F para la
entrada de 0,05 y para la salida del modelo de 0,1. Se evitd la presencia simultanea
en el modelo de variables con alta colinealidad (correlacion entre ellas > 0,8 6
tolerancia < 0,05). Se presenta la P para cada variable y el coeficiente de correlacion

no estandarizado (B) para cada variable con su intervalo de confianza del 95%.

Debido a la relevancia clinica de la diferencia entre las distintas neoplasias en
las que se utiliza el trasplante hematopoyético (frecuencia de infiltracion medular o

de sangre periférica, comportamiento clinico y bioldgico, modalidades de
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tratamiento, etc), reflejada asimismo en la significacion estadistica de la variable
diagndstico, se decidié realizar un analisis estratificado. Todo el estudio uni y
multivariante de factores sobre el injerto hematopoyético fue repetido en tres
subgrupos diagndsticos: cancer de mama, linfoma (Hodgkin y no Hodgkin) y

mieloma mudltiple.

10.4 — Analisis comparativo de los estimadores de calidad del

producto

Se ha considerado como criterio de calidad primordial la consecucion de un
injerto hematopoyético precoz. En consecuencia, la calidad del producto celular
utilizado en el trasplante se ha valorado en la medida en la que es capaz de
garantizar este injerto. Se han considerado estimadores de calidad del injerto
aquellas variables que intentan cuantificar directa o indirectamente el nimero de
PH. En este apartado se presenta el estudio univariante de la relacion de cada uno
de estos parametros con los tiempos de injerto mediante diagramas de dispersion.
Esta relacion, asi como la de los distintos estimadores entre si, se han analizado
mediante el Coeficiente de Correlacion por Rangos de Spearman, dado que la mayor
parte de las variables no seguian la distribucion normal. Posteriormente, la variable
CD34+/33- se ha transformado en intervalos para facilitar la extrapolacion y la
aplicacion practica de los resultados. La comparacion entre los intervalos se ha

estudiado con el test de Log Rank.

10.5 — Analisis del injerto en trasplantes con bajas cifras de PH

Para estudiar taxativamente la precocidad del injerto en los enfermos que

recibfan un nimero escaso de progenitores se analizd el grupo de pacientes que
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fueron transplantados con una cifra por debajo del percentii 10 de células
CD34+/33- o de CFU-GM. Se escogieron estos dos parametros por ser los que
habian mostrado mayor consistencia para estimar la calidad del producto celular en

el andlisis anterior.

10.6 — Analisis predictivo de la recolecciéon de PH

En este caso, el objetivo del analisis no era simplemente estudiar si una serie
de factores influyen significativamente sobre una determinada variable dependiente,
sino intentar predecir el resultado de esta variable con la mayor precision posible. La
variable que se escogié como punto final fue la cifra total de células CD34+/33-
recolectadas. Se escogid este parametro como objeto de la estimacion por haber
resultado en los analisis anteriores el mas adecuado de los estudiados para estimar

el nimero de PH en la clinica.

Al tratarse de un modelo predictivo, se buscd su validacion en una muestra
distinta a la utilizada para su calculo. Para ello, se dividié asimétricamente la serie
de trasplantes descrita en dos grupos: un grupo de calculoy un grupo de validacion.
El criterio fue cronoldgico; se incluyeron en el grupo de validacion los Ultimos 32
trasplantes realizados. Todos los anteriores fueron incluidos en el grupo de calculo y

utilizados para derivar el modelo.

En el grupo de célculo se llevo a cabo en primer lugar un estudio univariante
utilizando el Test de Mann-Withney o el Coeficiente de Correlacién de Spearman en
variables dicotdmicas y continuas respectivamente. Las variables con varias
categorias fueron transformadas para el analisis en variables dicotdmicas mdltiples

(variables dummy) como se comentd anteriormente.

Las variables significativas o cercanas a la significacion fueron probadas en la

construccién de un modelo de regresion lineal simple, siempre dentro del grupo de
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calculo. Se considerd adecuado este procedimiento a pesar de la desviacion de las
variables continuas respecto de la distribucion muestral por el elevado tamafio
muestral. Como se menciond en el punto 10.3, se utilizd la introduccién hacia
delante paso a paso y se evitd la coexistencia de variables con alta colinealidad. Se
buscé la definicion de un modelo con el mayor coeficiente de determinacion

corregido (Rc) y un nimero reducido de variables para facilitar su uso.

El modelo de regresion definido en el grupo de célculo fue utilizado para
predecir la cifra de células CD34+/33- en el grupo de validacion. El valor calculado

con esa formula fue comparado con el valor real.

10.7 — Analisis de los factores que influyen sobre la movilizaciéon

En este apartado el objetivo era estudiar qué factores influian de forma
independiente sobre el resultado de la movilizacion de PH. Se escogié como punto
final la cifra de células CD34+/33- en SP el quinto dia de movilizacion.
Naturalmente, no se pretendié predecir con precision esta cifra en funcion de
variables previas del paciente como el diagndstico, el estatus de la enfermedad, etc,

y por ello no se planted la validacion de este modelo.
Los métodos de analisis fueron los mismos que para el consumo de

hemoderivados y la recolecciéon de PH: los Tests de Spearman y Mann-Whitney en el

estudio univariante y la regresion lineal multiple en el multivariante.

10.8 — Programa informatico
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Para el manejo y andlisis de los datos y la elaboracion de algunos graficos se

ha utilizado el paquete estadistico SPSS version 9.0.1.

Para la elaboracion de los restantes graficos y la edicion del trabajo se ha

utilizado el procesador de textos Microsoft Word 2000.
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1- CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES Y LOS TRASPLANTES

Se han incluido en el analisis un total de 211 trasplantes de PH consecutivos
realizados a 203 pacientes durante el periodo de estudio. No ha sido excluido ningun
trasplante llevado a cabo en nuestro hospital durante este intervalo de tiempo
(febrero de 1992 a marzo de 1996). Ocho de los pacientes (5 con cancer de ovario,
dos con sarcoma de Ewing y una con mieloma mudltiple) fueron sometidos a dos

trasplantes sucesivos, con un

PACIEN TRASPLAN intervalo de uno a tres meses
TES TES entre ellos.
Carcinoma de mama 111 111
Estadios II y III 40 40 La  distribucién  por
Estadio IV 71 71 diagnésticos de los pacientes es
Linfoma no Hodgkin 33 33 la siguiente: 111 con carcinoma
Mieloma multiple 25 26 de mama —40 loco-
Linfoma de Hodgkin 14 14 regionalmente avanzado y 71
. . metastatico-, 33 con linfoma no
Carcinoma de ovario 6 11
) Hodgkin, 25 con gammapatia
Leucemia mieloide crénica 3 3
monoclonal (24  mielomas
Leucemia aguda mieloblastica 3 3 ,
multiples y un plasmocitoma
Leucemia aguda linfoblastica 2 2 , o .
0seo solitario), 14 con linfoma
Sarcoma de Ewing 2 4 i .
de Hodgkin, 6 con carcinoma
Tumor germinal 2 2 . .
de ovario, 3 con leucemia
Carcinoma micr.de pulmén 1 1 L , .
mieloide cronica, 3 con
Sarcoma uterino 1 1 leucemia aguda mieloblastica, 2
TOTAL 203 211 con leucemia aguda linfo-
blastica, 2 con sarcoma de
Tabla 3 — Diagndsticos Ewing, 2 con tumores

germinales, 1 con carcinoma
microcitico de pulmén y 1 con sarcoma uterino (Tabla 3).
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En la tabla 4 se recogen los trasplantes realizados con cada uno de los

regimenes de acondicionamiento utilizados en la serie.

Un total de 146 pacientes —incluyendo casi STAMP-V 39
todos los enfermos con tumores no hematoldgicos- .
Escalada de dosis
recibieron G-CSF subcutaneo a partir del dia +1 desde STAMP-V 72
postinfusion. De los restantes pacientes, 34 Nivel 1 12
. , . L. Nivel 2 20
recibieron G-CSF desde el dia +7 postinfusion, 18 Nivel 3 14
no recibieron ningUn factor de crecimiento y 13 m:z::g g
recibieron GM-CSF desde el dia +7. En la tabla 5 se Nivel 6 19
detalla la pauta de administracion de factores de BEAC 34
crecimiento postrasplante segun los grupos BuCy 24
diagndsticos de estratificacion. En los pacientes con
) ) ) ) HD-DICEP 14
carcinoma de mama esta variable ha sido excluida
s CBV 13
del analisis.
Melfalan 10
La edad de los pacientes en el momento del Otros 5

trasplante estuvo comprendida entre 17 y 67 afios,

. o Tabla 4 — Regimenes de
con una media de 45,4 y desviacion tipica de 11,7. acondicionamiento
Las medias de edad en los distintos grupos
diagndsticos fueron de 45 afios (IC 95%: 44-47; DT: 8,8) en el de cancer de mama,
40 afios (IC 95%: 36-44; DT: 13,1) en el de linfoma y 56 afos (IC 95%: 53-58;

DT:6,6) en el de mieloma.

GLOBAL MAMA LINFOMA MIELOMA
No % No % No % No %
G-CSF dia +1 146 69 109 98 9 19 8 31
G-CSF dia +7 34 16 2 2 19 40 10 39
Ning(in CSF 18 9 0 0 11 23 4 15
GM-CSF dia +7 13 6 0 0 8 17 4 15
TOTAL 211 111 47 26

Tabla 5 — Factores de crecimiento administrados postinfusion.
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La Tabla 6 recoge los estimadores del volumen de tratamiento
quimioterapico recibido y las caracteristicas relativas a la extension de la

enfermedad antes de la movilizacién y el trasplante.

GLOBAL MAMA LINFOMA MIELOMA
Med | Med | Med | Meq  MN-
max max max max
Lineas de tratamiento 2 16 1 1-3 2 16 1 15

previas

Ciclos de quimioterapia

L 8 2-31 6 2-15 11 6-26 8 4-31
recibidos

Ne %6 Ne ) Ne 2 Ne 26
Trasplante hematopoyético 14 7 0 0 5 11 1 4
previo
Tratamiento previo con
radioterapia 44 21 22 20 15 32 4 15
Inﬂltrauor_m de medula 6sea 56 27 2 2 21 45 25 %
en cualquier momento
Infiltracion medular en el
momento del trasplante 23 1 1 1 7 3 13 50
Enfermedad extramedular
en el momento del 55 26 32 29 13 28 8 31
trasplante
Remisidon completa en el 139 66 77 69 31 66 10 38

momento del trasplante

Tabla 6 — Volumen de tratamiento recibido y extension de la enfermedad
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2 — ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LOS RESULTADOS

2.1 — Movilizaciéon

El tratamiento con G-CSF no produjo toxicidad grado III 6 IV de la OMS en
ningln caso. La mayor parte de los pacientes refirieron dolor éseo leve o moderado,
sensible al tratamiento con analgésicos menores.

Antes de la movilizacion los pacientes presentaban una mediana de 5,2 x
10%/1 leucocitos y 255 x 10%/I plaquetas. El tratamiento con G-CSF durante cinco dias
multiplicé la cifra de leucocitos por un factor de entre 2,6 y 72,3 con una mediana
de 7,2. El quinto dia de movilizacion los pacientes presentaban una mediana de 37,7

x 10%/1 leucocitos, con un minimo de 14,8 y un maximo de 107 x 10°%/I.

En contraste, tras cinco dias de tratamiento con G-CSF la cifra de plaquetas
disminuyd en el 83% de los pacientes. Antes de la movilizacién los pacientes
presentaban una mediana de 255 x 10°/I plaquetas, con valores extremos de 99 y
602 x 10%I. El quinto dia de movilizacién la mediana de plaquetas fue de 213 x
10°%/1, con un minimo de 77 y un maximo de 343. La diferencia entre las plaquetas
basales y las medidas el quinto dia de movilizacidn oscil6 entre +96 x 10°/1 y -278 x
10%/1, con una mediana de -41 x 10%I. El factor medio de multiplicacién de las
plaquetas con la movilizacion fue de 0,83 (DT: 0,19; IC 95%: 0,79-0,87), lo que
supone un descenso del 17% en el recuento. La diferencia entre los recuentos de
plaquetas pre y postmovilizacion alcanzo significacion estadistica (p < 0,0005 en el

Test de los Rangos con Signo de Wilcoxon).

La disminucion en el recuento plaquetario se hace también evidente al
analizar por separado los distintos grupos diagndsticos: cancer de mama (0,83; IC
95%: 0,78-0,88; DT: 0,18), linfoma (0,8; IC 95%: 0,67-0,93; DT: 0,25) y mieloma
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(0,83; IC 95%: 0,74-0,92; DT: 0,15). En la Figura 5 se puede apreciar como en los
tres subgrupos el tercer cuartil se encuentra por debajo de 1, indicando la
disminucion de la cifra de plaquetas. En el grupo de pacientes con mieloma, el
factor de incremento fue inferior a uno en todos los casos. En ningln caso este
descenso de la cifra de plaquetas condujo a una trombopenia clinicamente relevante
ni se produjo ningln episodio hemorragico atribuible. Tan solo 4 de los 96 pacientes
en los que se estudié este parametro presentaron un recuento inferior a 100 x 10%/I
el quinto dia, y ninguno llegd a bajar de 75 x 10%/1 (77, 81, 93 y 95).

1,256=

Factor de 1,00
multiplicacién
de la cifra de
plaquetas
durante la

MY 0,75
movilizacion

0,50=

MAMA LINFOMA MIELOMA

Figura 5 - Factor de multiplicacion de la cifra de plaquetas durante la movilizacion en los
distintos grupos diagndsticos. Refleja el cociente de la cifra de plaquetas el quinto dia de
movilizacion dividida entre la basal. La altura de la caja representa el rango intercuartilico, la
Iinea que la cruza, la mediana y los “bigotes”, los valores extremos excluyendo los outliers.

