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GLOSARIO

Al escribir este trabajo intenté, en ta medida de lo posible, evitar la utilizacion de
términos en otra lengua que no fuera el castellano. Sin embargo, he decidido utilizar los
términos buffy-coat y harvest de médula dsea en inglés, en lugar de capa
leucoplaquetar y cosecha, por ser los de utilizacion mas extendida y de comprension

mas sencilla.

ABREVIATURAS

TAMO: trasplante autdlogo de médula dsea.

LAM: Leucemia mieloblastica.

LAL: Leucemia linfoblastica.

LNH: Linfoma no Hodgkin.

EH: Enfermedad de Hodgkin.

CFU-GM: unidad formadora de colonias granulo-macrofagicas.
Voilumen mi: Volumen expresado en ml.

Recuento mm? : recuento de leucocitos expresado por mm?3

Ne CT x 10° : Numero de leucocitos totales x 10° células

Ne CT/ Kg x 108 : Nimero de leucocitos totales x 108 por kilo de peso del paciente.
CMN: células mononucleares.
CMN %: Porcentaje de células mononucleares.

CMN T x 109 : Células mononucleares totales x10°.

CMN / Kg x 108 : Células mononucleares x 108 por kilo del paciente
Hto %: Hematocrito.

Masa roja ml : Masa de hematies expresada en mililitros.

Diag / Harvest: Dias entre e! diagnostico y la recogida de médula dsea..

Harvest / TAMO: Dias transcurridos entre el harvest y el fraspiante.

Diag / TAMO: Dias transcurridos entre e! diagnéstico y el trasplante.

X1



ns: no significativo.

nd: no disponible.

RC: remision completa.
RP: remision parcial.
Rec: recidiva.

12 RC: Primera remision completa
22 RC 6 + : Segunda o posterior remisién completa.
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Introduccion

. CONCEPTOS PRELIMINARES Y APLICACIONES DEL TRASPLANTE
AUTOLOGO DE MEDULA OSEA

La eficacia de muchos agentes antineoplasicos esta regida por una relacién dosis /
respuesta, segun la cual, a mayor dosis mayor respuesta de los tumores quimio/
radiosensibles ( Hewitt, 1959; Bruce 1966 ). Las curvas dosis / respuesta tienen una
pendiente muy pronunciada para la mayoria de estos farmacos antineoplasicas, y esta
caracteristica es aprovechada para aumentar los indices de respuestas y curaciones.
Sin embargo, uno de los efectos indeseables de estos tratamientos es que este aspecto
es vigente tanto para las células tumorales como para las células normales, es decir
que existe una progresiva toxicidad sobre tejidos normales particularmente elevada en

el caso de la médula ésea ( Hellman, 1984; Abrams, 1984 ).

La mielotoxicidad derivada de estas terapéuticas impone, pues, una limitacién en la
escalada de dosis, lo que implica una eficacia relativa sobre la poblacién tumoral. Es
posible vencer esta limitacion mediante el rescate con células germinales
hemopoyéticas que reconstituyen la médula 6sea aplasiada por la quimio/radioterapia

(Thomas, 1985 ).

La fuente de estas células puede ser la médula dsea, la sangre periférica ( To,1989;
Sheridan,1992; Reiffers, 1990 ) o la sangre de corddn umbilical ( Cavins, 1964; Storb,
1977 ). En el caso de utilizarse médula ¢sea, esta puede provenir de un donante sano
( trasplante alogénico o trasplante singénico ) { Appelbaum, 1981,1982; Fefer, 1974;
Thomas, 1985; Gale, 1984 ) o del propio paciente ( trasplante autdlogo de médula
6sea, TAMO ). El trasplante autélogo de médula osea ( TAMO ) aplicado a procesos

oncolégicos es un arma terapéutica que esta basada, pues, en el fundamento de que la

2



Introduccion

quimioterapia intensiva que le precede y que acompafa a este procedimienio
terapéutico es determinante. Teniendo en cuenta las limitaciones de edad y de la
disponibilidad de un donante histocompatible, limitaciones asociadas al trasplante
alogeénico, y de las indicaciones ligadas a las distintas patologias, el trasplante autélogo

es una alternativa cada vez mas utilizada.

En 1973 el namero total de trasplantes realizados en Europa fue de 16, la mayoria de
los cuales fueron tratamiento de alteraciones congénitas. Una década mas tarde se
produjo un importante incremento en el numero global de trasplantes, llegando a los
1353 trasplantes realizados durante 1983. De estos, 880 correspondieron a trasplantes

alogénicos y 473 a trasplantes autdlgos.

El ndmero de trasplantes y de equipos que los realizan ha seguido creciendo,
sumandose nuevas indicaciones y fuentes de células progenitoras, tanto para
trasplantes alogénicos como para autdiogos. En 1993 el numero total de trasplantes
realizados fue de 7737, correspondiendo el 40% de ellos a trasplantes alogénicos de
medula 0sea, tres cuartas partes de los cuales para el tratamiento de leucemias. El
resto correspondio a trasplantes autélogos de médula ésea, de los cuales tres cuarnas
partes fueron realizados como tratamiento de linfomas y tumores sdlidos. Este
incremento del TAMO parece sostenido, fundamentaimente por la ampliacién de las

indicaciones en nuevas enfermedades ( Gratwohl, 1991; Gratwoh!l,1994 ).

El trasplante autélogo de médula Gésea aplicado como terapia antitumoral consiste,
como hemos dicho, en la combinaciéon de regimenes citorreductores letales para el
tumor y, secundariamente, como efecto deseado o no, también para la médula 6sea,

con un rescate de células hemopoyéticas que reconstituyen la hemopoyesis. La médula

3



Introduccion

0sea del propio paciente es recogida, procesada y almacenada antes de comenzar a
administrarse la terapia citotéxica de acondicionamiento. El tiempo necesario para la
administracién de esta terapia es, en general, lo suficientemente prolongado como para
que sea necesaria la criopreservacion del indculo de médula ésea lo que evita la
disminucidon de su viabilidad, producida por los almacenamientos prolongados sin

criopreservacién ( Tobias, 1977; Dicke,1978; Gorin, 1981 ).

Para que un TAMO tenga éxito terapéutico es necesario que se cumplan ciertas
condiciones como son: que la enfermedad responda a la terapia citorreductora, gue se
administre la suficiente cantidad de ceélulas progenitoras para garantizar la
reconstitucién de la hemopoyesis, y que el indculo de médula ésea autéloga utilizado

esté libre de enfermedad ( Kaizer 1982; Hervé, 1981; Gale, 1982 ; Santos, 1986 )

Sin embargo, también existen posibles desventajas a considerar en el TAMO respecto
al trasplante alogénico, como son la posibilidad de contaminacion del indculo utilizado
como rescate con células clonogénicas malignas, y la ausencia del efecto "injerto
versus leucemia” ( Fefer, 1974; Weiden, 1979; Prentice, 1978, Gale, 1984; Sanders,
1985 ).

Las principales indicaciones del TAMO, independientemente de la enfermedad de
base, derivan de la limitaciones que impone el trasplante alogénico. Estas son: la falta
de disponibilidad de un donante histocompatible en una proporcién importante de la
poblacidn (75%), la limitacién impuesta por la edad a mayores de 40-45 afios, y la
mayor mortalidad peri-trasplante debida, en gran parte, a la enfermedad injerto contra

huésped.
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Estos factores han provocado un aumento en la utilizacidon del trasplante autdlogo,
ampliando su aplicacion a otras enfermedades neopldsicas no hematoldgicas. Las
siguientes enfermedades son las consideradas mas frecuentemente como candidatas a
TAMO: leucemias agudas, linfomas malignos y tumores sélidos quimiosensibies. Los
mejores resultados son de esperar en situaciones de primera o segunda remisidn

completa, cuando la enfermedad residual o la carga tumoral y los subclones resistentes

sean minimos.

El principio general de la relacién /dosis respuesta, dependiendo de la carga tumoral,
da una base teédrica para una eficaz reduccién tumoral antes del TAMO, pero también
es de consideraciéon el momento éptimo elegido para hacerlo. Por una parte éste debe
ser lo suficientemente precoz como para evitar el desarrollo de clones resistentes, y
consecuentemente de posteriores tratamientos de quimioterapia muy prolongados 0 a
dosis muy altas ( Schabel,1978; Peters, 1985 ). Estas Gltimas circunstancias podrian
comprometer, por su excesiva toxicidad, la capacidad de repoblacién de las células

utilizadas en el rescate.

Por otra parte, el momento del TAMO debe permitir que el paciente pueda recibir dosis
de tratamiento suficientes como para realizarse un “purgado in vivo” que redujera la
enfermedad residual a la minima expresién posible. Es por ésto que es necesaria una
buena monitorizacién de las poblaciones medulares normales y malignas en el periodo

previo al trasplante.

La utilizaciéon de un rescate medular es imprescindible si se utilizan regimenes de
acondicionamiento mieloablativos, pero no son vitales si no lo son, a pesar de la

evidente ventaja de acortar el periodo de aplasia tras su aplicacién ( Gorin, 1987 ).

5



Introduccion

Considerando la toxicidad de la quimio/radioterapia de acondicionamiento previa al
TAMQO, este procedimiento se limita a pacientes menores de 60 afius, y a pacientes sin

alteraciones organicas mayores.

1. OBTENCION DE {AS CELULAS GERMINALES HEMOPOYETICAS

La extraccion de la médula 6sea se realiza en quiréfano, de acuerdo con la técnica
descrita por Thomas y colaboradores en 1970 ( Thomas, 1970 ). El namero de células
a obtener varia en funcién del tipo de procesamiento posterior de la médula dsea. El

numero exacto de celulas necesario para un TAMO es desconocido, pero en general se
viene considerando una cantidad de 0,25 x 109 células totales / kg del receptor, y de

0,45 x 109 en el caso de que la médula 0sea vaya a ser tratada ex-vivo posteriormente

(Lewis,1964; Gorin, 1975; Spitzer,1980 ).