Antes de la movilizacion los pacientes presentaban una mediana de
CD34+/33- en SP de 0,94 x 10%1 células (0,12-5,3; RIC: 1), que suponian el
0,018% de los leucocitos (0.003-0,15; RIC: 0,018). Con la movilizacién, el nimero

absoluto de CD34+/33- en SP aumento en todos los pacientes, multiplicAndose por
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un factor de 25,5 (1,6-125,5; RIC: 23). El porcentaje de células CD34+/33- se
multiplicé por un factor de 3,4 (0,4-16,2).

En el 79% de los pacientes el dia de maxima movilizacién coincidié con el
quinto dia de administracion de G-CSF, en el 19% fue el sexto y el 2% restante lo
alcanzd el séptimo dia. En la Figura 6 se muestran las cifras medianas de

CD34+/33- en SP a lo largo de la movilizacion.

251

201

154

O CD34+/33- en SP

10+

Basal 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia 8° Dia

Figura 6 — Mediana de células CD34+/33- x 10%/I en sangre periférica a lo largo de la
movilizacion.

La mediana de CD34+/33- en SP el dia de maxima movilizacion fue de 21,4 x
10%/I células (1-171; RIC: 30,4), correspondiendo a un 0,054 % de los leucocitos
(0,001-0,44; RIC: 0,07). La Figura 7 refleja los resultados de la movilizacion en los

distintos grupos diagnosticos.

Un total de seis pacientes requirieron una segunda movilizacién por
estimarse insuficiente el nimero de células recogidas con la primera. Como se
menciond anteriormente, los datos analizados de movilizacion corresponden en

todos los casos a la primera.
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Mieloma o) o

Linfoma [y = o

|l CD34+/33- basal EICD34+/33- dia 5 |

Figura 7 — Efecto de la movilizacién: comparacién de las cifras de CD34+/33- en SP basal y
en el quinto dia de movilizacion.

2.2 — Recoleccioén celular

La mayor parte de los pacientes requirieron entre dos y tres aféresis para
obtener una recoleccidn suficiente para el trasplante (Fig. 8). La mediana fue de 3,
con unos extremos de 1 y 7 (contando las dos movilizaciones cuando fueron
necesarias). La mediana de litros de sangre procesados por aféresis (excluyendo el
anticoagulante) fue de 9,1 (3,4-14,7; RIC: 2,1), lo que corresponde a 2,35 volemias
(1-4,6; RIC: 0,8). En total, se procesé una mediana de 5,6 volemias por movilizacion
(2-11; RIC: 2,1).

La mediana de células totales recolectadas fue 8,5 x 10%/Kg (2,1-19,6; RIC:
4), lo que supuso 7,8 x 10%/Kg CMN medidas al microscopio (2-17,4; RIC: 3,6) 6 6 x
10%/Kg CMN medidas con el contador H1 (1,9-12,4; RIC: 2,8). En el apartado 4 de

los resultados se profundiza en la relacion entre estas variables.
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Figura 8 — NUmero total de aféresis requeridas. En ordenadas se expresa el n° de pacientes.

En el producto recolectado habia una mediana de 4,7 x 10%kg CFU-GM
(0,17-41,5; RIC: 6,9). El porcentaje de células CD34+/33- respecto de las CT fue del
0,18% (0,012-1,17; RIC: 0,27). En términos absolutos la mediana de células
CD34+/33- recolectadas fue de 1,7 x 10%/Kg (0,07-11,28; RIC: 1,7). La Tabla 7

muestra las cifras de CFU-GM y de células CD34+/33- recolectadas por aféresis y

por volemia procesada.

Total recolectado
Me#dkan Extremos
CFU-GM .
(x 10%/kg) 4,8 0,2 ; 41,5
CD34+/33- .
(x 105/ka) 1,7 0,07 ; 11,3

Total recolectado por Total recolectado por

sesion de aféresis volemia procesada
Medlian
Extremos L Extremos

0,03-31,3 1,2 0,03; 10,9

0,02-5,6 0,4 0,02; 3

Tabla 7 — CFU-GM y células CD34+/33- recolectadas por sesion de aféresis y por volemia

procesada.
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Los dias en que se consiguié una recoleccion mas efectiva fueron el 40, 50 y
6° desde el comienzo de la movilizacion (Fig. 9). Al interpretar la figura es preciso
tener en cuenta que solo en un nimero reducido de pacientes (seis) se inicid la
recoleccion el cuarto dia. En realidad, la recoleccion del 4° dia fue superior a la del
50 en sdlo 2 de estos 6 pacientes. En el 90% de los casos, el 5° dia fue el de mayor

recoleccion de células CD34+/33-.

O CD34+/33- x 10e6/kg
recolectadas

0,6

4°Dja 5°Dia 6°Dia 7°Dia 8°Dia

Figura 9 — Mediana de células CD34+/33- recolectadas segun el dia de movilizacién. Es preciso
tener en cuenta que solo seis pacientes —escogidos por su buena respuesta movilizadora-
iniciaron las aféresis el dia 4 (ver texto).

2.3 - Injerto hematopoyético

Del total de 211 trasplantes, 207 llegaron a recuperar una cifra superior a
0,5 x 10%/I neutrdfilos. Los 4 pacientes restantes (1,9% del total) fallecieron durante
la aplasia, dos en el dia +5 y dos en el dia +8, por motivos atribuibles a la toxicidad
del procedimiento (sepsis y toxicidad organica de la quimioterapia a alta dosis). Un
total de 11 pacientes (5,2% del total) no llegaron a recuperar una cifra de plaquetas

establemente superior a 20 x 10°/l. Cuatro de ellos fueron los pacientes que
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tampoco llegaron a recuperar los neutrdfilos. Los restantes fallecieron en los dias
+12, +20, +21, +22, +23, +30, +60 y +154. Sblo uno de ellos fallecid por

hemorragia.

La mediana actuarial de dias postrasplante hasta la recuperacion de 0,5 x
10°/I neutrdfilos fue de 10 (IC 95%: 10-10). Ningln paciente alcanzd esta
recuperacion antes del dia +8. Al cumplirse la segunda semana postrasplante en el
87% de los pacientes vivos se habia producido el injerto granulocitico. Para el dia
+21 mas del 99% habian recuperado la cifra de neutrdfilos. El paciente que mas
tiempo tardd alcanzé el injerto el dia +26. La Figura 10 muestra la curva actuarial

de recuperacién granulocitica.

1,0 4

Pacientes con injerto granulocitico

0,0

0 7 11 7 28
Dia postrasplante
Figura 10 — Cinética actuarial de recuperacién granulocitica. El eje de ordenadas

indica (en tanto por uno) la proporcion de pacientes que han llegado a recuperar la
cifra de 0,5 x 10°/I granulocitos.

La mediana de recuperacion plaquetar fue de 12 dias (IC 95%: 11-13).

Ningln paciente la alcanzé antes del dia +7. En términos actuariales, a las dos
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semanas presentaba mas de 20 x 10%/I plaquetas el 73% de los pacientes, y al cabo
de 21 dias, el 87%. Hubo dos pacientes que alcanzaron la recuperacion plaquetaria
en los dias +180 y +203 postrasplante. La Figura 11 muestra la cinética de

recuperacion plaquetaria.
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Figura 11 — Cinética actuarial de recuperacion plaquetar. El eje de ordenadas indica
(en tanto por uno) la proporcién de pacientes que han llegado a recuperar la cifra de
20 x 10%/1 plaquetas de forma estable y con independencia de las transfusiones

Todos los pacientes de la serie requirieron alguna transfusion durante el
trasplante. La mediana de unidades de hematies transfundidos fue de 4 (1-38; RIC:

4) y la de transfusiones de plaquetas fue de 6 (1-58).
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3 — FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE EL INJERTO
HEMATOPOYETICO

3.1 — Factores con influencia sobre la recuperacion granulocitica

La Tabla 8 resume el andlisis de la influencia de los 37 factores estudiados
sobre el tiempo de recuperacion granulocitica en la serie completa de trasplantes.
Como se puede apreciar, cuatro variables mostraron influencia significativa tras el
analisis multivariante con un modelo de riesgos proporcionales: el diagnéstico
(cancer de mama frente a los demas), la presencia de enfermedad extramedular
activa en el momento del trasplante y los nimeros de células CD34+/33- y de CFU-
GM en el producto infundido. Junto a ellos, la utilizaciéon de algin factor de

crecimiento postrasplante mostrd una influencia cercana a la significacion.

La Tabla 9 resume el resultado final del mismo analisis aplicado a los tres
subgrupos diagndsticos (omitiendo los resultados del univariante por cuestiones de
espacio). En las pacientes con cancer de mama hubo dos variables con influencia
independiente: la cifra de células CD34+/33- infundidas vy el régimen de
acondicionamiento utilizado (STAMP-V contra cualquier nivel de escalada de dosis).
Es preciso recordar que en este subgrupo todas las pacientes recibieron factor de
crecimiento postrasplante, y por tanto dicha variable no pudo ser incluida en el
analisis. En los pacientes con linfoma, la dosis de células mononucleares y la
administracion de algun factor de crecimiento resultaron significativas en el estudio
multivariante. Por Ultimo, en los pacientes con mieloma las dos variables con
influencia independiente fueron la dosis de células CD34+/33- y la administracion de

factores de crecimiento.

SIGNIFICA- VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL

VARIABLES ESTUDIADAS CION EN ANALISIS MULTIVARIANTE
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EL UNI-
VARIANTE

RR

IC 95%

Diagnéstico

+

0,018*

1,12 ; 3,6

Edad

Volemia

+

Grupo sanguineo ABO

Lineas de tratamiento previas

Ciclos de tratamiento recibidos

Radioterapia previa

Medula dsea previa

Medula dsea pretrasplante

Enfermedad extramedular pretraspl.

0,002

0,49

0,31;0,77

Remision completa pretrasplante

NUmero de aféresis

+ [+ |+ [+ |+ ]+ ]|+

Aféresis problematica

Régimen de acondicionamiento

Leucocitos basales

Plaquetas basales

CD34+/33- en SP basal

% de CD34+/33- en SP basal

Incremento de leuc. con la movilizacién

Incremento de plq con la movilizacién

Incremento de CD34+/33- en SP

Incremento del % de CD34+/33-

Leucocitos el 5° dia de movilizacion

+ [+ |+

Plaquetas el 5° dia de movilizacion

CD34+/33- en SP el 5° dia de movilizacion

% de CD34+/33- el 5° dia de mov.

Cifra maxima de CD34+/33- en SP

+ |+ |+

Dia de maxima movilizacion

Células totales infundidas

% de CMN (micro) en el producto

CMN (microscopio) infundidas

% de CMN (autom.) en el producto

CMN (automatico) infundidas

CFU-GM infundidas

0,006

1,04

1,01; 1,07

% de CD34+/33- en el producto

CD34+/33- infundidas

< 0,00005

1,28

1,14 ;1,44

Uso de algin CSF postrasplante

4|+ ]+

0,085

Tabla 8 — Influencia de las distintas variables sobre el injerto granulocitico en el grupo global de

trasplantes. + : P < 0,05

-:P>0,1 +/-:005<P<0,1

enfrentaba cancer de mama frente al resto de los diagndsticos.

* El contraste significativo fue el que




RESULTADOS 99
SUBGRUPO VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN o
DIAGNOSTICO EL MULTIVARIANTE P RR 1C35%

CD34+/33- < 0,00005 1,4 1,23 ;1,59
MAMA

Acondicionamiento* 0,012 2,14 1,18 ; 3,87

CMN 0,0009 1,36 1,14 ; 1,63
LINFOMA

CSF postrasplante 0,023 11,17 1,4, 89,2

CD34+/33- 0,004 1,95 1,23 ; 3,07
MIELOMA

CSF postrasplante 0,052 8 0,98 ; 65,3

Tabla 9 — Variables con influencia significativa en el analisis multivariante aplicado a los tres

subgrupos diagndsticos.
+:P<0,05 -:P>0,1 +/-:0,05<P<0,1
* STAMP-V vs. cualquier nivel de escalada de dosis.

3.2 — Factores con influencia sobre la recuperacion de plaquetas

El resultado de los analisis uni y multivariante realizados en el total de

trasplantes se resumen en la Tabla 10. Hasta 24 variables mostraron resultados

significativos o cercanos a la significacion en el analisis univariante. Tras el analisis

de riesgos proporcionales, tres de ellas mostraron una influencia independiente: la

dosis de células CD34+/33- infundidas, la consecucion de una remisién completa

antes del trasplante y el nimero de lineas de tratamiento recibidas. La dosis de CMN

mostré una influencia cercana a la significacion estadistica.

SIGNIFICA-
VARIABLES ESTUDIADAS CION EN EL
UNIVARIANTE

VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL
ANALISIS MULTIVARIANTE
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P RR IC 95%

Diagnostico +

Edad -

Volemia -

Grupo sanguineo ABO -

Lineas de tratamiento previas + 0,03 0,75 0,57 ; 0,97

Ciclos de tratamiento recibidos +

Radioterapia previa +/-

Medula dsea previa

Medula dsea pretrasplante

Remisién completa pretrasplante 0,018 2,11 1,32 ; 3,37

+
+
Enfermedad extramedular pretraspl. +
+
+

NUmero de aféresis

Aféresis problematica -

Régimen de acondicionamiento +
Leucocitos basales +/-
Plaquetas basales +

CD34+/33- en SP basal -

% de CD34+/33- en SP basal -

Incremento de leuc. con la movilizacién +/-
Incremento de plg. con la movilizacion -
Incremento de CD34+/33- en SP +
Incremento del % de CD34+/33- +

Leucocitos el 5° dia de movilizacion -

Plaquetas el 5° dia de movilizacion

% de CD34+/33- el 50 dia de moviliz.

+
CD34+/33- en SP el 5° dia de moviliz. +
+
+

Cifra maxima de CD34+/33- en SP

Dia de maxima movilizacion -

Células totales infundidas +

% de CMN (micro) en el producto -

CMN (microscopio) infundidas + 0,061

% de CMN (autom.) en el producto

CMN (automatico) infundidas -

CFU-GM infundidas

% de CD34+/33- en el producto

CD34+/33- infundidas < 0,00005 1,4 1,27 ; 1,57

+ |+ [+ |+

Uso de algin CSF postrasplante

Tabla 10 — Influencia de las distintas variables sobre el tiempo de injerto plaquetar en el grupo global
de trasplantes. + : P < 0,05 -:P>0,1 +/-:005<P<0,1

SUBGRUPO VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL

DIAGNOSTICO MULTIVARIANTE P RR IC 95%
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Remision completa pretrasplante 0,002 2,66 1,43 ; 4,96
MAMA CD34+/33- 0,0024 1,28 1,09; 1,49
CFU 0,036 1,04 1;1,08
LINFOMA CD34+/33- 0,0021 1,42 1,13; 1,77
Edad 0,0037 0,85 0,76 ; 0,95
MIELOMA
CD34+/33- 0,004 1,86 1,22;2,84

Tabla 11 - Variables con influencia significativa en el analisis multivariante aplicado a los tres

subgrupos diagndsticos

El resultado del andlisis estratificado segun los tres grupos diagnosticos

designados se resume en la Tabla 11.

La dosis infun-

MIELOMA

dida de células 70
CD34+/CD33-

mantiene su in-

fluencia  inde- 60

pendiente en

EDAD

cada uno de los
grupos. Ademas >0
de esta variable,

en las pacientes

40

con cancer de 0 7
mama presen-
tan in-fluencia

independiente la

14 21

28

Dias hasta >20000PL/mm3

35 2

Figura 12 — Relacidn entre la edad y el injerto plaquetar en el
subgrupo de pacientes con mieloma

obtenciéon de una remisién completa (o situacion de no evidencia de enfermedad)

antes del trasplante y la dosis de CFU-GM infundidas. En los pacientes con mieloma

la edad resultd un factor significativo en el retraso del injerto plaquetar (Fig. 12).
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3.3 — Factores con influencia sobre las transfusiones de hematies

En la Tabla 12 se presenta la influencia de las distintas variables sobre el
nimero de concentrados de hematies transfundidos. Dos variables presentaron
significacion estadistica tras el estudio de regresion lineal multiple: el nimero de
ciclos de tratamiento recibidos con anterioridad y la infiltracidn medular en el
momento del trasplante.

El mismo analisis practicado en el subgrupo de pacientes con cancer de
mama encontrd influencia independiente de dos variables: la edad y el porcentaje
de CMN determinado por medios automaticos. Hay que tener presente que la
infiltracion medular pretrasplante no pudo ser valorada en este grupo ya que
solamente fue demostrable en una paciente. En el estrato de pacientes con linfoma
el Unico factor significativo fue la presencia de enfermedad extramedular
pretrasplante. En el grupo de pacientes con mieloma, el nimero de ciclos recibidos

resultd ser la Unica variable con significacion estadistica.
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SIGNIFICACION VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL
VARIABLES ESTUDIADAS EN EL ANALISIS MULTIVARIANTE

UNIVARIANTE p B* IC 95%

Diagndstico -

Edad -

Volemia -

Grupo sanguineo ABO -

Lineas de tratamiento previas -

Ciclos de tratamiento recibidos + 0,001 0,23 0,09 ; 0,36

Radioterapia previa -

Medula dsea previa -

Medula 6sea pretrasplante + 0,008 -2,9** -5,05 ; -0,77**

Enfermedad extramedular pretraspl. +/- 0,077

Remision completa pretrasplante +

NUmero de aféresis +

Aféresis problematica -

Régimen de acondicionamiento +

Leucocitos basales -

Plaquetas basales +/-

CD34+/33- en SP basal -

% de CD34+/33- en SP basal -

Incremento de leuc. con la moviliz. +/-

Incremento de plg. con la moviliz. -

Incremento de CD34+/33- en SP +/-

Incremento del % de CD34+/33- -

Leucocitos el 5° dia de movilizacion +/-

Plaquetas el 5° dia de movilizacion -

CD34+/33- en SP el 5° dia de mov. -

% de CD34+/33- el 5° dia de mov. -

Cifra maxima de CD34+/33- en SP -

Dia de maxima movilizacion -

Células totales infundidas +/-

% de CMN (micro) en el producto -

CMN (microscopio) infundidas +/-

% de CMN (autom.) en el producto +

CMN (automatico) infundidas -

CFU-GM infundidas -

% de CD34+/33- en el producto +/-

CD34+/33- infundidas +

Uso de algin CSF postrasplante +/-

Tabla 12 — Influencia de las distintas variables sobre el consumo de concentrados de hematies peri-

trasplante en el grupo global. + : P < 0,05

-:P>0,1; +/-:0,05<P<0,1 * B= Coeficiente de

regresion no estandarizado ** La codificacion de la variable era: 1=si; 2=no. Por ello, un coeficiente
negativo indica menor consumo de hematies en los pacientes con médula no infiltrada
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3.4 — Factores con influencia sobre las transfusiones de plaquetas

La Tabla 13 muestra el analisis de la influencia de las distintas variables
sobre el nimero de transfusiones de plaquetas necesarias durante el trasplante.
Hasta 22 variables mostraron influencia significativa o cercana a la significacion
estadistica en el andlisis univariante. El estudio multivariante definié dos parametros
con influencia independiente: el estatus de remision completa pretrasplante y el

recuento de plaquetas en sangre periférica el quinto dia de movilizacion.

El andlisis estratificado mostrd influencia significativa de la remisién completa
en el grupo de pacientes con cancer de mama y de las dosis de células totales y de
células CD34+/33- infundidas en el grupo de linfoma. Ninguna variable alcanzo
significacion estadistica en el andlisis de la subpoblacion de pacientes con mieloma

mdltiple.
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SIGNIFICACION | VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL

VARIABLES ESTUDIADAS EN EL ANALISIS MULTIVARIANTE
UNIVARIANTE P B* IC 95%
Diagndstico -
Edad -
Volemia -

Grupo sanguineo ABO -

Lineas de tratamiento previas +
Ciclos de tratamiento recibidos -
Radioterapia previa +/-
Medula dsea previa -
Medula dsea pretrasplante +/-
Enfermedad extramedular pretraspl. +
Remision completa pretrasplante + 0,009 | 4,52** 1,15; 7,89
NUmero de aféresis -
Aféresis problematica +/-
Régimen de acondicionamiento +/-
Leucocitos basales -
Plaquetas basales +
CD34+/33- en SP basal -
% de CD34+/33- en SP basal +/-
Incremento de leuc. con la movilizacion. +/-

Incremento de plg. con la movilizacién. -

Incremento de CD34+/33- en SP +
Incremento del % de CD34+/33- +
Leucocitos el 50 dia de movilizacion -
Plaquetas el 5° dia de movilizacion*** + 0,009 | -0,033 | -0,06 ; -0,008
CD34+/33- en SP el 5° dia de mov. +
% de CD34+/33- el 5° dia de mov. +/-
Cifra maxima de CD34+/33- en SP +
Dia de maxima movilizacién -
Células totales infundidas +
% de CMN (micro) en el producto -
CMN (microscopio) infundidas +
% de CMN (autom.) en el producto +/-
CMN (automatico) infundidas +/-
CFU-GM infundidas +
% de CD34+/33- en el producto +
CD34+/33- infundidas +

Uso de algln CSF postrasplante -

Tabla 13 - Influencia de las variables sobre el nimero de transfusiones de plaquetas (grupo global). + :
P<0,05 -:P>0,1+/-:0,05<P<0,1* B= Coeficiente de regresion no estandarizado para la variable **
La codificacion de la variable era: 1=si; 2=no. Un coeficiente positivo indica menos transfusiones en los
pacientes en remisién *** x 10%I (de ahi el bajo valor absoluto del coeficiente de regresion)
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4- ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS ESTIMADORES DE CALIDAD
DEL PRODUCTO CELULAR TRASPLANTADO

Se han analizado cinco variables distintas que pretenden estimar el nimero
de PH trasplantados: las CT, las CMN medidas al microscopio, las CMN medidas con
el contador automatico H1, las células CD34+/33- medidas por citometria de flujo y
las CFU-GM. En este apartado se analizara en primer lugar la correlacion entre estas
diferentes mediciones. A continuacion, se estudia la correlacion de cada una de ellas
con los tiempos de injerto granulocitico y plaquetar. Por Ultimo, se realiza un estudio
comparativo de la cinética de injerto entre grupos separados segun la cifra de
células CD34+/33- infundidas.

4.1 — Correlacién entre los distintos estimadores

La Figura 13 representa la relacidn entre las distintas variables que
pretenden reflejar la cantidad de PH transplantados. El nimero de células totales
presenta una elevada correlacion con los recuentos de CMN, especialmente con el
realizado a partir del contaje diferencial microscopico (Rs = 0,94 y Rs = 0,8 para los
recuentos microscopico y automatico, respectivamente) (Figuras 13-A y 13-B). La

correlacion entre ambos recuentos de CMN es de 0,86 (Figura 13-C).

Ni el nimero de CT ni el de CMN estimado por cualquiera de los dos métodos
presentan una correlacion significativa con la cifra de células CD34+/33-. Los
coeficientes de correlacion muestran un valor absoluto inferior a 0,15 en los tres
casos (Figuras 13-C, 13-F y 13-H). La correlacion entre aquellos tres parametros y el
recuento de CFU-GM es igualmente baja, siendo tan sélo marginalmente significativa

la de las CT, a pesar del elevado tamafio muestral (Figuras 13-D, 13-G y 13-I).
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Figura 13— Diagramas de dispersion y correlaciones no paramétricas entre los distintos estimadores
del nimero de células progenitoras. Rs: coeficiente de correlacidn por rangos de Spearman
A-D: sobre estas lineas; E-J: pagina siguiente
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Por su parte, el recuento de células CD34+/33- y el de CFU-GM si que
muestran una correlacion altamente significativa entre si, con un coeficiente de

correlacion por rangos de 0,49 (Fig. 13-1).



Dias hasta =500GR/fmm3

RESULTADOS 110

4.2 — Correlacion de los estimadores con la cinética de injerto

La Figura 14 ilustra la relacion entre los recuentos de CT y CMN vy los tiempos
de recuperacién de granulocitos y plaquetas postrasplante. Es posible apreciar como
la correlacion entre estos parametros es pobre, con un valor absoluto del coeficiente
Rs igual o inferior a 0,15 en todos los casos. El coeficiente Rs tiene valor negativo,
indicando que nimeros mayores de células se relacionan con menos dias de injerto,
pero sélo en el caso de la recuperacion plaquetar estas relaciones alcanzan o se
aproximan al umbral de significacion estadistica. La correlacion con el consumo de
concentrados de hematies no es significativa en ninguno de los casos, con Rs de —
0,13 para las CT, - 0,14 para las CMN microscépicas y — 0,02 para el recuento
automatico de CMN. La relacion con el nimero de transfusiones de plaquetas

necesarias solo es discretamente mejor, con un Rs de — 0,14 (P = 0,04) para las CT,
de - 0,14 (P = 0,05) para las CMN y de - 0,12 (P = 0,09) para las CMN

microscodpicas.
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Figura 14 — Diagramas de dispersion y correlaciones no paramétricas entre los nimeros de
células totales, células mononucleares estimadas al microscopio y células mononucleares
estimadas de forma automatica y los dias hasta la consecucién del injerto de granulocitos y
plaquetas. Los pacientes que fallecen sin llegar a este injerto han sido excluidos de este
analisis. Rs . coeficiente de correlacion por rangos de Spearman

En contraste, la relacion entre la cifra de células CD34+/33- y el tiempo de

injerto granulocitico y plaquetar si que es altamente significativa (P < 0,0005), con
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unos coeficientes de correlacion por rangos de — 0,58 y — 0,57 respectivamente
(Figuras 15-A y 15-B). En la parte A de la figura se puede apreciar con claridad
coémo todos los pacientes que tardan mas de dos semanas en alcanzar el injerto
granulocitico se han trasplantado con dosis inferiores a 2 x 10°%kg células
CD34+/33-, o como todos aquellos que injertan el dia +8 (el dia en que se
produjeron los injertos mas precoces) han sido trasplantados con mas de 5 x
10%/kg. En el diagrama de recuperacién plaquetar (Fig. 15-B) se aprecia cémo
ninglin paciente trasplantado con mas de 3 x 10°/kg células CD34+/33- tarda mas
de 14 dias en recuperar la cifra de plaquetas. Algunos puntos que se destacan por
mostrar una recuperacion de plaquetas tardia (mayor de tres semanas) en pacientes
trasplantados con dosis de CD34 superiores a 1,5 x 10%kg se explican por
circunstancias clinicas de elevado consumo periférico de plaguetas, como es el caso
de una paciente con enfermedad veno-oclusiva hepatica y de otra con un neumonia

por candida.