La médula dsea se recoge en un momento oportuno de la historia de la enfermedad, en
el que no se detecte enfermedad visible en la misma, es decir en remisién. Esto ocurre
después de que el paciente haya sido suficientemente tratado como para asegurar una
maxima reduccion de la masa tumoral , el " purgado in-vivo" mencionado anteriormente.
Generalmente se trata de respetar un periodo de tiempo de unas cuatro semanas
después de la administracion del Gltimo ciclo de quimioterapia con el objeto de que la

meédula haya recuperado su celularidad.

Ademds de esta consideracion general, hay que tener en cuenta las estrategias

seguidas por los distintos protocolos terapéuticos o particularidades de ciertas
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enfermedades. Hay trabajos que refieren una mayor supervivencia libre de enfermedad
en pacientes con leucemias mieloblasticas trasplantados tras siete meses de
tratamiento antes de la recogida de médula 6sea y el trasplante ( Gorin, 1986 ). Se
trataria de disminuir al maximo la carga tumoral, realizandose el harvest y el trasplante
en el momento en que la enfermedad residual fuera tedricamente minima. Por otra
parte, la prolongacién de este intervalo de tiempo podria resultar en la exclusién para

TAMO de pacientes con recidivas precoces o de mal prondstico.

2. FRACCIONAMIENTO DE LA MEDULA OSEA

La medula ésea obtenida en quiréfano es de un voiumen considerable y contiene
muchos elementos innecesarios para el trasplante. Por ésto tras la extraccion se
procede a su fraccionamiento. £l primero de los objetivos del fraccionamiento es la
reduccidn de volumen. Hay que tener en cuenta gue en el desarroilo de la
manipulacion para el trasplante se produce una duplicacion del volumen del inéculo a
infundir al afadirse a éste la solucién crioprotectora ( técnica descrita en otro apartado )
. De esta forma hay un enorme velumen de producto para almacenar, y un mayor gasio
de reactivos. Desde el el punto de vista clinico, se produce la reinfusién al paciente de
un volumen considerable en el momento del trasplante. La reduccion del volumen se
lleva a cabo disminuyendo, en distinta proporcion el plasma y los hematies ( Weiner,
1977; Linch, 1982 ).

El segundo objetivo es la reduccion de la masa de hematies. Esto es conveniente no
s6lo por su contribucion en la disminucidon del volumen, sino porgue durante la
congelacién se produce una lisis de los hematies. La criopreservacion es éptima para

la fraccion de las células mononucleares, en donde se encuentran las células
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responsables del injerto, pero no para los hematies, resultando en su lisis en mayor o
menor grado. El resuitado es que en la descongelacion se infunde a! paciente una gran
cantidad de hemoglobina libre y de membranas de hematies lisados que pueden

comprometer su funcién renal ( Van der Quweland, 1982 ).

Hay equipos que purifican la fraccidn celular de células mononucleadas (Gilmore,
1982; Gerota, 1982, Lopez, 1985 ). Esto conlieva la ventaja de que el volumen es
menor, la masa de hematies inexistente, y que ademas se eliminan los
polimorfonucleares. Estas células pueden lisarse y liberar enzimas que producen
reacciones histaminoides o inducen a la agregacion celular. Sin embargo, el coste y el
tiempo del proceso hace que la utilizacién de esta practica no sea rutinaria, y que sélo
se lleve a cabo en el caso de que sea imprescindible, es decir en los casos en que la

médula dsea vaya a ser tratada ex-vivo.

Es evidente que todas estas manipulaciones pueden afectar, no sélo a las fracciones
deseadas, irrelevantes para el injerto, sino que también pueden disminuir la fraccion de
céluias leucocitarias responsables de la recuperacién hematoldgica. Por estas razones
todos los métodos desarrollados deben tener como objetivo el alcanzar maximas
reducciones del volumen y de la masa de hematies, sin que se produzca pérdidas de la
capa leucoplaquetar, en dénde se hallan las células progenitoras y la célula madre

hemopoyética.

La mayoria de las técnicas de fraccionamiento se basan en centrifugaciones mas o
menos sofisticadas y mas 6 menos automatizadas, que permiten un concentracion de la
fraccion leucoplaguetar o buffy-coat, en donde estan contenidas las células

progenitoras.
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Figura 1: Separador celular Haemonetics-30.
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Para ello se utilizan diversos métodos, en funcién de los resultados obtenidos y de su
disponibilidad. Los mas frecuentes son las centrifugaciones en bolsas y los
separadores de flujo continuo como la IBM-COBE Spectra ( Figura 7 ) 6 Fenwall CS
3000 (Gilmore, 1982; Hervé,1983; Lépez 1985 ) o discontinuo como la Haemonetics 30
( Figura 1y 6 ) 6 V-50 ( Van der OCuweland, 1982 ).

Todos estos métodos permiten el fraccionamiento de forma mas o menos cerrada, para
garantizar la no contaminacion microbiolégica. Las técnicas estan descritas en detalle

en el apartado de métodos.

3. TRATAMIENTO EX VIVO DE LA MEDULA OSEA

Una de las condiciones para que un TAMO aplicado como parie de un tratamiento
antitumoral tenga éxito es la utilizacién de un inéculo libre de enfermedad. En pacientes
con tumores solidos que metastatizan poco a médula ésea, esta posibilidad es alta. Sin
embargo, en enfermedades que involucran habitualmente a la médula dsea - las
leucemias, [os linfomas y los mielomas- la posibilidad de que la médula 6sea en
remisién contenga células tumorales malignas gue sean capaces de reproducir la
enfermedad en el momento del trasplante puede ser alta ( Hagenbeek, 1985; Reynolds,
1985 ). Recientemente se ha demostrado que esta posibilidad no es sélo tedrica, sino
que esta contribucion es real en leucemia mieloblastica ( Brenner,1993 ), en leucemia

mieloide crdnica ( Deisseroth, 1994 ), y en neuroblastoma ( Rill, 1994 ).

Aungue esto pareceria justificar ampliamente la necesidad de purgar las médulas
Oseas utilizadas en los TAMO, este tema es controvertido, porque los resultados a nivel

clinico no demuestran un beneficio evidente derivado de esta practica en la
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supervivencia global de los pacientes. Seguramente se obtendria una mayor eficacia si
el purgado ex-vivo se acompanara de una mayor eficacia en los regimenes

erradicativos de acondicionamiento ( Santos, 1983; Dinsmore, 1984 ).

El purgado ex vivo de médula dsea tiene problemas metodolégicos y técnicos como
son, por ejemplo, la identificacion de las células malignas o la seleccién del mejor
método de purgado de acuerdo con cada patologia. La toxicidad de los tratamientos in
vitro sobre las células normales es la responsable del retraso del injerto en la mayoria
de los purgados. Otro problema teérico es la heterogeneidad de las células tumorales,
ya que se han descrito células tumorales formadoras de colonias leucémicas con

progenie de fenotipo distinto.

No existe un agente de purgado ideal, que actle selectivamente sobre la poblacion
tumoral; sin embargo los métodos actualmente existentes cumplen con ciertos
requisitos como son la ausencia de toxicidad sobre la célula madre totipotencial, una
sensibilidad mayor por parte de las células tumorales que por parte de las células
hematopoyéticas normaies, y la posibilidad de inactivacion o eliminacion en el

momento de la reinfusion al paciente.

Los métodos de purgado mas utilizados actualmente son los métodos farmacolégicos y

los inmunolégicos.

3.1. Métodos farmacoldgicos:

El método farmacologico mas utilizado es el quimioterapico, y entre ellos los que

utilizan a derivados de la ciclofosfamida. Estos son la 4-hidroperoxiciclofosfamida, el

11



Introduccidn

ASTA-Z 7557 y el ASTA-Z 7654 { mafosfamida L lisina ). Todos estos compuestos son
activos in vitro, a diferencia de la ciclofosfamida, y liberan los metabolitos activos 4-
hidroxiciclofosfamida y la mostaza de fosforamida, similares a los producidos por el
metabolismo microsomal hepatico. Su utilizacién ex vivo permite concentraciones
mucho mas elevadas que al ser utilizadas in vivo ( Sharkis, 1985; Hilton, 1984; Kaizer,

1985 ; Hervé, 1983; Gorin, 1985 ).

Parece haber suficiente evidencia del beneficio de la utilizacion de estos métodos, en
cuanto a una mayor supervivencia libre de enfermedad, en casos de pacientes afectos
de leucemias agudas no linfoblasticas que necesitan mas de 40 dias en obtener una
primera remisién completa, y en el caso de pacientes que se trasplantan antes de los 3
meses después de obtener una remisién completa o0 menos de seis meses desde el
diagnéstico ( Gorin,1986; Mandelli, 1990 ). No obstante, su uso resulta controvertido,
debido a que el injerto en estos pacientes es mas tardio con el consiguiente aumento

de las complicaciones peritrasplante.

3.2. Métodos inmunoléqgicos:

Se basan en la expresidon de antigenos mas o menos especificos en las células
malignas tumorales, y su reconocimiento por anticuerpos monoclonales. Sin embargo,
esta técnica, que pareceria mas dirigida a la poblacién tumoral, tiene varias limitaciones
pues no todas las células tumorales tienen la misma expresion antigénica, incluso
dentro de patologias de la misma estirpe celular, e incluso del mismo inmunofenotipo.
Por otra parte, las poblaciones tumorales pueden ser heterogéneas, mostrando varias
subpoblaciones, ademas de existir la posibilidad de modulaciéon antigénica. Una

desventaja para la aplicacién de esos métodos es que algunas poblaciones normales
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expresan antigenos en comudn con las poblaciones tumorales ( Self, 1990; Foon, 1982 ).

Las técnicas inmunoldgicas consisten habitualmente en la combinacién de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el inmunofenotipo expresado por la poblacién diana
combinados con complemento, inmunotoxinas, microesferas magnéticas o microesferas
de baja densidad, que permiten su separacion, destruccién o eliminacién ( Ball, 1988,

Hervé, 1986, Tamayo, 1988 ).