Como se puede apreciar en la Figura 15, las relaciones entre la cifra de
células CD34+/33- y los tiempos de injerto no son lineales. Si se intenta construir
una ecuacion de regresion, modelos no lineales como el potencial o el logaritmico
presentan coeficientes de determinacién (R?) superiores al del modelo lineal. La
transformacion logaritmica de las variables es capaz de linealizar sensiblemente la
relacion y de aumentar el coeficiente de correlacion de Pearson. Sin embargo, el
coeficiente de correlacion por rangos de Spearman que hemos utilizado es mas

resistente a la falta de linealidad y no se modifica con las transformaciones.

La cifra de células CD34+/33- también correlaciona significativamente con el
consumo de concentrado de hematies (Rs = - 0,19; P = 0,02) y el nimero de

transfusiones de plaquetas (Rs = - 0,3; P < 0,0005).

El nimero de CFU-GM infundidas presenta asimismo una alta correlacion con
los tiempos de injerto (Fig. 16) asi como con las transfusiones de plaquetas (Rs = -

0,26; P < 0,0005), pero no asi con el consumo de hematies (Rs = - 0,03; P = 0,67).
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Figura 15 — Relacién entre la cifra de células CD34+/33- trasplantadas y el tiempo hasta
el injerto granulocitico (A) y plaquetar (B). Las lineas de referencia separan los tres
grupos analizados actuarialmente en el apartado 4.3.
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Figura 16 — Relacién entre la cifra de CFU-GM trasplantadas y los tiempos de injerto
granulocitico (A) y plaquetar (B).
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4.3 — Injerto hematopoyético segun el nivel de CD34+/33-

Con objeto de profundizar en la relacion entre la cifra de células CD34+/33-
y el tiempo de injerto, se ha dividido la muestra en primera instancia segun los
percentiles 20, 40, 60 y 80 de este parametro. En la Tabla 14 se resumen los datos
del injerto hematopoyético en los cinco grupos. Es posible apreciar cdmo los tiempos
de injerto disminuyen a medida que aumenta la cifra de células CD34+/33-
infundidas. El nimero de transfusiones de plaquetas es superior en los grupos con
las cifras mas bajas de CD34+/33-, con unas medianas de 10, 7, 5, 5 y 6 unidades
por trasplante. En contraste, la mediana de unidades de hematies transfundidas fue
de 4 en todos los grupos a excepcion del dltimo (> 3,49 CD34+/33-), en que resultd
3,5.

o343 | N Fallecidos Dias hasta GR > 0,5 x 10%/1 | Dias hasta PLQ > 20 X 10%/I
preinjerto Mediana Extremos Mediana Extremos
<0,74 32 5 11,5 9-26 16 8 -58
0,75-1,24 31 0 11 9-17 12,5 10-32
1,25 -2,06 31 1 10 9-16 12 7-28
2,07 -3,49 31 2 10 9-13 11 7-36
> 3,49 31 1 9 8-13 10 8-14
Desconocid | 5 2 11 8-20 12 7- 203

Tabla 14 — Tiempo de injerto hematopoyético y nimero de pacientes que fallecen antes del
injerto completo segln el nivel de células CD34+/33- trasplantadas. Se ha dividido la
muestra en cinco grupos iguales segun los percentiles 20, 40, 60 y 80 de la cifra de
CD34+/33-. Un sexto grupo muestra los resultados en los casos en que la cifra de células
CD34+/33- no se determind (primeros casos de la serie de trasplante, antes de que esta
técnica estuviera disponible).

Mas alld de la diferencia en los tiempos de recuperacion, el nimero de
pacientes que fallecen por distintas causas antes de lograr el injerto leucoplaquetar
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completo es sensiblemente mayor en los que reciben dosis bajas de CD34+/33-
(Tabla 14). En este grupo la mortalidad preinjerto alcanza el 16% de los pacientes

mientras en los demas grupos oscila entre el 0 y el 6%.

Se ha realizado una segunda divisidn de la serie de trasplantes segun el nivel
de células CD34+/33-, esta vez tratando de buscar unos umbrales “redondos”,
traducibles a la practica clinica diaria en forma de recomendaciones sobre la meta a
alcanzar en la fase de recoleccion. Asi, hemos establecido tres grupos: el de
aquellos pacientes que reciben 1 x 10°/kg células CD34+/33- 0 menos, el de los que
reciben entre 1y 2,5 x 10°/kg y el de aquellos trasplantados con una dosis mayor de
2,5 millones. Estos grupos comprenden 49, 66 y 41 trasplantes respectivamente.
Las Figuras 17 y 18 representan las cinéticas actuariales de recuperacion

granulocitica y plaquetar respectivamente en cada uno de los tres grupos.
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Figura 17 — Curva actuarial de recuperacion granulocitica en tres grupos de pacientes
diferenciados segun la dosis de células CD34+/33- recibida. Todos los contrastes
entre los subgrupos son altamente significativos (ver texto)
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Figura 18 — Curva actuarial de recuperacion plaquetar en tres grupos de pacientes
diferenciados segln la dosis de células CD34+/33- recibida. Todos los contrastes
entre los subgrupos son altamente significativos (ver texto)

La Tabla 15 muestra las medianas actuariales de recuperacion granulocitica y
plaguetar con sus intervalos de confianza del 95%. Todas las diferencias entre los
tres grupos son altamente significativas. En lo referente al tiempo de injerto
granulocitico, el contraste entre el grupo que recibe menos de 1 x 10%/kg (mediana:
12 dias) y el que recibe entre 1 y 2,5 (mediana: 10 dias) presenta una P inferior a
0,00005. El contraste entre este segundo grupo y el que recibe mas de 2,5 x 10°/kg
(mediana: 9 dias) resulta en una P de 0,0009. La diferencia entre el tiempo de
injerto plaquetar en el grupo que recibe menos de 1 x 10%/kg (mediana: 15 dias) y
el que recibe entre 1y 2,5 (mediana: 12 dias) arroja una P de 0,0002. Por ltimo, el
contraste entre este segundo grupo y el de mayor dosis de CD34+/33- (mediana:
10 dias) resulta en una P de 0,0004.
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RESULTADOS
Dias hasta GR > 0,5 x 10%/I Dias hasta PLQ > 20 X 10%I
CD34+/33- | N p P
Mediana IC 95% Mediana IC 95%
actuarial actuarial
<1 49 12 11-13 15 13-17
1-25 66 10 10-10 12 11-13
>2,5 41 9 9-9 10 10-10

Tabla 15 — Medianas actuariales de los dias hasta el injerto granulocitico y plaquetar en

tres grupos diferenciados segun la dosis de células CD34+/33- infundida.




RESULTADOS 119

5 - INJERTO HEMATOPOYETICO EN PACIENTES TRASPLANTADOS
CON BAJAS CANTIDADES DE CELULAS PROGENITORAS

En los analisis presentados mas arriba las dosis de células CD34+/33- y de
CFU-GM trasplantadas quedan definidas como los estimadores de calidad del
producto celular mas sdlidos de entre los estudiados. Hemos querido identificar un
grupo de pacientes que son trasplantados con un nimero extremadamente bajo de
PH para analizar su cinética de injerto. Para ello, se ha definido el grupo de
pacientes que reciben una dosis por debajo del percentil 10 de cualquiera de los dos
parametros. Como se menciond anteriormente, esta serie de incluye las primeras
experiencias de trasplante de PH de sangre periférica en nuestra institucion, en una
época en la que ninguno de estos dos parametros se utilizaba para guiar la
recoleccion (se utilizaban las CMN) y por tanto algunos pacientes recibieron dosis
que hoy se considerarian muy bajas. El percentil 10 de la cifra de CD34+/33- se
encontrd en 0,54 x 10%/kg, y el de CFU-GM en 1,1 x 10%/kg.

Quedaron incluidos en este grupo un total de 29 pacientes con una mediana
de 48,5 afos de edad. Ocho padecian cancer de mama, nueve mieloma multiple,
cinco linfoma no Hodgkin, cuatro linfoma de Hodgkin, uno leucemia aguda
mieloblastica, una un sarcoma uterino y otra un Sarcoma de Ewing. Habian recibido
una mediana de 2 lineas de tratamiento antes del trasplante. Sdlo 13 de ellos (45%)
estaban en remisién completa antes del trasplante, y 11 (38%) presentaban
enfermedad extramedular en ese momento. Recibieron algln tipo de factor de
crecimiento postrasplante 23 pacientes (79%). La mediana de CT infundidas fue de
8 x 10%/kg, la de CMN de 6,5 x 10%/kg, la de CFU-GM de 1 x 10%kg (extremos: 0,17
- 6,9 )y la de células CD34+/33- de 0,53 x 10%/kg (0,07 - 8,4).

La mediana actuarial de tiempo hasta la recuperacion granulocitica fue de 12

dias (IC 95%: 11; 13). A las dos semanas de la infusion, el 69% de los pacientes
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habfan alcanzado 0,5 x 10%/I granulocitos en SP, cifra que asciende hasta el 97% al

final de la tercera semana (Fig. 19).

1,0

Pacientes con injerto granulocitico

0,0

0 7 14 21 P

Dias postrasplante

Figura 19 — Cinética actuarial de recuperacion granulocitica en el grupo de
pacientes que reciben dosis bajas de células progenitoras (por debajo del
percentil 10 de CD34+/33- 6 de CFU-GM).

La mediana de dias hasta la recuperacion plaquetar fue de 16 (IC 95%: 14;
18). A los 14 dias de la infusion sdlo el 35% de los pacientes de este grupo habian
alcanzado el injerto plaquetar, a las 3 semanas, el 66% y al cabo de 4 semanas, el
76% (Fig. 20). Cinco pacientes de este grupo fallecieron antes de alcanzar el injerto
plaquetar cuatro en los dos primeros meses postrasplante y el quinto en el dia
+154. Solo en este Ultimo caso la causa del fallecimiento fue una complicacién

hemorragica.

Los pacientes de este grupo requirieron una mediana de 10 transfusiones de
plaguetas (extremos: 3-58) y de 4 unidades de concentrado de hematies (extremos:
2-38).
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Figura 20 — Cinética actuarial de recuperacién plaquetar en el grupo de
pacientes que reciben dosis bajas de células progenitoras (por debajo del
percentil 10 de CD34+/33- 6 de CFU-GM).
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6- MODELO PREDICTIVO DE LA RECOLECCION DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS

De los analisis anteriores se desprende que el nimero de células CD34+/33-
es un importante parametro a la hora de estimar el potencial de un producto de
aféresis para posibilitar un injerto precoz. Una cifra adecuada de estas células
garantiza la realizacién de un trasplante con una probabilidad remota de fallo del
injerto, y es posible disponer de este dato en el curso de pocas horas. Por ello, el
nimero de células CD34+/33- por kg de peso obtenidas es el estimador mas
apropiado de los analizados para guiar la recoleccion de PH mediante aféresis. En
este apartado se explora la posibilidad de predecir el nimero de células CD34+/33-
que es posible recolectar en una serie de leucoaféresis a partir de parametros

disponibles con anterioridad.

6.1 — Calculo del modelo de regresion

Como se indico en el capitulo de Métodos, se ha dividido la muestra en un
grupo de calculoy un grupo de validacion. El primero se ha utilizado para el estudio
de regresion lineal mdltiple que permita definir un modelo para la prediccion del
nimero de CD34+/33- recolectadas. El segundo comprende los Ultimos 32
trasplantes de la serie y se utiliza para validar el modelo estudiando la relacion entre
la cifra predicha por el modelo calculado en el otro grupo y la cifra real de células

recolectadas.

La Tabla 16 muestra las variables analizadas, el resultado del analisis
univariante de cada una frente a la variable dependiente (la cifra de células
CD34+/33- por kg de peso recolectadas) y los coeficientes de las variables

significativas en los modelos de regresion mdltiple.
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VARIABLES ESTUDIADAS

SIGNIFICA-
CION EN EL
UNIVARIANTE

VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL ANALISIS
MULTIVARIANTE

B

IC 95%

Diagndstico

+

Edad

Volemia

+

0,006

-0,3

-0,5;-0,1

Grupo sanguineo ABO

Lineas de tratamiento previas

Ciclos de tratamiento recibidos

< 0,0005

0,08

0,05;1,1

Radioterapia previa

Medula 6sea previa

< 0,0005

-1,2

-16;-0,8

Medula 6sea pretrasplante

T

< 0,0005

1,1

06;1,6

Enfermedad extramedular pretraspl.

Remision completa pretrasplante

Numero de aféresis

+ [+

Aféresis problematica

Leucocitos basales

Plaquetas basales

CD34+/33- en SP basal

% de CD34+/33- en SP basal

Incremento de leuc. con la movilizacion

Incremento de plq con la movilizacién

Incremento de CD34+/33- en SP

Incremento del % de CD34+/33-

Leucocitos el 5° dia de movilizacion

Plaquetas el 5° dia de movilizacién

Fl+ |+ |+ [+ [+ ]+ [+

0,002

0,004

0,002 ; 0,006

CD34+33- en SP el 5° dia de
mov.*

+

< 0,0005
(< 0,0005)

0,03
(0,055)

0,022 ; 0,038
(0,047 ; 0,063)

% de CD34+33- el 5° dia de mov.

+

< 0,0005

15,9

12,2 ;19,6

Cifra maxima de CD34+/33- en SP

Dia de maxima movilizacion

Tabla 16 — Estudio de las variables capaces de predecir el niUmero total de células CD34+/33- recolectadas.

+:P<005 -:P>0,1

dia de movilizacion.