Esquematicamente, en los métodos de purgade inmunoldgices se incuba la suspensidn
mononuclear junto con la combinacién de anticuerpos monoclonales éptima de
acuerdo con cada fenotipo y cada método. Posteriormente se incuban estas células
junto con el complemento, las inmunotoxinas, o las microesferas, segin el método
elegido para la eliminacién de las células diana marcadas con los anticuerpos

megnoclonales,

Estos métodos son habitualmente utilizados en las leucemias agudas linfoblasticas
(LAL), y en linfomas. Mientras que en las LAL no se han visto resultados clinicos que
impulsen su aplicacién, trabajos recientes realizados en linfomas de bajo grado han
demostrado su valor en la eliminaciéon de ia enfermedad minima residual con un
resultado clinico favorable a expensas de una mayor supervivencia libre de

enfermedad ( Simonsson, 1989 ).

De uso mas reciente y con resultados clinicos aun desconocidos aunque prometedores
es la aplicacion de técnicas inmunologicas de seleccion basadas en el reconocimiento
de antigenos de superficie de las células hemopoyéticas normales, el CD 34. En este

caso se selecciona la fraccion positiva a este antigeno, eliminandose 6! resto de las
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poblaciones, incluida la maligna. Logicamente esta técnica esta limitada a patologias
cuyas células malignas no expresen el antigeno de superficie CD34, y esta siendo
aplicado a varias patologias, entre las que se encuentran el carcinoma de mamay !os

linfomas.

4.CRIOPRESERVACION

La duraciéon de la administracién de los regimenes de acondicionamiento o la
estrategia en la realizacién de los TAMO hace que sea necesario almacenar la médula
Osea durante periodos variables de tiempo. La conservacién de la médula dsea durante
esta espera puede realizarse a 49C, pero a esta temperatura la viabilidad disminuye
significativamente si se prolonga por mas de 48-56 horas porque, si bien el
metabolismo esta ralentizado, no esta completamente detenido. ( Pegg,1976; Van der

Berg, 1959; Lovelock, 1955 ).

Por esta limitacién suele ser necesaria la criopreservacion de la médula que, aunque
técnicamente mAas compleja, posibilita la adopcién de cualquier régimen de

acondicionamiento o estrategia de trasplante no restringido a limitaciones de tiempo.

4.1. Antecedentes

El desarrollo de la técnica de criopreservacién surgié después de numerosos estudios
sobre el efecto de la congelacidon en la viabilidad, morfologia y funcionalismo de

diversos tipos de células.

En el afio 1955, Barnes y Loutit { Barnes, 1955 ) consiguieron demostrar que la médula
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6sea de rata podia ser conservada correctamente utilizando la técnica de Polge
descrita para espermatozoides en presencia de glicerol. Simultdneamente Cavins
demostrd, en animales de experimentacion, la capacidad de la médula ésea congelada
a - 80% C de reconstituir la hemopoyesis en perros aplasiados por irradiacién letal
(Cavins, 1964 ). A este estudio siguieron otros de Storb y Thomas en perros irradiados y

reconstituidos con médulas 6seas autdlogas, alogénicas y singénicas ( Storb,1969 ).

Se estudiaron otros agentes crioprotectores, entre los que cobrd una gran importancia
el dimetilsulféxido, y se establecieron los principios generales de la criopreservacion.
Hayward y Rubinstein comenzaron el estudio de la identificacién de las fracciones
celulares implicadas en la recuperacion hematolégica, y demostraron que ésta se
encontraba en la fraccidon mononuclear. Estudios posteriores se centraron en el analisis
del efecto de la criopreservacién sobre la misma a nivel de microscopia 6ptica

convencional y ultraestructural ( Hayward,1971; Rubinstein,1973 ).

La posibilidad de incorporar los cultivos celulares hemopoyéticos para monitorizar
especificamente la funcién de reconstitucion medular supuso un gran avance en el
conocimiento de las técnicas de criopreservacién. Leibo y Till los utilizaron por primera
vez al valorar distintos crioprotectores y distintas velocidades de congelacién sobre la
formacién de colonias esplénicas en raton ( Leibo, 1970 ). El desarrollo de técnicas de
estudio in vitro de la hemopoyesis en humanos no se desarrollé hasta 1970, en que
Pike y Robinson describieron el cultive en medio semisélido de precursores

hemopoyéticos, aspecto desarrollado en el apartado de controles ( Pike, 1970 ).
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4.2. Lesién celular crioinducida

La criopreservacién de la médula dsea es un fendmeno muy complejo en el cual la
causa del dafo celular no esta del todo clara. La criopreservacién optima de cualquier
suspension celular depende de parametros entre los que destacan aspectos
modificables como la velocidad de congelacién -con un rango dptimo para cada tipo

celular-, o la composicion de la solucion en la que se congela.

Hay diversas teorias que intentan explicar el dafio producido por el frio. Lovelock
postula en un modelo realizado sobre hematies humanos que el dafo celular es la
consecuencia directa del aumento de la concentracion de electrolitos dentro y fuera de
la célula. Meryman interpreta los resultados no como una accién directa de los
electrolitos, sino como una consecuencia de {a reduccién del volumen celular debido a
la hiperosmolaridad extracelular., por debajo de un volumen tolerable ( Meryman 13863,
1971). Mazur habla de dos procesos independientes, con dafio por efectos de solucién
con congelaciones lentas y otro con la formacién de cristales intracelulares a

velocidades répidas ( Mazur, 1966; Mazur, 1977 ).

Si consideramos a la médula ésea como una suspensién celular en un medio con
solutos y la enfriamos por debajo de los 0°C, vemos que pese a su gran contenido en
agua, la solucion permanece sin congelar. Esto se debe en parte al descenso
crioscépico de su punto de congelacidon por la cantidad de solutos que contiene, y en
parte por un pequefio grado de sobreenfriamiento que hace que la solucion
permanezca sin congelarse a una temperatura inferior a su punto de congelacion.
Durante este periodo no se produce ninguna lesion celular a ninguna velocidad de

congelacién.
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Por debajo de los 5-7°C bajo cero comienza a formarse hielo cristalino a partir de un
centro de nucleacidn; es decir, que a partir de un conjunto de moléculas agrupadas al
azar que en un determinado numero actuan como embriones a partir de los cuales se
forman los cristales de hielo. Estos centros se denominan nucleos heterogéneos
(Franks, 1981; Franks 1983 ). El tamafio critico para la formacién de estos centros de
nucleacidn varia de acuerdo con la temperatura, y es mayor a temperatura mas altasy
menor a temperaturas mas bajas. El interior de las células permanece en estado
liquido, pues la probabilidad de nucleacién intracelular es muy baja, debido al menor
numero de moléculas de agua libre, y por actuar la membrana plasmatica como una
barrera, impidiendo el crecimiento del hielo dentro de la misma. En el momento del
cambio de estado del liquido al sélido, se produce una liberaciéon de calor, que es la

diferencia entre las entalpias del liquido y el sélido.

A medida que se forman los cristales de hielo a expensas del agua pura, se excluyen
los solutos, por lo que el medio extracelular experimenta un aumento de osmolaridad
creciente. Al continuar el sobreenfriamiento, mas agua se ira incorporando al hielo,
suficiente a cada temperatura como para concentrar los solutos en el liquido remanente
que produce una solucion que tiene ese punto de congelacion. Asi, la solucidén en

estado liquido es cada vez menor y su osmolaridad cada vez mayor ( Vila ,1984 ).

Ei agua intracelular tendera a salir para mantener un equilibrio osmdético, y la célula se
deshidratara ( Figura 2 ). Si la velocidad de congelacion es lo suficientemente lenta, la
progresiva pérdida de agua intracelular deshidratara a la celula, pero ésta no se
congelara. Si el descenso de temperatura continta, la deshidratacidon excesiva dafarg
a la membrana celular y a sus estructuras internas, que contribuiran a la destruccién

celular por un mecanismo no del todo claro, pero en el que la deshidratacion y la
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reduccion del volumen celular son criticos ( Farrant, 1970 ).

Si la velocidad de congelaciéon es muy rapida, se evitara la salida del agua del interior
de las células al medio extracelular, pero su interior se sobreenfriara, y la probabilidad
de formacion de centros de nucleacion sera alta, con formacién de cristales

intracelulares, y destruccidn celular de tipo mecdnico.

Independientemente de la velocidad de congelacién, se liega a la temperatura de 40°C
bajo cero. Esta es la temperatura eutéctica del sistema al que nos estamos refiriendo, a
partir de la cual se produce una nucleacion homogénea -vitrificacién-, con formacién de
solido amorfo, es decir sin estructura cristalina, en la que la formacién de sélido no
dafia las estructuras celulares. A partir de este punto, la muestra permanece inalterable

y puede almacenarse a temperatura muy bajas ( Rowe, 1966; Sherman, 1976 ).

Para que estos fenémenos ocurran es necesario que el agua este “libre”, es decir no
ligada a otras moléculas o sea, congelable. Es justamente modificando el
comportamiento del agua en que se basa la accion de los llamadas crioprotectores.
Estos, unidos a la eleccion de una velocidad de congelacidén 6ptima, logran las
maximas recuperaciones de viabilidad tras los procesos de congelacion y

descongelacion de la médula ésea.
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Figura 2: Esquema de la relacion entre la velocidad de congelacién y el
dafio celular crioinducido.

Durante ia criopreservacién fenta la congelacidn extracelular crea condiciones gue provocan la pérdida de
agua intracelular por gradiente de osmoiaridad. Durante la congelacion rapida, las células no tienen tiempo

de reducir su volumen, forman hielo intracelular y mueren.
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4.3. Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles que modifican el diagrama de fases
de las soluciones intra y extracelulares. Es evidente que para que sean eficaces deben
influir en la formacién de hielo, en la deshidratacién celular y en el desarrolio del hielo
intracelular. Los de mayor eficacia para la criopreservaciéon de medula dsea son
clasicamente los crioprotectiores penetrantes dentro de la célula, como el DMSO

(Ashwood- Smith, 1961; Mc Gann, 1978 ).