+/-:0,05<P<0,1 B: coeficiente de regresion no estandarizado de cada
variable incluida en el modelo final, con su intervalo de confianza del 95%

* Entre paréntesis figuran los
coeficientes del modelo que incluye Unicamente como variable predictora la cifra de CD34+/33- en SP el 52

Con el procedimiento de regresion lineal hacia delante el modelo con un

mayor coeficiente de determinacion corregido (R%c) alcanzaba un valor de 0,97, e

inclufa siete variables: la cifra absoluta de células CD34+/33- x 10%/1 en SP el 5° dia




RESULTADOS 124

de movilizacidn, el porcentaje de células CD34+/33- en SP respecto al total de
leucocitos ese mismo dia, el nimero de ciclos recibidos, la infiltracion medular en
cualquier momento de la enfermedad, la infiltracion medular patente en el momento
del trasplante, la cifra de plaquetas el 5° dia de movilizacion y la volemia del

paciente.

Aunque la R’c del modelo mencionado es realmente alta —solo el 3% de la
variabilidad queda sin explicar- no es practico utilizar una férmula con siete variables
para calcular un parametro. Es posible construir un modelo de regresion que utiliza
Unicamente la cifra absoluta de células CD34+/33- en sangre periférica el 5° dia de
movilizacion y es capaz de predecir la cifra total de células CD34+/33- recolectadas

con una R’c de 0,87. La férmula generada por este modelo de regresién es la

siguiente:
CD34+/33- CD34+/33- x 10%/I
x10°%g = 0,35 + ( 0,055 X enSP el 50 diade
recolectadas movilizacion

Esta formula permite estimar el producto recolectado de forma sencilla e intuitiva y
con la solidez de un modelo capaz de explicar el 87% de la variabilidad. La Figura
21 muestra la relacion entre el recuento de CD34+/33- en SP el 5° dia y la cifra de
CD34+/33- recolectadas.
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Figura 21 — Relacion entre la cifra absoluta de células CD34+/33-
en SP el 5° dia de movilizacién y el nimero total de células
CD34+/33- recolectadas. El diagrama corresponde al grupo de
célculo del modelo de regresion.

6.2 — Validacion del modelo

Se ha utilizado el modelo formulado en el apartado anterior para obtener una
cifra “calculada” de células CD34+/33-. El grupo de validacién ha sido dividido en
cuatro subconjuntos segln el valor real de células CD34+/33- recolectadas. En la
Figura 22 se comparan, en cada uno de estos cuatro subconjuntos las cifras real y
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“calculada” de células CD34+/33-. La aproximacion entre ambos valores es

especialmente patente en el subgrupo con menor nimero de células.

CD34+/33- x 10e6/kg

2 é_h
B — ;; 1 Bl

0 ] ] ] ] [ calculada

Subconjuntos del grupo de validacidn

Figura 22 — Comparacion entre las cifras reales de células CD34+/33-
recolectadas y las cifras calculadas segln el modelo de regresién en
los cuatro subconjuntos del grupo de validacién. La altura de la caja
representa el rango intercuartilico, la linea que la cruza, la mediana y
los “bigotes”, los valores extremos excluyendo los outliers.

6.3 — Factores ajenos al resultado de la movilizacion

La potencia predictora mostrada por las variables que expresan el resultado
de la movilizacion podria ocultar o distorsionar la posible influencia de otras

variables previas. Por ello hemos construido un modelo de regresion multiple a
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partir Unicamente de las variables disponibles antes de comenzar la movilizacion. No
se incluyeron, por tanto los recuentos en sangre periférica de células CD34+/33-,
leucocitos ni plaquetas postmovilizacién ni el porcentaje de CD34+/33- en este

momento.

El resultado fue un modelo con una R%c de 0,38 del cual formaban parte tres
variables: el recuento de células CD34+/33- en SP premovilizacion (P < 0,0005; B =
0,94; IC 95%: 0,56; 1,3), el niumero de ciclos de quimioterapia recibidos con
anterioridad (P = 0,008; B = -0,15; IC 95%: -0,26; -0,04) y el diagndstico de
linfoma (P = 0,034; B = -1,23; IC 95%: -2,4; -0,1).
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7 — FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA MOVILIZACION

Se ha comprobado en los apartados anteriores que el factor mas
determinante para recolectar un numero suficiente de células CD34+/33- es la
obtencién de una movilizacion suficiente. El indicador mas adecuado de esta
movilizacion es la cifra absoluta de células CD34+/33- en SP tras la movilizacion.
Esta dltima parte de los resultados pretende analizar qué factores influyen de forma
independiente sobre la cifra absoluta de células CD34+/33- que se va a conseguir

tras cinco dias de movilizacion con G-CSF.

SIGNIFICA- VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL
VARIABLES ESTUDIADAS CION EN EL ANALISIS MULTIVARIANTE
UNIVARIANTE p B IC 95%
Diagndéstico * + 0,016 17,6 3,4;31,8
Edad +
Volemia -
Grupo sanguineo ABO -
Lineas de tratamiento previas +
Ciclos de tratamiento recibidos + 0,03 -1,5 -3;-01
Radioterapia previa +/-
Medula dsea previa +
Medula dsea pretrasplante +
Enfermedad extramedular pretraspl. -
Remision completa pretrasplante -
Leucocitos basales -
Plaquetas basales +
CD34+/33- en SP basal + < 0,0005 16,9 10; 23,7
% de CD34+/33- en SP basal +
Incremento de leuc. con la movilizacion +
Incremento de plq con la movilizacién +

Tabla 17 — Andlisis de los factores que influyen sobre el nimero absoluto de células CD34+/33- que es
posible alcanzar en SP tras cinco dias de movilizacion con G-CSF + : P < 0,05 -:P>0,1 +/-:
0,05 < P <0,1 B: coeficiente de regresion no estandarizado de cada variable incluida en el modelo
final, con su intervalo de confianza del 95% * El contraste significativo fue el de cancer de mama
frente a los demas. Su codificacion fue O=otros ; 1=CM, por lo que el coeficiente indica mayor
movilizacion en las pacientes con cancer de mama.
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En la Tabla 17 se resume el estudio de los factores que influyen sobre la
movilizacidn. El coeficiente de determinacién corregido (R’c) del modelo fue de 0,4.
Aungue resulta altamente significativo, no tiene suficiente precision para tratar de
predecir de antemano la cifra que se va a conseguir con la movilizacidon. Sin
embargo, si que es valido para dilucidar los parametros que influyen de forma
independiente en el resultado de la movilizacion. Tres variables resultan
significativas en el modelo de regresién lineal multiple: el recuento de células
CD34+/33- en SP antes de la movilizacion, el diagnéstico de cancer de mama vy el

numero total de ciclos recibidos antes del trasplante.
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1 — CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SERIE

El trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica
constituye hoy en dia un procedimiento terapéutico ampliamente utilizado, con
ciertas indicaciones solidamente establecidas y muchas otras donde su uso esta
siendo evaluando de forma experimental. La constatacion preliminar del beneficio
clinico que podia aportar al paciente y de sus potenciales ventajas sobre otras
técnicas de trasplante hematopoyético llevo a la generalizacion de su uso al principio
de la década de los 90. Se puede afirmar que la inclusion de este procedimiento en
el arsenal terapéutico diario ha precedido al conocimiento en profundidad de ciertos
aspectos bioldgicos, metodoldgicos y clinicos relevantes para garantizar el resultado
del trasplante. El estudio pormenorizado de las series de trasplante nos permite
ahora clarificar la relacién entre las numerosas variables que intervienen y sacar

conclusiones que permitan mejorar los resultados.

La presente serie incluye todos los TPH de SP llevados a cabo en el Hospital
Clinico San Carlos de Madrid durante los primeros cuatro afios desde la puesta en
marcha del programa. Se han tenido en cuenta tanto los pacientes trasplantados en
la Unidad Clinica de Hematologia como en la de Oncologia Médica. Todo ello
contribuye a minimizar el riesgo de un sesgo de seleccidn. En contrapartida, la serie
contiene varias fuentes de heterogeneidad en aspectos como el tipo de neoplasia, el
acondicionamiento utilizado, la extension de la enfermedad o el volumen de
tratamiento acumulado. Ello no es extrafio dado su cardcter de estudio
observacional, aunque prospectivo, en el que las caracteristicas del tratamiento
administrado no se han modificado en funcién de los objetivos cientificos del
estudio. Sin embargo, el tamafio de la muestra, en la linea de los estudios mas

amplios publicados sobre este tema'’%'78

, permite afrontar este problema mediante
técnicas multivariantes, estudiando ademas un niimero considerable de parametros,

mayor que el de cualquiera de las series publicadas.
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Nuestra serie presenta, por otra parte, una considerable homogeneidad en
otros aspectos relevantes como el procedimiento de movilizacion, de la que
adolecen casi todos los estudios publicados hasta la fecha. Todos los estudios
multivariantes sobre factores que influyen en el injerto hematopoyético contienen
pacientes movilizados con quimioterapia, sola o asociada a factores de crecimiento.
Algunos incluyen también grupos de pacientes movilizados exclusivamente con G-
CSFY70. 174177,179 " a| m&s numeroso de los cuales incluye 119 pacientes de la serie de
Bensinger et &/, '’°. Nuestro estudio analiza 211 trasplantes con un régimen de

movilizacion Unico a base de G-CSF.
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2 — RESULTADO GLOBAL DE LA MOVILIZACION

El régimen de movilizacion a base de 12 pg/kg al dia a partir de una
situacién hemoperiférica basal ha mostrado en nuestra experiencia varias ventajas
resefiables. En primer lugar, el momento idoéneo para la extraccion celular es
altamente predecible —el 98% de los pacientes presentaron el pico de células
CD34+/33- en sangre periférica el quinto o el sexto dia de movilizacion- lo que
permite planificar satisfactoriamente la recoleccion celular. Otros autores encuentran

resultados similares en este sentido® !°

Las leucoaféresis seguidas de
criopreservacion programada de los productos son procedimientos que suman entre
cinco y ocho horas, y por tanto resulta beneficioso poder iniciar el procedimiento sin
tener que esperar a los resultados de la citometria de flujo. Por otra parte, el
procedimiento de movilizacion no produjo efectos adversos graves, multiplico la cifra
de células CD34+/33- en SP una mediana de 25 veces y permitid la recoleccion de
productos suficientes para el trasplante en 2 0 3 aféresis de volumen convencional

en la mayoria de los pacientes.

Sin embargo, es interesante resefiar el descenso observado en la cifra de
plaquetas durante el tratamiento de movilizacién con G-CSF. Aunque no produjo
ningun efecto clinico relevante ni alcanzé cifras de riesgo, el 83% de los pacientes
experimentd una disminucion franca del recuento plaquetar. Este fendmeno puede

170, 180 cyando

ser de la misma naturaleza que el sefialado por Bensinger et dl.
encuentran en su serie una relacién entre el tratamiento con factores de crecimiento
postrasplante (G-CSF 6 GM-CSF) y cierto retraso en el injerto plaquetar. Este efecto
resulta significativo tras su estudio multivariante, con un “riesgo relativo” de
recuperacion plaguetar en un momento dado de 0,59 (IC 95%: 0,43-0,82), lo que
lleva a estos autores a cuestionar incluso las recomendaciones de la American
Society of Clinical Oncology sobre la utilizacion de factores de crecimiento
hematopoyético en Oncologia'®®. El origen de este fendmeno no estd aclarado;
Bensinger et 4l.. sugieren dos posibles explicaciones hipotéticas: el posible efecto de

estas citoquinas para inducir la diferenciacion hacia granulocitos de progenitores
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intermedios, evitando su evolucidén hacia megacariocitos, y el posible consumo de
plaquetas por las células mieloides activadas. En nuestra serie, la administracion de
factores de crecimiento postrasplante no se asocid a retraso del injerto plaquetar ni
a aumentos en el consumo de plaquetas al analizar especificamente los grupos

diagndsticos en que hubo una distribucién aleatorizada.
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3 — FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA PRECOCIDAD DEL
INJERTO

Todos los pacientes de nuestra serie, excepto los cuatro que fallecieron en
los primeros dias por complicaciones, alcanzan el injerto granulocitico (mas de 0,5 x
10%/1) antes del final de la cuarta semana postrasplante. Las diferencias entre
pacientes son notables, entre 8 y 26 dias, pero todos han injertado antes de un
mes. Ello no es asi en el caso del injerto plaquetar, donde una pequefia proporcion
de pacientes experimenta un retraso notable. Nuestro estudio analiza la influencia
de 37 parametros distintos sobre los tiempos de injerto, a pesar de lo cual todavia
quedan fuera del estudio hipotéticas fuentes de variabilidad. Tal vez la mas
importante sea la que se refiere al consumo periférico /n vivo de plaquetas y
neutrofilos en presencia de ciertas complicaciones en el postrasplante: hemorragias,
infecciones, toxicidad hepatica severa, etc. Nosotros hemos tenido la oportunidad de
comprobar puntualmente como este factor proporciona una explicacion evidente
para retrasos del injerto plaquetar en pacientes donde el resto de los factores
estudiados son favorables. Como se puede apreciar en las Tablas 18 y 19, los
estudios multivariantes publicados acerca de los factores que influyen sobre el

108, 170-182

injerto analizan entre 7 y 15 variables . Ninguno de ellos estudia en

profundidad la influencia del consumo periférico postrasplante.

Nuestro estudio, como la mayor parte de los publicados, contiene pacientes
con una variedad de tumores que difieren notablemente en cuanto a la biologia de
sus células, su patrén de diseminacion, su afinidad por los territorios medulares y
por la sangre periférica, la edad de aparicion etc. Junto a ello, numerosos matices
de su tratamiento previo al trasplante presentan diferencias notables que podrian
escapar a las posibilidades de este estudio multivariante: distinta mielotoxicidad de
los farmacos utilizados, intensidad de dosis, extension de los campos de irradiacion
utilizados, dosis de radioterapia, etc. Por todo ello, hemos considerado oportuno en
nuestro estudio considerar de forma especial a esta variable y repetir el analisis

utilizando los grupos diagndsticos como factores de estratificacion. Como iremos
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comentando a continuacion, ello nos ha permitido apreciar la presencia sistematica
de las variables mas consistentes —los estimadores de calidad del producto celular
trasplantado- y aclarar la influencia de algunos factores no valorables en ciertos
grupos diagndsticos, como el régimen de acondicionamiento o la utilizacion de

factores de crecimiento postrasplante.

Es posible distinguir, a efectos meramente organizativos, tres grupos de
variables entre las muchas analizadas en el presente estudio y en los publicados en
la literatura. Un primer grupo comprenderia todas las caracteristicas previas al
trasplante del paciente, el tipo de tumor, los tratamientos recibidos, la extension de
su enfermedad y los parametros analiticos pretrasplante. Un segundo grupo se
refiere a los aspectos relacionados con la forma de realizar el tratamiento de altas
dosis de quimioterapia: régimen de acondicionamiento y utilizacién de factores de
crecimiento postrasplante. El tercer grupo serian las variables que estiman la calidad
del producto celular que se trasplanta. Las Tablas 18 y 19 resumen los resultados de
los estudios multivariantes mas extensos publicados hasta la fecha acerca de los
factores que determinan el injerto hematopoyético en el TPH de SP. La Tabla 18
agrupa los trabajos que, como este, incluyen el estudio de la subpoblacion

CD34+/33-y la 19 los que no lo hacen.



Variables

- N©° Diagnadstico eyt 2 ; Factores significativos sobre Factores significativos
Autor Referencia Movilizacién | analizada e . g
trasplantes s el injerto granulocitico sobre el injerto plaquetar
CD34+
. CD34+
Pecora et 174 410 Varios QT + CSF/ 9 _ CD34+/33- CD34+/33-
Hackensack CSF Diagndstico: mama (+) o
. e Diagnostico: mama (+)
Diagnostico: linfoma (-)
CD34+
. CD34+
Stewart et 4. 177 178 Varios QT+ GSF/ 15 CSF postrasplante CD.3.4 +/ 33._
Calgary CSF g - Acondicionamiento
Acondicionamiento " .
Seleccidn positiva (-)
Sampol et 4. . QT + CSF/ CD34+/33-
P. Mallorca 175 67 Varios CSF 13 CSF postrasplante* D34+
Derksen et .
4l 108 59 varios (no | o | cof 14 CD34+/33- CD34+/41+
7 MM)
Amsterdam
CD34+/33- CD34+/33-
CFU-GM Remision completa
Pérez Calvo . Enf. Extramedular pretrasplante pretrasplante
Madrid 211 Varios CSF 37 Diagndstico: mama (+) NO lineas de tto. previo
Acondicionamiento** CFU-GM**
CSF postrasplante*** Edad****

Tabla 18 — Estudios multivariantes de factores que influyen sobre el injerto en TPH de SP que analizan la subpoblacion CD34+/33-. * Sdlo es
** S6lo en el grupo con cancer de mama
en el grupo de mieloma QT: Quimioterapia; CSF: factor de crecimiento hematopoyético (G-CSF 6 GM-CSF); MM: mieloma multiple

significativa en el grupo con menos PH

*** Solo en los grupos de linfoma y mieloma

kokskk Sé'o




NO Variables | Factores significativos Factores significativos sobre el
Autor Referencia Diagnostico | Movilizacion | analizada sobre el injerto S SI9
trasplantes b injerto plaquetar
S granulocitico
. CSF postrasplante
Weaver ef 172 692 Varios Qr/ 8 CSF postrasplante Acondicionamiento: STAMP-V (-)
Memphis QT + CSF CD34+ . v
Necesidad de 2 movilizaciones (-)
p CD34 > 2,5 x 10%/kg
Bensinger et /. . QT + CSF/ CD34 > 2,5 x 10°/kg CSF postrasplante (-)
170 243 Varios 12 CSF postrasplante (+) - : A
Seattle CSF Acondicionamiento: ICT Radioterapia previa
) CD34 > 5 x 10%/kg
. . CFU-GM* CFU-GM*
Lowenthal ef &/ 173 243 _Leucemla, Qr/ 12 CSF en mov. y Acondicionamiento: busulfan
Burdeos linfoma, MM QT + CSF - . .
postrasplante Acondicionamiento: ICT
CD34+ > 2 x 10%kg
. . CD34+ > 2 x 10%/kg - o
T.rlcot et dl. 171 275 MM QT + CSF 12 < de 1 afio de QT Rapida recuperacion plg. en QT
Little Rock revia* mov.
P < de 1 afio de QT previa**
E%trfrer etal 178 168 Linfoma, MM | QT + CSF 9 CD34+ CD34+
Nademanee et . NO / CD34+ CD34+
4, City of Hope 179 » Linfoma CSF 10 Mov. con CSF NO de aféresis
To et &l. . M M
Adelaida 181 38 Varios QT 8 CFU-GM CFU-GM

Tabla 19 — Estudios multivariantes de factores que influyen sobre el injerto hematopoyético que no incluyen el analisis de la subpoblacion

CD34+/33-. * Estos estudios no analizan la dosis de células CD34+ infundidas

irradiacion corporal total; QT: Quimioterapia; CSF: factor de crecimiento hematopoyético (G-CSF 6 GM-CSF);

movilizacion

** Sblo significativa en el grupo de primeros trasplantes. ICT:
MM: mieloma mdltiple; mov.:
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3.1 — Factores previos al trasplante

El diagndstico de cancer de mama se asocia en nuestro estudio con una
probabilidad mas alta de recuperacion granulocitica precoz. En el caso de la
recuperacion plaquetar, las pacientes con cancer de mama presentan asimismo un
tiempo de injerto significativamente menor que el resto (mediana de 11 versus de
13 dias), aunque no es una de las variables significativas en el andlisis multivariante.
Pecora et 4. '’* describen asimismo la influencia significativa del diagndstico del
paciente sobre la recuperacién tanto granulocitica como plaquetar. En este estudio,
las pacientes con cancer de mama, especialmente aquellas en estadio II y III,
presentan una ventaja significativa tanto en los dias para alcanzar 0,5 x 10!
granulocitos como 1 x 10%/1 granulocitos 6 20 x 10%/I plaquetas. El andlisis inicial de
54 pacientes de la serie del Fred Hutchinson Cancer & Research Center de Seattle!®
también encuentra una asociacién independiente entre el diagndstico de cancer de
mama Yy una recuperacion plaquetar mas precoz, aunque en el andlisis de la serie
ampliada hasta 243 trasplantes’’® ya no se observa este efecto en el estudio

multivariante.

La edad del paciente presenta en nuestro estudio una influencia significativa
sobre la recuperacion plaquetar Unicamente en los pacientes con mieloma. La simple
observacion de la Figura 12 muestra cdmo todos los pacientes con mieloma por
encima de 59 afios tienen un injerto plaquetar relativamente tardio. El estudio de la
amplia serie de trasplante en mieloma presentado por Tricot et &/. ’! muestra una
diferencia significativa en el tiempo de injerto plaquetar (hasta 50 x 10%/I) del primer
trasplante en el analisis univariante a favor de los pacientes menores de 50 anos,
aungue no mantiene su significacion frente a otras variables en el multivariante. Un
analisis posterior de la misma serie'®® la separa en tres grupos utilizando dos puntos
de corte en 50 y 60 afios. Esta estrategia demuestra tan solo pequefias diferencias
en el tiempo de injerto plaquetar (12 vs. 13 vs. 14 dias), que se encuentran en el

limite de la significacion estadistica (P = 0.06).
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En el grupo global, sin embargo, la edad no influye de forma significativa en
la recuperacion granulocitica y plaquetar ni siquiera en el andlisis univariante.
Tampoco lo hace en el andlisis estratificado en los grupos de mama y linfoma ni en
la recuperacion granulocitica de los mielomas, lo que permite descartar que se trate
de un factor de confusion. Otras series amplias que analizan igualmente esta
variable tampoco encuentran una relacion significativa con el injerto

hematopoyéticol’> 174,

En nuestra serie la persistencia de enfermedad extramedular en el momento
del trasplante se asocia con una recuperacion granulocitica mas lenta en la serie
global y con un mayor consumo de concentrado de hematies en los pacientes con
linfoma. Por su parte, la situacion de remision completa en el momento del
trasplante esta en relacién con un injerto plaquetario mas precoz y con un menor
consumo de transfusiones de plaquetas. La influencia prondstica de estas variables
sobre la supervivencia global o libre de enfermedad postrasplante ha sido
demostrada en distintos tumores, lo que ha contribuido a matizar las indicaciones
del trasplante en los Ultimos afios. El analisis de nuestra serie, que comprende como
hemos sefialado los primeros trasplantes realizados en un momento muy precoz de
la evolucidon de esta técnica muestra la influencia de estas variables en el injerto,
por delante incluso de las que miden especificamente la presencia de enfermedad
en la medula ésea. A la vista de estos resultados cabe plantearse en qué medida el
retraso en el injerto hematopoyético puede contribuir al significado prondstico de

estas variables.

El volumen de tratamiento recibido con anterioridad al trasplante, expresado
como numero de lineas, es un factor con influencia independiente sobre la
recuperacion de plaquetas en nuestra serie. Asimismo, el nimero de ciclos de
quimioterapia recibidos condiciona de forma independiente el consumo de
concentrados de hematies durante el trasplante. Investigadores de la Universidad de
Salamanca han demostrado mediante cultivos a largo plazo cdmo la medula 6sea en

el momento del trasplante ya se encuentra dafiada®®’.

Analizando aspirados
medulares previos al acondicionamiento estos autores encuentran un déficit

funcional que afecta a los progenitores comprometidos y al estroma medular, y cuya
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magnitud se asocia negativamente con el tiempo de injerto plaquetar después del
trasplante. Los tratamientos quimioterapicos recibidos antes del trasplante
desempefian un papel fundamental en el dafio medular. Neben et 4/. 1% demostrd
en un modelo de transplante singénico murino como la exposicién de los animales
donantes a diferentes quimioterapicos tenia un efecto negativo sobre distintos
estimadores de la funcion medular después del trasplante. Este efecto resulté mas
marcado tras el tratamiento con Busulfan, un farmaco cuya toxicidad sobre los

progenitores primitivos es bien conocida.

En el terreno clinico, diversos estudios han encontrado en humanos
resultados similares a los nuestros. Drake et &/. '® desarrollaron una escala que
jerarquiza la toxicidad medular de los distintos quimioterapicos. Gandhi et &/. ‘¥
utilizan esta escala en una serie de 57 pacientes y muestran como la exposicién a
farmacos del maximo nivel de toxicidad en la Escala de Drake, grupo que incluye las
nitrosoureas y el melfalan (la Escala de Dreger no tiene en cuenta el Busulfan), se
asocia con una recuperacion plaquetar mas retrasada. Sus hallazgos les llevan a
proponer umbrales de células CD34+ diferentes segin el volumen de quimio y

71 en mieloma

radioterapia recibidos con anterioridad. La serie de Tricot ef 4l.
multiple muestra como la exposicion previa a farmacos citotoxicos durante un
tiempo superior a un afio se asocia de forma independiente con un injerto

granulocitico y plaquetar mas tardio. Watts et &/, '8

, en una serie de 101 linfomas
encuentran relacion entre el tratamiento previo con quimioterapia tipo mini-BEAM y
el retraso en el injerto hematopoyético. Este régimen incluye farmacos
profundamente citotdxicos como el BCNU y el melfaldn. Dreger et &/. '* encuentran
un efecto similar sobre el injerto de plaquetas entre pacientes que reciben mas de
un ciclo de dexa-BEAM, un régimen similar al mencionado en lo referente a su

mielotoxicidad.

La cifra de plaquetas el 5° dia de movilizacién presenta una relacién inversa
significativa en el analisis multivariante con el nimero de transfusiones de plaquetas
necesarias durante el trasplante. Un factor que puede contribuir a este efecto es la
recoleccion de abundantes plaquetas en la leucoaféresis. En nuestra experiencia la
recoleccion es tanto mas abundante cuanto mayor es el recuento plaquetario el dia
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de la aféresis (datos no presentados). El proceso de criopreservacion programada
con 10% de DMSO, plasma y medio 199 es similar al utilizado en la criopreservacion
de plaquetas para transfusion. En el momento de la infusién, buena parte de estas
plaquetas son viables, y pueden retrasar en unos dias la necesidad de transfusiones.
Por otra parte, la relacion directa, igualmente significativa en el multivariante, del
recuento de plaquetas el 5° dia de movilizacion y el nimero de células CD34+/33-
recolectadas proporciona otra explicacion para el fendmeno anterior. Bajo nuestro
punto de vista, ambas explicaciones son perfectamente compatibles entre si.