Dentro de sus caracteristicas esta la de ser penetrante y la de actuar como agente
coligativo. En la congelacién de la médula désea es importante que el crioprotector
penetre dentro de la célula para no aumentar la osmolaridad extracelular y agravar el
dafio que debe prevenir. Por supuesto que no debe ser téxico a la concentracidn

utilizada ( Polge,1949; Barnett, 1978 ).

Los agentes coligativos tienen la propiedad de ligar moléculas de agua. Esto hace que
la proporciéon del agua que puede incorporarse al cristal de hielo a cualquier
temperatura esta reducida, atenuéandose asi el aumento de la presidon osmdtica y los
efectos de solucion. Esto también evitaria una reducciéon del volumen celular no tan

critica y que seria reversible.

Por otra parte, el DMSO aumenta su viscosidad a medida que desciende ia
temperatura. A temperaturas muy bajas la viscosidad del DMSO es tan alta que el agua
no puede disponerse en una estructura cristalina lo que impide la cristalizacion y

favorece la vitrificacion ( Fahy, 1990; Lovelock, 1959 ).
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El DMSO difunde muy rapidamente dentro de la célula, por lo gque las diferencias
transitorias del gradiente osmético no producen danos irreversibles. Sin embargo su
incorporacion debe hacerse de forma lenta, para evitar un gran dafo osmotico.
Ademas existe un cierto grado de toxicidad con el transcurrir del tiempo sobre las
células a temperatura ambiente, lo que obliga a reducir al maximo el tiempo de

exposicion de las mismas a los crioprotectores ( Douay, 1982; Arakawa, 1990 ).

En la practica, para criopreservar una médula ésea existen varios métodos, pero el que
garantiza una maxima recuperacién de la viabilidad celular por su calidad y
reproductibilidad es la criopreservacion en congeladores programables, con la adicion
de dimetilsuiféxido (DMSQO) al 10% como agente crioprotector y descensos de
temperatura de 1-32C / minuto, induciendo el cambio de fase en el momento 6ptimo

(Figura 4) ( Garcia J, 1983; Lamana, 1990 ).
El equipo de congelaciéon consta de una camara aislada, de un sistema de aporte de

nitrégeno liquido regido por un microprocesador y controlado por termopares que,

ademas, permiten registrar las temperaturas de la muestra y de la caAmara ( Figura 8 ).
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Figura 3: Curvas de temperatura de la muestra y de la camara durante un

proceso de criopreservacién de médula dsea.
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5. ACONDICIONAMIENTO, DESCONGELACION DE LA MEDULA OSEA E
INJERTO.

El trasplante se realiza en un periodo variable de tiempo. El paciente recibe la
quimio/radioterapia de acondicionamiento, optimo para cada tipo de enfermedad, y

posteriormente la reinfusién de la medula dsea descongelada.

La maxima recuperacién de la viabilidad se consigue con una descongelacion rapida.
Si se realizan descongelaciones lentas, existe la posibilidad de recristalizacion
intracelular, es decir la formacién de grandes cristales a partir de pequefios cristales
debido a la coexistencia de zonas descongeladas con zonas congeladas a
temperaturas muy bajas, y que inducen a una renucleacién de forma descontrolada

(Leibo, 1970; Kubota, 1976, Meryman, 1971 ).

En la practica se sumerge la bolsa en un bafio a 37°C y en dos minutos la bolsa se
descongela totalmente, y se infunde a través de un catéter central sin mayores
complicaciones para el enfermo mas que nauseas, sensacion de calor y ocasionales

elevaciones transitorias de la presién venosa central ( Davis ,1990 ).

Se considera injerto a la aparicién en sangre periférica de 500 granulocitos /mm3 y de

20 000 plaguetas / mm3. Este concepto se establece desde el punto de vista clinico,

pues es al alcanzar estas cifras cuando disminuye significativamente el riesgo de

infecciones y de hemorragias en el periodo peritrasplante.
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6. CONTROLES DE CALIDAD DEL INOCULO MEDULAR.

Desde la extraccion hasta su reinfusion, la médula 6sea autéloga sufre una serie de
manipulaciones que pueden alterar cualitativa y cuantitativamente la capacidad de
repoblacién hemopoyética de los progenitores contenidos en ella. Se han hecho varios
intentos para encontrar un método de control que sea capaz de asegurar ia capacidad
de implante, pero hasta ahora no existe en el humano una prueba sencilla para la
rutina de un laboratorio de trasplante que sea equivalente a la Unidad Formadora de

Colonias Esplénicas (CFU-S ) del ratén.

l.a céluta capaz de mantener la hemopoyesis durante toda la vida y de repoblar una
 médula 6sea aplasiada es la célula madre o stem cell ( Figura 4 ), que tiene capacidad
de autorrenovacion, proliferacion y diferenciacién, pero que representa una fraccion
muy pequefia del total de la celutaridad medular { Bender, 1994 ). Esta pobiacidn
celular puede ser estudiada mediante los Cuitivos a Largo Plazo ( Dexter, 1977 )}, el
ensayo de colonias bldsticas ( CFU-Blast), LTC-IC { Long Term Culture-Initiating Cells )
o CAFC (Cobblestone-Area Forming Cells ) ( Brecher, 1993; Healy, 1994 Ploemachaer,
1994; Herbein, 1994 ). Todas estas técnicas dan informacién desde el punto de vista
cualitativo de los progenitores hemopoyéticos mas inmaduros. Sin embargo no son
(tiles en la practica rutinaria del trasplante, pues son de una gran complejidad técnica y
requieren alrededor de dos meses en ofrecer informacién, poy io que en general son de

aplicacion mas restringida a la investigacion.

El siguiente escalén en la escala madurativa esta representada por precursores mas
comprometidos ( CFU-Mix ). Estos mantienen una alta capacidad de diferenciacién y

proliferacion, pero no tienen potencial de autorrenovacién como para garantizar un
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injerto estable. Esta poblacion celular puede ser detectada en cultivo semisélido por su

capacidad de formar colonias de células de muitiples linajes.

El método utilizado habitualmente es el de cultivos de progenitores mas
comprometidos, desarrollado por Pike y Robinson. Este método detecta células que
estan alejadas ontogénicamente de la célula madre, pero su realizacién es Util en la
rutina del laboratorio para valorar la riqueza de progenitores que van a ser reinfundidos

a un paciente sometido a una terapia aplasiante ( Pike, 1970 ).

6.1. Cultivos de progenitores comprometidos

Estos progenitores se detectan por su capacidad para formar colonias en medios
semisolidos, y se denominan CFU o sea Unidad Formadora de Colonias, y se definen
de acuerdo a la progenie de células mas o menos maduras que producen: GM
(granulomacrofagica ){ Figura 5 ), E ( eritroide ){( Figura 6 ) , MK ( megacariocitica ),
GEMM (o Mix). El cultivo de este ultimo progenitor es de mayor complejidad y su tasa
de clonacién muy baja, y guarda en general una buena correlacién con ias CFU mas
maduras , por lo que no son utilizados de rutina en el laboratorio { Iscove, 1975;

Messner, 1982; Ayats, 1985 ).

Los otros progenitores comprometidos, los eritroides y los megacariociticos
corresponden a progenitores del mismo grado de diferenciacion, respecto de la célula
madre, que las CFU-GM pero presentan mas problemas de tipo técnico para su
realizacion, por ello, a efectos de injerto, el método utilizado habitualmente es el de las
CFU-GM. Si bien el método de cultivo CFU-GM es sencillo, la eficacia de cionaje esta

influenciada por varios factores técnicos, por lo que cada centro debe encontrar su

25



Introduccion

rango de normalidad, y es dificil establecer comparaciones entre grupos de trabajo

(Cline, 1979; Eaves, 1984; Ogawa, 1983; Prachal, 1978; Till, 1964).
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Figura 4: Esquema de la hematopoyesis.
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6.2. Aplicacion de los cuitivos de CFU-GM para la monitorizacién de un
trasplante autdlogo.

6.2.1. Control tras las etapas de obtencion y fraccionamiento de la médula

o6sea.

Como se ha mencionado previamente, pese a que los objetivos de obtenciéon se
expresan en numero de células totales por kilo de peso del receptor, no existe una
correlacidén entre las células totales / células mononucleares / CFU-GM. En esta
variabilidad intervienen la enfermedad de base, en la que puede -0 no- haber existido
infiltraciéon maligna medular, los tratamientos recibidos, la edad, y la técnica de
extraccion, de la que depende el grado de contaminacidn con sangre periférica. De
ésto se desprende que el niumero minimo de células necesarias para garantizar el
injerto en humanos es realmente desconocido, y que el contenido en progenitores y

células madre sea variable para una misma cantidad de médula 6sea.

El calculo del contenido de progenitores se hace normaimente una vez procesada la
médula ésea para la obtencién del buffy-coat o capa leucoplaquetar, pues es esta la

fraccion que va a ser infundida al paciente tras su criopreservacion ( Goldman, 1978,

Waelis, 1979 ).
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15

Figura 5: Colonias de precursores granulo-macrofagicos, CFU-GM.

6.2.2. Control de los procesos de criopreservacion y descongelacion

Esta establecido por numerosas evidencias experimentales y clinicas cudles son las
velocidades de congelacidon y descongelacién optimas para las células humanas
hemopoyéticas. Para la estandarizacién de todos los parametros como velocidad de
congelacién, tipo de crioprotector, tipo de recipientes, volimenes, concentracién celular,
etc, se utilizaron como controles la recuperacion de células totales y la recuperacion de

CFU-GM ( Adamson, 1972; Aglietta, 1984; Douay, 1986, Gorin, 1983 ).
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6.2.3. Prediccion del injerto

Normaimente se considera injerto a la reconstitucidon hemopoyética “Gtil” desde el

punto de vista clinico, es decir a la aparicion en sangre periférica de 500 granulocito /

mm3 y a 20 000 plaquetas / mm3. Es con estas cifras cuando las complicaciones

infecciosas y hemorragicas disminuyen significativamente.