3.2 — Acondicionamiento y CSF postrasplante

El régimen de acondicionamiento utilizado para el trasplante mostrd
influencia independiente sobre el injerto granulocitico en el analisis de las pacientes
con cancer de mama. En este grupo el andlisis se realizd enfrentando el régimen
STAMP-V frente a cualquier nivel de escalada de dosis segin el esquema
especificado en la seccion de Métodos. La escalada de dosis se asocid con una
recuperacion granulocitica mas lenta. El disefio de este estudio no es adecuado para
valorar la influencia del acondicionamiento en el resto de la serie, puesto que el

régimen utilizado esta ligado a los grupos diagndsticos. Stewart et &/, 1’

, €n una
serie de 178 pacientes renunciaron al estudio de los grupos diagndsticos para poder
incluir el régimen de acondicionamiento en su analisis multivariante. El resultado
mostré la asociacién independiente del régimen a base de 200 mg/m? de melfalan
con un injerto granulocitico y plaquetar mas tardio. Weaver et d/. 1> encuentran en
su serie una recuperacion plaquetar mas precoz asociada al régimen STAMP-V. Las
series de Bensinger et 4. % y Lowenthal et &/. 1> muestran una asociacién negativa
entre la precocidad del injerto granulocitico y plaquetar respectivamente y la
utilizacion de regimenes de acondicionamiento que incluyan irradiacién corporal
total. El estudio de Lowenthal et 4. demuestra asimismo un mayor tiempo de

recuperacion plaquetar con regimenes a base de Busulfan.
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La utilizacién postrasplante de factores de crecimiento mostrd una influencia
cercana a la significacion sobre la recuperacion granulocitica en el analisis
multivariante del grupo global. Como ya comentamos anteriormente, en el grupo de
pacientes con cancer de mama (mas de la mitad de los trasplantes de la serie) se
administré G-CSF en todos los casos. Ello hace que naturalmente este parametro no
pueda ser evaluado en ese subgrupo, y compromete la potencia del analisis para
detectar diferencias en la serie global, a pesar de lo cual fue la variable con una P
mas baja de las no incluidas en el modelo. En los grupos de linfomas y mielomas, en
los que si que resulta posible evaluar su influencia, fue una de las dos variables
asociadas independientemente con la probabilidad de un injerto granulocitico
precoz. Varios de los estudios multivariantes publicados coinciden en encontrar esta
asociacion independiente entre el uso de factores de crecimiento postrasplante y el

injerto granulocitico’% 172173, 175, 177, 182,

3.3 — Estimadores del numero de PH trasplantados

3.3.1 — Recuentos celulares

De entre las distintas posibilidades analiticas para estimar la cantidad de PH
presentes en el producto celular trasplantado, sin duda la determinacion mas rapida
y sencilla es el recuento de células totales. Sin embargo, este parametro no
presenta una correlacion significativa con el injerto granulocitico en el estudio
univariante (Fig. 13-A). La correlacién con tiempo de injerto plaquetar, siendo
estadisticamente significativa, es pobre (Rs = 0,14) y no muestra influencia
independiente tras el analisis multivariante. Ninguno de los andlisis multivariantes
publicados revela la utilidad de este parametro para predecir los tiempos de

injertOIOS, 170-182.
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Un parametro practicamente igual de inmediato y sencillo es el recuento de
CMN en el producto celular. En este estudio hemos analizado comparativamente dos
formas distintas de realizar el recuento diferencial de CMN: de forma automatica con
el contador Technicon H1 (sumando las poblaciones clasificadas como “monocitos”,
“linfocitos” y “LUC") y de forma manual al microscopio. Probablemente la diferencia
fundamental entre ambas técnicas sea la inclusion en el recuento manual de formas
granulociticas inmaduras que quedan excluidas en el recuento automatico por la
presencia de granulos de peroxidasa. Por ello, la cifra de CMN microscopicas es en
general algo mayor y correlaciona mejor con la cifra de células totales (Figuras 13-A
y 13-B). La correlacion entre ambos recuentos de CMN revela un grado de
dispersion suficiente para considerarlos como parametros diferentes (Figura 13-E).
Ninguna de las dos variables correlaciond significativamente con el injerto
granulocitico en el grupo global. En los pacientes con linfoma, sin embargo, las CMN
microscopicas fueron uno de los parametros significativos tras el analisis
multivariante. La correlacién con el injerto plaguetar se encuentra en los limites de
la significacion, pero es nuevamente pobre. A pesar de ello, el recuento de CMN
microscopico fue la variable con una P mas baja de las excluidas del modelo
multivariante. La conclusion que se puede extraer acerca de cual de las dos técnicas
de recuento de CMN es mas adecuada es una discreta ventaja a favor del recuento
manual. Mientras el recuento automatico no parece aportar ninguna ventaja
sustancial en lo referente a la prediccion del injerto en presencia de otros factores,
el recuento manual de CMN tiene una influencia discreta sobre la recuperacion
granulocitica. De cualquier manera, el recuento de CMN es tan sélo un estimador
grosero de la calidad del producto celular. Una vez mas, ninguno de los estudios
multivariantes de la literatura revela su influencia independiente sobre los tiempos

de injerto cuando se tienen en cuenta otros estimadores!%® 170182,

3.3.2 - CFU-GM
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El recuento de CFU-GM muestra una correlacion altamente significativa con
los tiempos de injerto granulocitico y plaquetar. La Figura 16 permite apreciar
ciertos umbrales por encima de los cuales el injerto es universalmente precoz. Todos
los pacientes que reciben mas de 6 x 10%kg CFU-GM alcanzan 0,5 x 10%I
granulocitos antes del dia +15. Todos (excepto uno) los que reciben mas de 8 x
10%/kg alcanzan el injerto plaquetar estable en este mismo plazo. Este pardmetro
mantiene su influencia sobre el injerto granulocitico tras el analisis multivariante del
grupo global y sobre el injerto plaquetar en el grupo con cancer de mama. En dos
estudios multivariantes publicados que no incluyen la determinacién de células
CD34+ ni sus subpoblaciones, el recuento de CFU-GM mostrd influencia

independiente sobre los injertos granulocitico y plaquetar'’? 8!

. Por otra parte,
Amigo et /. ** demostraron como el ndimero de CFU-GM trasplantados y la dosis de
células CD34+ son los factores mas relevantes para el mantenimiento de una
hematopoyesis adecuada a largo plazo tras el trasplante. Hay que hacer notar cémo,
a pesar de tratarse de una técnica que detecta los progenitores granulociticos y
monociticos, presenta una notable relacion con el injerto plaquetar, incluso en los
analisis multivariantes. Estos resultados afirman su caracter de estimador indirecto

del nimero de PH pluripotenciales o con diferenciacion megacariocitica.

Los puntos débiles del recuento de CFU-GM son basicamente dos. El primero,
que limita definitivamente su utilidad para guiar la recoleccion de PH, es la
necesidad de esperar dos semanas para obtener los resultados. El segundo es su
imprecision y alta variabilidad, como han demostrado estudios de intercomparacién

entre distintos laboratorios'® 2

. Esta falta de reproducibilidad compromete las
posibilidades de extrapolar los datos de los estudios a otras instituciones. Sin
embargo, una correcta validacion de la técnica llevada a cabo en un laboratorio
concreto que incluya un estudio de correlacidn positivo con los tiempos de injerto la
hace perfectamente valida para cooperar con otras variables mas precoces en la

estimacion de la calidad del injerto.

3.3.3 — Células CD34+ y CD34+/33-
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La cuantificacion de las células CD34+ por citometria de flujo es una técnica
cuyos resultados pueden estar disponibles en una o dos horas. Su imprecision y
variabilidad, aun no siendo despreciables, no alcanzan los limites de las CFU-GM vy
han sido mejorados notablemente en los Ultimos afios''*1* 117118190 "E| anjlisis de
toda la poblacion CD34+ es hoy en dia el parametro mas utilizado en la clinica para
estimar la calidad del injerto y guiar la recoleccion. Numerosos estudios demuestran
la influencia independiente de este parametro sobre los tiempos de injerto

granulocitico y plaquetar'’%72 174175, 177179,

El estudio de la subpoblacion CD34+/33- permite detectar una poblacion
celular mas restringida y, de alguna manera, “estrechar el cerco” en torno a los PH
no comprometidos. La subpoblacion CD34+/33- de pequefio tamafio y bajo SS
parece contener las células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTCIC),
responsables de la autorrenovacion y estabilidad definitiva de un injerto

103105 15 correlacion entre las células CD34+ totales y la

hematopoyético
subpoblacién CD34+/33- no es perfecta'® 7* !, Diversos autores han encontrado
una proporcién de células CD33- variable en funciéon de caracteristicas como el
régimen de movilizacién utilizado o la extension de la quimioterapia previa
recibida’®” 1% 11 174 Seg(in las observaciones de algunos trabajos, los productos
recolectados en ciertos pacientes pueden contener un nimero aparentemente
adecuado de células CD34+, pero con una proporcion insuficiente de células
CD34+/33- 108 174 190 En estos casos, el nimero absoluto de células CD34+/33-

constituiria un estimador mas preciso de la calidad del injerto.

El nimero de células CD34+/33- trasplantadas ha resultado ser sin ninguna
duda el factor con una influencia mas consistente sobre la dinamica de injerto en
nuestro estudio. Es la variable mas significativa en el estudio multivariante de
factores con influencia sobre el injerto granulocitico, tanto en el grupo global como
en el analisis de los estratos con cancer de mama y con mieloma. Lo mismo sucede
en el estudio de factores que determinan el injerto plaquetar, en el grupo global y
en los grupos de cancer de mama, linfoma y mieloma. Cada aumento de un millén
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de células CD34+/33- por kg de peso en el producto infundido (manteniendo
constantes las demas variables predictoras) incrementa la probabilidad de injerto
granulocitico en un momento determinado entre un 14% y un 44%, y la de injerto
plaguetar entre un 27% y un 57%. La Figura 15 permite apreciar como, aun no
explicando toda su variabilidad, la dosis de células CD34+/33- infundidas permite

estimar los tiempos de injerto con mas que razonable seguridad.

Se han publicado cuatro series de trasplante que, como nosotros, analizan
mediante técnicas multivariantes los factores que influyen sobre el injerto
incluyendo la dosis de células CD34+/33- 1% 173175177 (Tabla 18). En la mas extensa
de ellas, Pecora et &/. ’* estudian 357 pacientes de una serie total de 410. Tras
introducir 9 variables en su modelo el resultado coincide en los factores con
influencia independiente sobre el injerto granulocitico y plaquetar. En ambos casos,
la dosis de células CD34+ totales y la subpoblacion CD34+/33- (ya sea como
porcentaje o como valor absoluto) comparten un resultado significativo con el
diagndstico del paciente. Este resultado demuestra como el recuento de células
CD34+/33- aporta informacion propia, explicando por si sola parte de la variabilidad
de los tiempos de injerto que no es explicada por el recuento de CD34+ totales. Por
afiadidura, en este estudio la dosis de células CD34+/33- fue el Unico factor con
influencia independiente sobre el nimero de transfusiones de hematies y plaquetas.

Stewart et 4. 7

encuentran asimismo una influencia independiente
simultanea de la dosis total de células CD34+ y del porcentaje de CD34+/33- sobre
el tiempo de recuperacién de plaquetas. Estos autores distinguen dos grupos de
dosis de CD34 totales estableciendo un punto de corte en 5 x 10°/kg. Dentro de
cada uno de estos grupos, los pacientes con una proporcion mayor del 30% de
células CD34+/33- presentaron un injerto plaquetar mas precoz. En los estudios de
Sampol et g/.1° y Derksen et 4/.'%, la dosis de células CD34+/33- infundidas fue la
Unica variable con influencia significativa sobre el tiempo de injerto granulocitico en
el andlisis multivariante. En ambos casos la poblacion total de células CD34+ fue
analizada en el mismo modelo multivariante y no mostrd influencia independiente
frente a la dosis de CD34+/33-. En el estudio de Derksen et &/. ' las células

CD34+/33- presentaron una mejor correlacién con el injerto plaquetar que las
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CD34+ totales, aunque ninguna de las dos mantuvo su influencia tras el analisis
multivariante frente a la subpoblacion CD34+/41+, expresiva de los progenitores

comprometidos hacia la serie megacariocitica.

La relacién entre la dosis de células CD34+/33- infundidas y los tiempos de
injerto no es lineal, como se puede apreciar en la Figura 15. El beneficio aportado
por el aumento de la dosis celular es muy patente con dosis bajas, pero cabe
plantearse si se mantiene en la zona del diagrama de dispersion que corresponde a
las dosis mas altas de células CD34+/33-. Con objeto de intentar extraer
recomendaciones practicas sobre los limites razonables que es preciso recolectar se
realizd la comparacién entre los grupos transplantados con menos de 1 x 10%kg
CD34+/33-, entre 1y 2,5 x 10%/kg y con una cifra superior a 2,5. En nuestra serie,
el beneficio de administrar las cifras mas altas respecto del grupo de dosis
intermedia resulta altamente significativo desde el punto de vista estadistico, tanto
para el tiempo de injerto granulocitico como plaquetar. Es razonable, sin embargo,
valorar adecuadamente la posible relevancia clinica de esta diferencia. La tabla
actuarial nos indica que en el grupo transplantado con una dosis intermedia un
paciente tiene una probabilidad de 0,97 de alcanzar el injerto granulocitico en dos
semanas y de 0,93 de alcanzar el injerto plaquetar en tres. Las medianas de
recuperacion granulocitica y plaquetar en este grupo son de 10 y 12 dias
respectivamente, frente a 9 y 10 en el grupo trasplantado con la dosis mayor.
Aunque la diferencia es estadisticamente incuestionable, el clinico debe valorar su
importancia global teniendo en cuenta la dificultad y el coste que puede suponer

recolectar determinadas dosis de células a pacientes concretos.

Varios estudios sugieren superar diferentes umbrales de células CD34+/33-
para obtener un injerto hematopoyético mas precoz. Los trabajos de Sampol et &l.
175 Derksen et 4/. '8, Millar et 4/. '® y Copelan et 4/. *** y la primera comunicacidn
de los resultados de Pecora et 4/. en 68 pacientes’® establecen un Unico punto de
corte en su serie para recomendar dosis de CD34+/33- superiores a 0,86 x 10%/kg,
2,79 x 10%kg, 1,38 x 10%kg, 1,2 x 10%kg y 1 x 10°/kg respectivamente. Bajo
nuestro punto de vista, es preciso disponer de un nimero suficiente de pacientes y

establecer mas de un punto de corte en la serie para comprobar la ventaja de
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distintos intervalos de dosis. Pecora et 4. 7%, en su serie de 410 pacientes,
encuentran como nosotros una diferencia discreta en términos absolutos pero
estadisticamente significativa al comparar los pacientes que reciben entre 1,5y 5 x
10%/kg CD34+/33- con los que reciben mas de 5 x 10%/kg. Sélo encuentran un
posible efecto-meseta con dosis todavia mayores, no siendo significativa la
diferencia entre 5y 7,5 x 10°/kg. Otra observacion interesante de este trabajo es el
retraso en el injerto granulocitico y plaquetar en aquellos pacientes con una dosis
considerable de células CD34+ totales pero inferior a 1 x 10°/kg CD34+/33-. En el
caso mas extremo, un pequefio subgrupo de 11 pacientes con dosis de CD34+ entre
2,3y 10,1 x 10°/kg pero con niveles indetectables de CD34+/33- experimentan un
retraso muy considerable del tiempo de injerto. Tres de ellos no llegan a alcanzar la
cifra de 50 x 10%I. La conclusién de estos autores, totalmente coherente con los
resultados obtenidos por nosotros, es que una dosis éptima de PH para un
trasplante debe contener mas de 1 x 10°%kg células CD34+/33-,

independientemente de la dosis de CD34+ total.
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4 — INJERTO EN PACIENTES TRASPLANTADOS CON BAJAS DOSIS
DE PH

En nuestro trabajo hemos analizado la cinética de injerto en el grupo de
pacientes trasplantados con una cantidad extremadamente baja de PH. Como
comentamos anteriormente, nuestra serie incluye los primeros trasplantes realizados
en la institucion, en un momento en que la recoleccién de PH se basaba en los
recuentos de CMN. Por ello, algunos pacientes fueron trasplantados con dosis
mucho menores de las perseguidas hoy en dia. En este grupo de 29 pacientes, que
habfan recibido una mediana de 0,53 x 10%/kg células CD34+/33-, la probabilidad de
recuperacién granulocitica a las tres semanas fue del 97% y la de recuperacion
plaquetar a las cuatro semanas del 76%. Otros trabajos que analizan
subpoblaciones trasplantadas con cifras bajas de PH encuentran resultados
parecidos: casi todos los pacientes alcanzan el injerto granulocitico y la mayoria el
injerto plaquetar, aunque con retrasos de entre unos dias y varias semanas y con
una incidencia algo mayor de complicaciones'’* %1%, Dos estudios que realizan un
seguimiento a largo plazo de los pacientes no detectan fallos secundarios de injerto
en estos grupos de pacientes'®* 1%, Watts et 4/. > encuentran como la infusién de
un producto celular obtenido de medula dsea no mejora significativamente la

cinética de injerto en estos pacientes.

Si que es preciso llamar la atencidn sobre la mayor mortalidad encontrada en
los pacientes trasplantados con dosis bajas de PH. En nuestra serie cinco pacientes
de un total de 29 fallecieron antes del injerto plaquetar, cuatro de forma precoz y el
otro durante el sexto mes postrasplante. Aunque uno de los fallecimientos se debid
a progresion leucémica es correcto incluirlos todos como mortalidad relacionada con
el trasplante. En este subgrupo ascendi6 al 17,2 % de los pacientes, frente a un 3,2
% en el resto de la serie. Bensinger et 4/. '’° encuentran unas cifras similares,
aunque con un umbral de PH infundidos muy diferente: 17,6 % en los pacientes que
reciben menos de 5 x 10%kg CD34+ totales frente a un 4,6 % en el resto de la

serie.
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Bajo nuestro punto de vista estos resultados conducen a una idea: llevar a
cabo un trasplante con un nimero bajo de PH es viable, aunque asumiendo un
riesgo importante de retraso en el injerto, especialmente plaquetar, y de una mayor
mortalidad asociada. El clinico debe valorar en su justa medida el balance entre
riesgos y beneficios en aquellos pacientes en que la recoleccion de una cantidad
Optima de progenitores no es posible. Hoy en dia, la disponibilidad nuevos
regimenes de movilizacion con citoquinas como el stem cell factor permite “rescatar”
un nimero cada vez mayor de pacientes en los que han fracasado los intentos

movilizadores tradicionales'*®%,
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5 — PREDICCION DE LA RECOLECCION DE PH

Los factores con mayor poder predictivo de la cantidad de células CD34+/33-
recolectadas fueron la cifra absoluta de CD34+/33- en SP el quinto dia de
movilizacion y el porcentaje de estas células ese mismo dia respecto del total de
leucocitos. Aunque deja un 13% de la variabilidad sin explicar, el modelo de
regresién basado Unicamente en el recuento de CD34+/33- en SP fue capaz de
predecir de forma sencilla el producto recolectado en tres de los cuatro subgrupos
en que se dividio el grupo de validacién. No hemos encontrado ningun otro estudio
en la literatura que utilice el recuento o el porcentaje de células CD34+/33- para
predecir el resultado de la recoleccién de PH. En contraste, varios estudios muestran
la correlacion entre el recuento de células CD34+ totales en SP y el nimero de
CD34+ 6 CFU-GM recolectadas'®%,

Junto a los niveles de CD34+/33- en SP, otros factores resultaban
significativos en el estudio de regresion lineal multiple. El modelo que contenia 7
variables fue capaz de explicar hasta el 97% de la variabilidad. Sin embargo, los
factores que cuantifican el efecto de la movilizacién son capaces de predecir por si
solos casi todo, y su presencia en el modelo puede ocultar o distorsionar la
influencia de otras variables. Ello puede explicar la paraddjica positividad del
coeficiente de la variable “nimero de ciclos recibidos” o la negatividad del de la
variable “infiltracion medular previa”, que naturalmente contradicen lo mostrado en
el analisis univariante. Para mejor explorar el papel de estos parametros realizamos
un nuevo analisis de regresion multiple prescindiendo de las variables
postmovilizacidn. El resultado fue un modelo con una R’c discreta, pero que permite
demostrar la influencia independiente de tres variables: el recuento de CD34+/33-
en SP basal (premovilizacion), el nimero de ciclos recibidos con anterioridad, esta
vez con coeficiente negativo (mas ciclos supondrian una recoleccion peor) y el

diagndstico de linfoma (con coeficiente negativo igualmente).
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6 — FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA MOVILIZACION Y RECOLECCION
DE PH

Los tres factores que en nuestro andlisis demuestran una influencia
independiente sobre la movilizacién tienen un alto grado de coincidencia con los
anteriores: la cifra de células CD34+/33- en SP basal, el nimero de ciclos previos y
el diagndstico, en este caso de cancer de mama y con coeficiente positivo. Resulta
evidente que el resultado de la movilizacion y el de la recoleccién celular se
encuentran intimamente ligados. Ni siquiera la eventualidad de una aféresis

problematica alterd de forma significativa esta relacién.

No hay ningun estudio multivariante en la literatura que analice los factores
que influyen sobre la recoleccion o la movilizacién de células CD34+/33-. Dos
estudios univariantes resaltan la influencia negativa que, al igual que sucede en
nuestra serie, supone el volumen de quimioterapia recibido con anterioridad para la
recoleccién de CD34+/33- 7 ¥ varios andlisis multivariantes encuentran asimismo
una relacion independiente entre este factor y la recoleccion de células CD34+

170, 186, 188, 205206 En nyestra experiencia, incluso un Unico ciclo a dosis

totales
convencional de un farmaco alquilante téxico para los PH como la carmustina
compromete de forma importante la movilizacién con filgrastim respecto de un
grupo similar de pacientes no tratados®”’. Otros dos estudios encuentran por su
parte una influencia significativa positiva del diagndstico de cancer de mama sobre
el nimero de CD34+ total””® 2%, hallazgo igualmente concordante con nuestros

resultados.

Varios trabajos encuentran una relacién significativa en el analisis
multivariante entre el tratamiento previo con radioterapia y la recoleccion de CD34+

[170. 182, 188, 205 Dos de estos estudios comprenden Unicamente pacientes con

tota
linfoma, uno pacientes con mieloma y el restante pacientes con varios diagnosticos
en el que la mitad de la serie son neoplasias linfoides. Al realizar en nuestra serie un
estudio multivariante de factores que influyen sobre la recoleccion de células

CD34+/33- Unicamente en el grupo de linfomas la radioterapia es uno de las dos
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variables significativas, junto con la cifra de CD34+/33- en SP (datos no mostrados).
Estos resultados parecen indicar que la variable “radioterapia previa” en una serie
de pacientes con distintos tumores puede ser excesivamente heterogénea. La
radioterapia que reciben los pacientes con linfoma puede ser un factor con mayor
influencia sobre la movilizacién y recoleccion ulterior que la irradiacién locorregional

habitual en las pacientes con cancer de mama.

El recuento de células CD34+/33- en la SP basal es el factor con mayor
poder predictivo de la movilizacidon en nuestra serie, al igual que lo es del nimero de
células recolectadas en el modelo que prescinde de los recuentos postmovilizacion.
Aunque ninguno analiza la subpoblacién CD34+/33-, varios estudios encuentran una
relacion entre la cifra basal de células CD34+ totales en SP premovilizacion y el
resultado de la movilizacién y la recoleccién, tanto en donantes para trasplante
alogénico como en pacientes movilizados con distintas pautas'?’: 20> 208210 pe
cualquier manera, aunque el recuento basal en SP proporcione una estimacién de
los resultados esperables, gran parte de la variabilidad queda sin explicar, por lo que
hay que ser cauteloso en la utilizacién de este pardmetro para la toma de decisiones

clinicas.
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1 La dosis de progenitores hematopoyéticos es el factor que influye de forma
mas significativa sobre los tiempos de recuperacion granulocitica y
plaquetar tras el trasplante autdlogo de células progenitoras de sangre

periférica.

2 El recuento de células CD34+/33- es un estimador rapido, fiable y
consistente del nimero de progenitores hematopoyéticos y por tanto de la
calidad del producto celular trasplantado. La dosis dptima recomendable
de células CD34+/33- para un trasplante es de 2,5 x 10%/kg o superior.
Una dosis comprendida entre 1 y 2,5 x 10°kg puede considerarse
adecuada en pacientes seleccionados que presenten dificultades para la

recoleccion de cantidades mayores.

3 La dosis de CFU-GM trasplantadas se correlaciona satisfactoriamente con la
cinética de injerto, presentando una influencia significativa independiente
de la dosis de células CD34+/33-. En las condiciones utilizadas para
nuestro estudio, resulta un estimador adecuado y consistente de la calidad
del producto celular, aunque su utilidad clinica viene limitada por el largo

plazo necesario para obtener los resultados.

4 Los recuentos automaticos de células totales y de células mononucleares
presentan una correlacion insuficiente con la cinética de injerto, y por
tanto no deben emplearse como estimadores de la calidad del producto
celular. La cuantificacion de células mononucleares basada en el recuento
diferencial microscdpico ofrece pequenas ventajas respecto del recuento
automatico, pero es asimismo un estimador inadecuado de la calidad del

producto.

5 El trasplante con dosis de progenitores claramente inferiores a las
consideradas adecuadas se asocia con un retraso global del injerto

hematopoyético y una mortalidad relacionada cercana al 15%. En aquellos
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pacientes en que no sea posible recolectar una dosis superior tras mas de
una movilizacion y en los que los beneficios esperables del trasplante sean
superiores a los de cualquier otra alternativa y compensen tal cuota de

riesgo puede considerarse esta posibilidad.

Con independencia de la dosis de progenitores hematopoyéticos
trasplantados, la persistencia de enfermedad activa en el momento del
trasplante se asocia con un injerto hematopoyético mas lento y con un

mayor consumo de hemoderivados.

La cantidad de tratamiento quimioterapico recibido por los pacientes con
anterioridad al trasplante influye negativamente sobre la cinética de injerto

y se asocia con un mayor consumo de hemoderivados.

Independientemente de la dosis de progenitores hematopoyéticos
transplantados, el trasplante autélogo en las pacientes con carcinoma de
mama se asocia con una recuperacion granulocitica mas precoz que en el

caso de las neoplasias linfoides.

En las pacientes con carcinoma de mama, la utilizacion de un esquema de
escalada de dosis a partir del régimen de acondicionamiento STAMP-V se
asocia de forma independiente con un discreto retraso en la recuperacion

granulocitica.

La edad del paciente influye negativamente sobre el tiempo de injerto
plaquetar en los pacientes con mieloma mudiltiple. En contraste, la edad no
parece influir significativamente sobre la recuperacién plaquetar de

pacientes con otros tumores ni sobre la recuperacion granulocitica.

La administracion de factores de crecimiento hematopoyéticos
postrasplante en pacientes con neoplasias linfoides se asocia con una

recuperacion granulocitica mas precoz. El disefio de nuestro estudio no
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permite extraer conclusiones sobre su efecto en pacientes con tumores

solidos.

Es posible realizar una estimacion fiable de la dosis de células CD34+/33-
que se podran recolectar en funcién Unicamente del recuento de dicha
subpoblacién en sangre periférica después de la movilizacion.

Cabe esperar una mejor repuesta a la movilizacion en aquellos pacientes
que hayan recibido con anterioridad un menor volumen de tratamiento
quimioterapico y en las pacientes con cancer de mama. Con independencia
de estas variables, el recuento de células CD34+/33- en la sangre

periférica basal se correlaciona con el resultado de la movilizacion.
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