Existe una gran variabilidad en el momento en el que se alcanza e! injerto tras la
reinfusion de médula désea, sin que las causas que producen esta variabilidad estan
definidas ( Schlunk, 1981). Hay variables que parecerian claras, como son la calidad de
la médula ésea obtenida en el momento del harvest, o el nimero de células infundidas
en el momento del trasplante { Mick, 1990; Haas, 1994 ). Hay otras variables en las que
las explicaciones no son tan evidentes, como es el caso de la patologia de base. No
sabemos si por la enfermedad en si, o por el tratamiento recibido, tanto si se trata de
radioterapia o quimioterapia acumulada segun las distintas enfermedades, o por la

calidad del estroma o de las células infundidas { Gee,1987; Steward, 1985 ) .

Si bien extrapolando de la experimentacion animal, - 0 por accidentes o errores
referidos en la literatura-, se sabe que debe existir un “umbral “ de dosis minima de
células por debajo del cual el injerto seria dificil, éste no ha sido claramente establecido
en humanos. Si bien Gorin y Douay han definido para su grupo un umbral de 103 CFU-
GM/ kilo del paciente ( Gorin, 1987 ), hay varios trabajos al respecto con resuitados
contradictorios en cuanto a la correlacién entre el nimero de células totales o de CFU-
GM infundidas, la rapidez del injerto y la estabilidad del mismo ( Spitzer, 1980;
Douay,1986; Rowley,1987; Sutherland, 1994 ).
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Es decir que el numero de progenitores comprometidos puede ser muy alto, y esto dara
mayor rapidez al injerto, pero el contenido de células madre puede ser bajo, lo que no
le dara estabilidad a largo plazo a ese injerto ( Gee,1989; Steward, 1985; Hill, 1989 ).
También esta claro, que a pesar de dosis masivas de CFU-GM hay un intervalo de
tiempo por debajo del cual no es posible acortar el tiempo de injerto, si se trata de

regimenes verdaderamente aplasiantes.

Figura 6: Colonia de precursores eritroides, BFU-E.
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Objetivos

La puesta en marcha y el desarrollo del trasplante autdlogo de médula dsea obligan a
establecer una estrecha vigilancia de todas las manipulaciones que sufre la médula
Osea y de todas las variables que intervienen en las etapas incluidas desde la
extraccion de la médula dsea hasta que se produce el injerto del paciente con el
producto infundido. Para valorar estos aspectos, fue necesario analizar los siguientes

objetivos:
I. Estudiar si el método de fraccionamiento aplicado a la médula 6sea o si
el diagnoéstico de los pacientes condicionaron diferentes resultados en

cuanto a la calidad del producto a infundir.

Il. Verificar si el método de criopreservacién aplicado condiciono

diferentes resultados en cuanto a la calidad del producto.

lIl. Determinar cuales fueron las variables mas relevantes que influyeron

en la rapidez del injerto.
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PACIENTES, MATERIALES Y METODOS
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I. PACIENTES

Se han analizado las médulas 6seas extraidas para r@alizar un trasplante autdlogo a
115 pacientes del Servicio de Hematologia del Hospital de La Princesa de Madrid. A
continuacién se describen las principales variables de d;astos paciertes:

Tabla 1: Distribucion por sexo de los pacientes

Sexo Casos Casos
Hombres 73 63.5%
Mujeres 42 36.5%

Tabla 2: Distribucion por edad de los pacientes.

J
Edad
MediatDesv St 22.9+12.8
Mediana ( rango ) 20(3456)

Tabla 3: Distribucion por diagnéstico de los pacientes.g

Diagnéstico Casos
LAM 3
B LAL 3
LNH 1
EH 2
Otros * )

|
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* Otros diagndsticos:
Neuroblastoma.............. 4
Sarcoma de Ewing........ 2
Rabdomiosarcoma........ 2
Glioma maligno.............. 1

Tabla 4: Edad media de los pacientes segln el diagnédstico.

—

Diagnéstico MediatD St

LAM 26+13 |

LAL 1618

LNH 30+13

EH 29+10

OTROS 8+3.7

Tabla 5: Status de la enfermedad de los pacientes en el momento del harvest.
Status % Casos
12 Remisidn completa 44.3
22 4 + remision completa 45.4
Remisidn parcial 6 recidiva 10.3 |
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Tabla 6. Distribucién por status segtn diagnésticos en el momento del harvest.

Diagnéstico 12 RC 226 +RC Rec + RP
LAM 69.4% 30.6% -
LAL 33.3% 66.7% -
LNH 45.5% 27.3% 27.3%
EH 15.8% 47.4% 36.8%
Otros 48.2% 51.8% -

. MATERIALES Y METOD

1. Extraccion de la médula ésea.

La extraccién de médula 6sea se realiza en quiréfano, en condiciones estériles. El
procedimiento tiene una duracion aproximada de 2 horas. La técnica utilizada es la
descrita por Thomas y Storb ( Thomas, 1971 ) con pequefas variaciones.

1.1. Material:

-2 trdcares largos tipo Jamshidi.

-2 trocares de puncion esternal cortos.

-4 bolsas de transferencia de 600 ml.

-Soporte de bolsas.

-4 tapones con cierre de caucho para toma de muestra ( Sampling site coupler )

-6 jeringas de 20 ml con cono luer adaptable a los trécares y al sistema de infusion de
las bolsas.

-Heparina sin preservantes ( Rovi )

-200 ml de suero fisiolégico.
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-2 bateas estériles.
-Tubos de muestra para recuento.
-Balanza

1.2. Personal;
-2 médicos.
-1 ATS, 1 auxiliar de quiréfano.

-1 anestesista.

1.3. Método:

La extraccion se realiza en quiréfano convencional, bajo anestesia general.
Preparacion:
Se prepara una solucién con 100 ml de suero fisiolégico y 10 000 U de heparina sin

conservantes. Se introduce a través del sistema de infusidn, sin el caucho, 20 ml de
esta solucidn en dos de las bolsas Transfer, que se colocan en el soporte .

En una batea se ponen 50 mlde la solucién heparinizada para enjuagar las jeringas y
los trocares.

Se hepariniza al paciente con 50 U de heparina sin preservantes / kg de peso.

Extraccion:

{ a extraccidn se realiza con el paciente en decubito prono, bajo anestesia general.
Se desinfecta el campo, y se colocan los pafios necesarios, dejando al descubierto
sélo las crestas iliacas posteriores.

Los médicos, uno a cada lado del paciente, realizan ias punciones aspiraciones
comenzando por las crestas iliacas posterosuperiores., y desplazando los lugares de
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aspiracion a lo largo de las crestas, y si fuera necesario, las palas.

Cada puncidén debe hacerse con el fiador puesto. Una vez en la cavidad medular, se
extrae el fiador, se conecta una jeringa, y se aspiran, rotando el trécar, no mas de 4 m|
de médula 6sea. Se entrega la jeringa a la ATS, quién introduce el contenido de la
jeringa en una bolsa, la enjuaga en la batea, y la devuelve a la mesa de instrumental. A
través de cada sitio de puncién se puede profundizar a varios niveles, de ¢cm en cm, y
realizar aspiraciones todo lo que el grosor de la cresta permita.

A través de cada sitio de puncion en piel se pueden pinchar varias areas, inclinando el
trocar al pinchar en 3-4 angulos diferentes. No se debe aspirar en lugar repetido, pues
se favorece la contaminacién con sangre capilar, y disminuye el contenido de
progenitores.

El contenido de las bolsas no debe exceder de 400 ml en cada una. El control del
volumen se realiza por peso. Cada 400 ml se realiza un recuento de la muestra de la
bolsa. Multiplicando el volumen por el recuento, obtenemos el nimero total de células
obtenidas, y dividiendo este resultado por el peso del paciente, sabremos el numero de
células por kilo. El objetivo es obtener 3-2,5 x 108 células medulares por kilo de peso
del paciente.

Si la médula ésea obtenida de las crestas posteriores fuera insuficiente, se pueden
pinchar las crestas iliacas anteriores y el esternén.

2. Fraccionamiento de la médula ésea.

Con el fraccionamiento se pretende disminuir el volumen medular total,
fundamentalmente a expensas de reducir el volumen de la masa roja o eritrocitaria y el
volumen de! plasma, conservando la capa leucoplaquetar o buffy-coat, en donde estan
contenidas las células progenitoras.

Un vez en el laboratorio de procesamiento de la médula dsea se introduce el volumen
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total en una sola bolsa de transferencia de 1000-2000 mi. Se extrae una muestra para
el recuento celular. Multiplicando el recuento celular por el peso de la médula dsea se
conoce el numero de células totales. Dividiendo este resultado entre el peso del
paciente, sabremos el numero de celulas por kilo de peso.

2.1. Fraccionamiento por centrifugacién en bolsa ( simpie y doble )

Material:

-Bolsas de transferencia de 300 ml o de 600 ml.
-Jeringas de 50 ml.

-Centrifuga de bolsas.

-Extractor de plasma.

-Cabina de flujo laminar.

-Sellador eléctrico.

Método:
Se transfiere el total de la médula 6sea a 2 0 mas bolsas de transferencia.

Se centrifugan las boisas en posicion invertida a 700 g (1500 rpm ) durante 7 minutos.
Se cuelga la bolsa, se pincha una bolsa de transferencia, y se desecha la masa roja
hasta 3 cm por debajo de la capa leucoplaquetar.

Se pasa la muestra a una nueva bolsa, se sella la tubuladura, y se centrifuga en
posicién erguida a 2000 g ( 2100 rpm ) durante 12 minutos. Se coloca la bolsa en un
extractor de plasma, y se pincha otra bolsa de transferencia, desechando el plasma
hasta 3 ¢m por encima de la capa leucoplaquetar.

Resuspender agitando suavemente. Calcular el volumen y tomar una muestra para
recuento y cultivo celular.
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Si el volumen es muy pequefio o el hematocrito bajo, en lugar de una doble
centrifugacion se puede realizar una “centrifugacion simple”, haciendo sélo el segundo
paso, con centrifugacion en posicién vertical .

El tiempo necesario para procesar una médula por centrifugacion doble es de
aproximadamente una hora, y la mitad por centrifugacion simple.

22. F i mi |_pr ics-30_( Figurast1y®6)

El método utilizado es el descrito por Van de Oweland y de Witte { Van de Ouweland,
1982 )

Material:

- Separador celular Haemonetics 30.
-Equipo con campana pediatrica de 125 mi.
-Bolsas de transferencia.

-Sistema de transfusion en “Y” con filtro.
-Bolsa de solucion salina.

instalacién del i

Todas las conexiones se deben realizar en condiciones de asepsia, en campana de
flujo laminar. Se conecta el sistema en “Y” por el extremo unico & la via de acceso al
paciente, pinzando esta via y la de incorporacion del anticoagulante, que no se utiliza.
Se conecta uno de los ofros extremos a una bolsa de recogida, y el otro a una bolsa de
recogida ( R 1) o a una bolsa de salino, si se purga el sistema.

Se puede colocar una boisa intermedia { R2 ) entre 1a bolsa R1 y la boisa de MO para
controlar mejor el volumen de MO que ya ha sido procesado, especialmente si se trata
de volumenes grandes. Se conecta una bolsa de 600 ml a la salida de WBC. Montar el
sistema en el aparato.
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MEDULA OSEA

MEDULA OSEA
PROCESADA

——— — -

BUFFY-COAT I PLASMA

Figura 6: Esquema de funcionamiento para Ja obtencién de la capa
leucoplaquetar o “buffy-coat"con el separador celular Haemonetics-30
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Método:

Si se desea comprobar la integridad del sistema, se purga con suero salino
presionando FILL, y se llena la capsula. Antes de comenzar e! procedimiento ésta se
vacia, se retira la bolsa y se la reemplaza por la bolisa de médula dsea.

Introducir la MO en la campana presionando FILL, a una velocidad que inicialmente
puede ser de hasta 70 ml/ minuto hasta que la campana se llena. Después, reducir la
velocidad a 30-40 mi / minuto.

Cuando la capa leucoplaquetar |llega al circulo blanco superior, y hay
aproximadamente 1 cm de plasma hasta la salida, se detiene el llenado, continuando la

centrifugacion durante 1-3 minutos. Con esto se obtiene una mejor definicién de la capa
leucocitaria.

Transcurrido este tiempo, se vuelve a poner la velocidad de llenado a 20 -30 ml /
minuto. Cuando la capa leucocitaria esta a medio camino de la zona blanca de la
campana, se presiona WBC y se comienza a recoger durante 1-2 minutos,
dependiendo de la velocidad, desde que las células comienzan a salir de la campana
(aproximadamente 40 mi ).

Se detiene la centrifuga, se presiona EMPTY y se vacia el contenido de la campana y
de la bolsa de plasma en la bolsa R1, a una velocidad de 100 - 150 ml / minuto. Se

pulsa STOP, se baja a 0 mi / minuto la velocidad de llenado, y se comienza un nuevo
ciclo procediendo de forma idéntica.

Cuando toda la MO ha sido procesada una vez, se pasa el contenido de las bolsas R1y
R2 a la bolsa inicial, y se procesa toda la MO de nuevo 1 6 2 veces mas, modificando el
tiempo de recogida de cada ciclo, que sera de 45 - 60 segundos ( aproximadamente 20
ml por ciclo ). Esto es necesario para obtener mejor eficacia.

Al finalizar el proceso, se toma una muestra para recuento y cultivo de progenitores
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hemopoyéticos. El tiempo necesario para procesar una médula ésea ( procesando el
total medular las 2-3 veces recomendadas ) es de tres a cuatro horas.

2.3. Fraccionamiento con el procesador IBM-COBE 2991 ( Figura7)

El método utilizado es la primera parte del descrito por Gilmore y Hervé { Gilmore,1982;
Hervé, 1983 )

Material:
-Separador celular IBM-COBE 2991

-Crondmetro
-Equipo simple de procesamiento de MO.

-Pinzas pean.
-5 bolsas de transferencia de 300 ml.

ii.- Instalacién del equipo:

En cabina de flujo laminar se monta el set de la siguiente manera:

Tubuladura rgja............. Bolsa de médula dsea.

Tubuladura verde.......... Pinzado.

Tubuladura amarilla......Pinzado.

Tubuladura azul............. Bolsa de transferencia ( para recoger el buffy-coat )
Tubuladura malva......... Bolsa de sobrenadante.

Se pinzan todos las tubuladuras con las pinzas a nivel de las bifurcaciones, y se monta
el equipo sin pasar por las valvulas ni por el detector de células.Se selecciona el
protocolo de la siguiente manera:

Procedimiento: manual.
Velocidad de centrifugado: 3 000 rpm.
Salida de sobrenadante / minuto: 100 ml / minuto.
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Volumen de salida : 600 ml.
Tiempo de centrifugacién: maximo.
Tiempo de agitacion: 607"

E! tiempo debe controlarse por cronémetro.
Méetodo:

Se quita la pinza de! tubo rojo y se deja entrar la médula osea en la bolsa de
centrifugado por gravedad. Cuando esté llena, se pulsa “start/ spin “ hasta expulsar el
aire en la bolsa de MO, seguido de “superout” y “agitate”, y se deja llenar nuevamente
hasta que no caiga mas.

Se pinza el tubo rojo, se pulsa el “ start / spin”, y se centrifuga durante 10 minutos,
controlados por cronémetro. Al cabo de este tiempo se pulsa la tecla “superout”, y se
empuja la meédula no separada por el tubo rojo, se recoge la grasa en ei tubo azul, y el
plasma en el malva. Estos procedimientos se hacen de forma mas cdmoda pulsando la
tecla “hold”, que detiene el flujo de salida sin detener la centrifugacién, y después
pulsando la tecla “continue”, que reanuda el flujo de salida.

Cuando la interfase de la capa leucocitaria se encuentra a un radio de 7,5 cm del centro
( entre 1,56-2 cm del reborde metalico ), se pinza el tubo malva pulsando el “hold”, se
despinza el tubo azul, y se pulsa la tecla “continue”. Se recoge el buffy-coat durante 1
minuto en la bolsa del tubo azul. Esto corresponde aproximadamente a 20" 'de
plasma,5-10""de capa leucoplaquetar, y 30" 'de hematies.

Al finalizar la recogida, se pinza el tubo azul y puisar “stop”. Se repite el procedimiento
tantas veces como sea necesario hasta procesar toda ia médula dsea una vez. No es
necesario volver a pasar muestra ya procesada, pues la eficacia no varia
sustancialmente. Al finalizar el proceso, se toma una muestra para recuento y cultivo de
progenitores hemopoyéticos.

El tiempo necesario para procesar una médula ésea es de aproximadamente una hora.
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T Bulty Coal:

Sobrenadante

Buffy Coat

G Rojos

Figura 7: Esquema de funcionamiento para la obtencion de la capa
leucoplaquetar o "buffy-coat'con el separador celular IBM/COBE 2991.
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3. Criopreservacion de médula ésea

1. M rial

-Campana de flujo laminar.

-Sellador de bolsas.

-Jeringas de 50 ml y de 10 ml.

-Adaptadores de toma de muestra.

-Medio de cultivo TC 199,

-Dimetilsulféxido.

-Frasco de cristal con vacio de 500 ml.

-Bolsas de congelacion Gambro 700.

-Tubos de congelacion de 1,8 ml,

-Congelador programable { Cryoson )( Figura 8 ).
-Tanque de suministro de nitrégeno liquido.
-Gradillas de almacenamiento de tubos y bolsas en nitrégeno liquido.
-Guantes aislantes térmicos.

3.2. Método:

Todas las manipulaciones se realizan en campana de flujo faminar. Una vez obtenido
el buffy-coat, debe controlarse que la concentracion celular sea inferior a 100 000 /

mm3. Si fuera necesario, se debe proceder a su dilucién. Una vez obtenida la
concentracion deseada, se distribuye la muestra en tantas bolsas como sea necesario
considerando un volumen maximo de 100 ml de buffy-coat por bolsa.

Se prepara la solucion crioprotectora dentro del frasco de vacio, con 80% de medio TC

199, y 20 % de DMSO. El volumen de solucién serd igua! 0 10 ml mayor que el volumen
de buffy-coat a criopreservar. Se controla que el equipo de congelacién esté conectado,
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y las bolsas, los tubos y los soportes rotulados con el nombre del paciente y el numero

de proceso, y se conecta el sellador. Se colocan las boisas de MO sobre planchas de
hielo.

Se introduce un volumen idéntico al de! buffy-coat contenido en cada bolsa , Ia solucién
crioprotectora dentro de las bolsas con buffy-coat, con jeringa y de manera gradual y
lenta y con agitacion. De esta forma, la concentracion final de DMSO sera del 10 %. Se
extraen 3,6 mi para los tubos control, y 2 ml para cultivo microbiolégico.

Se extrae el aire que pudiera haber en las bolsas y se sellan. Se seca la superficie y se
colocan en los soportes de aluminio para bolsas que presionan las bolsas en un
espesor fino y homogéneo que facilita el intercambio de temperaturas. Se introducen
las bolsas y los tubos en el congelador ya programado. Dentro del congelador ya habra
una bolsa testigo con una solucioén de suere salino y DMSO al 10%, que servira como
control del proceso a través de un termopar o sensor de temperatura.

Las temperaturas de la camara y de la muestra son registradas en una grafica
simultaneamente al proceso de congelacion. Se comienza el proceso de
criopreservacion. El procesador de la camara contiene datos de temperatura en funcion
del tiempo, lo que establece diferentes gradientes de enfriamiento a lo largo del
proceso segun el programa introducido.

El programa de congelacién utilizado para médula ésea es el disefiado por Garciay
Vila en el Hospital de la Santa Cruz y San Pablo de Barcelona ( Garcia, 1983 )
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Tabla 8: Temperatura y duracién de los segmentos del programa da congelacién.

Segmento Tiempo Temperatura
{minutos) final *C
B 1 0 +4
2 10 +4
3 0 +0.7
4 10.8 -10
5 0.7 -60.5
6 1.6 -20
7 7 -20
8 20 -40
9 20 -60
10 5 -120
Total 75 -

Estas temperaturas se logran mediante la inyeccion de nitrogeno liquido difundido de
forma homogénea en toda la cadmara por medio de un ventilador. La criopreservacion
se efectia con descensos térmicos de 1-3 2C / minuto, de acuerdo con el programa
regido por el ordenador, hasta llegar una temperatura de muestra de alrededor de -
90°C.

En realidad la curva de congelacion de la camara dista de ser una pendiente continua.
En una primera etapa se produce un descenso brusco de su temperatura hasta los 49C,
que se mantiene unos 20 minutos, hasta que la muestra, en este caso las distintas
bolsas con médula Gsea, se encuentran en equilibrio con la camara. En ese momento,
a inflexiones de temperatura de la camara seguiran inflexiones de temperatura de Ia
muestra ( Figura 3 ).
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1. Camara de congelacion.

2. Coprocesador.
3. Teclado.
4. Procesador/Cantrolador.

5. Monitor.

6. Valvula solenoide.

[®) [@) 7. Calefactor.

8. Ventilador.

9. Termoelemento en la muestra de
“referencia.
10. Sensor de temperatura.
t1. Impresora grafica.
12. Contenedor para suministro de

nitrégeno liquido.

Figura 8: Esquema de los componentes de un congelador bioldgico
programable.
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Sigue un descenso de 1-3 2C / minuto hasta los -10°C, en que la muestra estara a
alrededor de -6°C. En ese momento, temperatura cercana a la de solidificaciéon de la
MO con DMSO 10%, inducimos la nucleacion al inyectar un chorro de nitrégeno a -
60°C, que sobreenfriarda momentaneamente la superficie de la bolsa, induciendo la
nucleacion. Esto produce el cambio de estado de liquido a sdlido, liberandose el calor
latente de fusidn. A partir de este momento se continda el descenso hasta los -40°C, en
que ya se congela con pendientes mas pronunciadas hasta los -70°C.

Una vez finalizado el programa, se guardan las bolsas y los tubos en un tanque de
almacenamiento con nitrégeno liquido a -196 °C. A esta temperatura la méduia 6sea
puede guardarse por periodos indefinidos de tiempo.

4. Acondicionamiento

Tabla 9: Numero de casos tratados con los diferentes acondicionamientos.

Acondicionamiento Casos
Ciclofosfamida + TBI (1) 38
Busulfan + ciclofosfamida (2) 28
CBV (3) i8
BEAC (4) 11
Otros 25

(1): Ciclofosfamida 60 mg/ Kg/dia x 2 dias, radioterapia corporal total 12 Gy repartidos
en 6 dosis en 3 dias ( con proteccidon pulmonar a los 9 Gy )
(2): Busulfan 4 mg / Kg / d x 4 dias, Ciclofosfamida 60 mg /Kg/d x 2 dias.

(3): Ciclofosfamida 1,5 g /m? /d x 4 dias, BCNU 300 mg/ m? /d x 1 dia, Etopdsido 200
mg/m?/d x 3 dias.

(4): BCNU 300 mg /me /d x 1 dia, Etopésido 200 mg/ m2 /d x 4 dias, Citarabina 200 mg
/m? / d x 4 dias, Ciclofosfamida 35 mg / Kg/d x 4 dias.
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5. Premedicacion y preparacion del paciente para la infusién de médula
osea.
Materiales:

Sistema de infusién de transfusion en Y con filtro.
Llave de tres pasos.

Premedi ion:

Esta se realiza 30 minutos antes de la reinfusion .

Hidrocortisona : 100 mg IV
Difenilhidramina : 1 ampolla (50 mg)
Metoclopramida : 2 ampolias (10 mg / ampolla)

Se infunden por via IV en 50 ml de suero glucosado a pasar en 10 minutos.

Se controla la presion venosa central, la presidn arterial y 1a frecuencia cardiaca.

Se conecta un sistema de transfusion con filtro por el extremo unico a la llave de tres
pasos y al catéter central del enfermo. En uno de los extremos dobles, se conecta el
suero salino, y en el otro se colocara la bolsa de médula 6sea descongelada.

6. Descongelacion
Materiales:

-Bano a 37°C.

-Campana de flujo laminar.
-Sellador de bolsas.

-Bolsa protectora de plastico estéril.
-Bolsa de transferencia.
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-Adaptador de extraccién de muestra.
-Jeringas de 50 mi.
-Guantes aislantes.

Método:

La descongelacion se lleva a cabo en el laboratorio. Se extrae una de las bolsas del
tanque de almacenamiento, se introduce en la bolsa protectora y se sumerge
inmediatamente en el bafio a 37?C. Una vez que se comprueba que no hay ninguna
rotura, se puede retirar la bolsa protectora. La descongelacion dura de 2-3 minutos.

Se transporta la bolsa descongelada, rapidamente a la cabecera del enfermo, pues
debe infundirse antes de transcurrido 15 minutos. En el caso extremadamente raro, de
rotura de la bolsa, se sellara, o se transferira el contenido a otra beisa, por tubuladura o
por jeringa.

Una vez en la cabecera del enfermo, se conecta la bolsa al extremo libre del sistema de
transfusién, previamente purgado con el suero salino. Se acopla una jeringa de 50 ml a
la llave de tres pasos con la que se aspira el contenido de la médula 6sea y se infunde
al paciente con un ritmo rapido.

El intervalo de infusidén entre cada bolsa dependera de la tolerancia del enfermo y del
control de sus constantes entre bolsa y bolsa. En ciertas ocasiones de aumento dela
presidn venosa central o de la tensién arterial es necesario medicar con un diurético
(Furosemida ). En condiciones normales el intervalo es de 30-60 minutos, pudiéndose
difatar la siguientes infusiones el tiempo que fuera necesario.

Los efectos colaterales mas frecuentes de la reinfusion son las nauseas, los vomitos, la

hemoglobinuria y aumento de presidn venosa central transitotio.
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7. Controles

Los controles se realizan tanto como monitorizacion del fraccionamiento como de la
criopreservacion. Desde la obtencién de la médula désea hasta después del
fraccionamiento se toman muestras para recuento celular de la médula dsea inicial;
muestras para recuento y cultivo celular de la médula 6sea fraccionada - buffy-coat -;y
muestras para cultivo microbiolégico después de la adicidén de la solucién
crioprotectora.

Como control de calidad de la criopresevacién se ha valorado la recuperacion post-
descongelacidn de las células nucleadas totales y de CFU-GM. Como factor de
crecimiento de los cultivos celulares de CFU-GM se ha utilizado feeder-layer, medio
condicionado de placenta y CSF-GM Rh en las muestras realizadas antes de la
congelacion. En las muestras realizadas después de la congelacion se han utilizado
medio condicionado de placenta y feeder-layer. Todos los medios han sido utilizados
de forma en que su eficacia de estimulacién resultaba similar sobre las mismas
muestras.

7.1. Recuento celular:

El recuento celular se efectia de forma automatizada, una vez disgregados 10s grumos

a traves de una jeringa de insulina. La lectura se efectia por medio de un contador
Coulter o de un Technicon.

7.2. Cultivo de progenitores hemopoyéticos:

7.2.1. Equipo:

-Campana de flujo laminar.

-Incubador con control de CO,, temperatura y humedad regulables.
-Microscopio Optico convencional.

-Microscopio de luz invertida.

-Nevera.
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-Congelador a -80°C.

-Centrifuga.

-Bano.

-Agitador magnético con control de temperatura.

7.2.2. Materiales :

Todo el material debe ser estéril.
-Placas de Petride 35 x 10 mm .
-Placas de Petri de 140 x 20 mm .
-Vasos de precipitado y Erlenmeyer.
-Pipetasde 0,5 y 1,2,5y 10 ml.
-Pipetas Pasteur.

-Tubos de plastico de 5y 10 ml con tapdn.
-Jeringas de 1 ml.

-Filtros de 0,22 y 0,45 u.

-imanes.

-Medio de cultivo Mc Coy’s 5 A.

7.2.3. Método:
Pr mien la m ra;

Muestras precongelacion:

Las muestras pueden ser obtenidas del procesamiento de la médula 6sea del
quiréfano, por lo que en estos casos se tratara de buffy- coat obtenido segun las
diferentes tecnicas descritas.

Si se trata de muestras obtenidas por aspiracion, la médula ésea debe recogerse en un
tubo con 20 Ui / mi de heparina libre de conservantes. En este caso las ceélulas se
procesan para obtener una fraccidon rica en CMN, por medio de centrifugacién en

gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque ( d: 1.077 g / cm3).
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Se depositan 3 mi de Ficoll- Hypaque en tantos tubos como sea necesario, y sobre
ellos, dejando resbalar por las paredes y cuidando que no se mezclen, se dispensan 5-
7 ml de MO diluida. Se centrifugan a 400 g durante 25 minutos.Después de la
centrifugacién quedaran expuestas las siguientes fracciones, de arriba a abajo: grasa,
plasma, fraccién celular mononuclear, Ficoli, granulocitos, hematies. Se recogen las
CMN con pipeta Pasteur y se depositan en otro tubo. Se lavan tres veces en medio de
cultivo Mc Coy’s a 400 g durante 10 minutos. Después del dltimo lavado, las céiulas se
resuspenden en medio de cultivo.

Muestras descongeladas:
En estas muestras se realiza una dilucién 1/ 10 en medio de cultivo con heparina 10 Ul
/ ml, para evitar los efectos tdxicos del DMSQO sobre las células.

Cuitivos de

Materiales:

-Medio de cultivo: Se utiliza medic Mc Coy’s que contenga bicarbonato y Hepes.
Se suplementa con 1 ml de la solucién antibiética cada 100 ml de medio de cultivo (100
Ul de penicilina y 0,1 mg de estreptomicina )

-Suero de ternera fetal ( STF ): Se inactiva el complemento calentado durante 30
minutos a 56°C antes de su uso. Se alicuota y se guarda en nevera a -20°C.

-Agar: Se usa al 3 % para cultivos de capas Unicas 0 capas superiores, y al 5% parala
preparacion de capas inferiores. En un Erlenmeyer estéril, con un iman, se disuelven 3
0 5 g de agar en agua destilada. Se calienta en un agitador magnético y se lleva tres
veces hasta el comienzo de la ebuilicidon. Se alicuota y se guarda en nevera a 4°C.
Antes de utilizarlo se calienta al bafio Maria.

-Factores de crecimiento:Se utilizan varias fuentes de factores de crecimiento:
# CSF-GM recombinante: Se utiliza a la dilucion con la que se obtiene un
crecimiento semejante con la utilizacion de otras fuentes de CSF. En este caso se ha
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utilizado 100 ng / m! de cuitivo.

## Capa nutritiva leucocitaria o “ feeder-layer “: Se recogen cuatro tubos de sangre
de donantes sanos en heparina libre de preservantes. En campana de flujo laminar se

dejan sedimentar destapados durante 1-2 horas.Se hace un pool con los plasmas y se
efectia un recuento celular.

Método

Se calienta el agar al 5% en bafio Maria hasta que esté transparente. Se calientan el

Mc Coy’s y el suero de ternera fetal a 37°C. Se mezclan en este orden los siguientes
reactivos:

McC Coy 'S, volumen hasta el 100% del previsto.

Agar al 5%....ceeeereevirineneennnn. 10%( dispensar con jeringa de insulina ) Mezclar.
STF e 20%

CAIUIES....veeeeeee. 2 x 108/ ml . Mezclar.

Se dispensa 1 ml de esta mezcla en cada una de las placas de Petri de 35 mm de
diametro. Se dejan a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se guardan en estufa
a 37°C, 5% CO,, y saturacioén de agua, y puede ser utilizado durante diez dias.

#i## Medio condicionado de placenta humana:

Materiales:

-Recipientes estériles de 4-5 litros de capacidad.
-Triturador eléctrico de carne.

-Colador, bateas, tijeras, bisturi, gasas y guantes estériles.
-Frascos de cultivo de 25 cm?.

-Ultracentrifuga.

-Suero salino: 2 litros

-RPMI 1640 o Medio de Iscove: 2 litros.

-Solucidn salina de Hanks: 2 litros.
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-Bicarbonato sddico.
-Solucién antibidtica de penicilina-estreptomicina.
-Filtros de 0.45uy 0.22 u.

Método:
La placenta debe procesarse en las dos horas siguientes al parto. Se utiliza placenta
obtenida preferentemente de cesarea o de bajo riesgo de contaminacién, y se recoge

en un recipiente estéril que contenga solucidon salina de Hanks, suplementado con
antibidticos.

En campana de fiujo laminar se quitan las membranas y los vasos por medio de pinzas,
tijeras y bisturi, se cortan los cotiledones en trozos y se lavan repetidamente en suero
salino hasta que queden blanquecinos. Se trituran los trozos en una picadora de carne,
y se diluye la pulpa obtenida en un poco de medio para facilitar su pipeteo.

Se distribuyen 2 ml de este producto en cada frasco de cultivo por medio de una pipeta
con la punta cortada, y se anaden 20 mlde RPMI! o Iscove suplementado con 20% de
STF. Se incuban 7 dias en estufa a 37°C, 5% CO,, y 100% de humedad.

Después de la incubacién, se cuelan los detritus grandes del contenido de los frascos
por un colador fino, y se ultracentrifuga a una velocidad de 20000 g durante 30 minutos

a 4°C. El sobrenadante se filtra sucesivamente por 0,45 u y 0.22 u, se alicuota y se
almacena a -40°C.

Antes de su utilizacidn se realiza una curva dosis / respuesta para encontrar la cantidad
optima a emplear.

Método:

Se calienta el agar al 3% en bafio Maria hasta que esté transparente. Se calientan el

Mc Coy’s y el suero de ternera fetal a 372C. Se mezclan en este orden los siguientes
reactivos:
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Mc Coy's.iiniiiiien. hasta completar el 100% del volumen previsto.
Agaral 3%....cccccoorvinnnnnnn. 10% ( dispensar con jeringa de insulina ) Mezclar.
STF e 20%

CAlUlas. ... 2 x 10° células / ml. Mezclar.

En el caso de utiiizarse un Feeder-layer como fuente de factor estimulante de colonias,
se dispensara 1 ml de esta mezcla sobre la capa nutritiva, por triplicado.

En el caso de utilizarse otro medio como fuente de factor estimulante de colonias, el
volumen se descontara del volumen de medio de cultivo, y se dispensard 1 ml de esta
mezcla en una placa de Petri por triplicado, haciendo asi un cultivo de una sola capa.

Se dejan en la campana de flujo laminar durante 15 minutos, hasta que el agar esté
totalmente solidificado. Se incuban en estufa a 37°C, CO, al 5%, y saturacion de agua,
durante 10 dias.

La lectura se realiza con un microscopio de luz invertida, entre los dias 10-12 dias. Se
considera colonia a cualquier agrupacidon de mas de 50 células, y agregado a las
agrupaciones de 3-49 células ( Figura 5 ).

Los cultivos previos a la congelacion se realizaron utilizando como fuente de factor
estimulante de colonias tanto medio condicionado de placenta como feeder-iayer, sin
observarse diferencias significativas entre ambos medios.

Los cultivos realizados de las muestras descongeladas se realizaron utilizando feeder-
layer como fuente de factor estimulante de colonias.

8. Variables recogidas.

Para poder responder a las preguntas formuladas en los objetivos analizamos las
siguientes variables:
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1. Variables relacionadas con los pacientes: Sexo, edad, diagndstico y status de la
enfermedad en el momento de la extraccidn de la médula dsea y en el momento del
trasplante.

2. Variables de la médula osea extraida en quiréfano, a la que llamamos “médula ésea
inicial™

Volumen: Volumen expresado en mi.
Recuento de leucocitos expresado por mm?3 de la médula ésea ( Recuento / mm?3)
Numero de leucocitos totales en ese volumen expresados x 10% { N* CT x 10°%)

Numero de leucocitos totales x 108 por kilo de peso del paciente( N* CT / Kg x 108),
Porcentaje de células mononucleares valoradas por contador automatico tipo Coulter
(CMN %).

Células mononucleares totales expresadas x10%9 (CMN T x 109).

Células mononucleares x 108 por kilo del paciente { CMN / K x 108)

Hematocrito ( Hto %).

Masa de hematies expresada en mililitros { Masa roja ml).

Edad de los pacientes en el momento de la extraccion expresada en afios ( Edad )

2. Métodos de fraccionamiento utilizados.

3. Variables del buffy-coat o capa leucoplaquetar obtenida tras el fraccionamiento de la
médula ésea, a la que llamamos “buffy-coat™

Volumen: Volumen expresado en mi.
Recuento de leucocitos expresado por mm? del buffy-coat ( Recuento / mm3 )
Numero de leucacitos totales en ese volumen expresados x 109 (N¢ CT x 109)

NGmero de leucocitos totales x 108 por kilo de peso del paciente( N® CT / Kg x 108).

Porcentaje de células mononucleares valoradas por contador automatico tipo Couiter
(CMN %).

Células mononucleares totales expresadas x10% (CMN T x 109).
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Células mononucleares x 108 por kilo de! paciente { CMN / Kg x 108)
Hematocrito ( Hto %).
Masa de hematies expresada en mililitros { Masa roja ml ).

CFU-GM del buffy-coat expresado x10* por kilo del pacients ( CFU-GM /Kg x 104)

4. Para verificar el efecto de la criopreservacion sobre el buffy-coat congelado
comparamos el nimero de células totales y de CFU-GM antes de la congelacion y

después de la descongelacién.

5. Para verificar si el nimero y la calidad de las células infundidas influyen sobre la
velocidad del injerto contrastamos el namero de células totales, el % de CMN vy las
CMN / Kg y CFU-GM / Kg infundidos en el TAMO en relacién con el tiempo de injerto

granulocitario y plaquetar.

6. Para verificar si el tiempo transcurridos entre el diagndstico, el harvest y el trasplante
pueden influir en el tiempo de injerto granulocitario o plaquetar comparamos las
variables diagndstico / harvest, harvest/ TAMO, y diagnéstico/TAMO, expresados en

dias con ¢! tiempo de injerto granulocitario y plaquetar.

7. Para valorar la influencia del diagnéstico y del status de la enfermedad sobre el
tiempo del injerto granulocitario y plaquetar comparamos los diagnésticos y el status de
la enfermedad, tanto en el momento de harvest como del TAMO con el tiempo del

injerto granulocitario y plaquetar.

8. En una segunda fase se ha definido una nueva variable que tomaba la variable
injerto y l1a dividia en dos categorias excluyentes: injerto precoz e injerto tardio. El
motivo de esta division fue debido a su relevancia a nivel clinico, ya que en los injertos
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tardios hay un aumento de la incidencia de las complicaciones infecciosas y
hemorragicas. Se considerd injerto precoz granulocitario si se obtenia la cifra de 500

leucocitos/mm3 antes de! dia 30 después de la infusién del buffy-coat, y tardio si esta
cifra se conseguia el dia 31 0 posteriores después de la infusion.

Se considero injerto precoz plaquetario si se obtenia la cifra de 20000 plaquetas / mm?3
antes 6 el dia 40 después de la infusidn, y tardio si se obtenia en dias posteriores a los
41 dias después de la infusion.

. _Andlisi istico.

1. El analisis descriptivo que se muestra en la descripcion de las caracteristicas de la
médula ¢sea , el buffy-coat, el diagnostico, y los métodos de fraccionamiento se da en
medias +desviacion standard y en medianas ( rango ).

2. Para todas las variables cuantitativas se ha realizado el test de Kolmogorov Smirnov
para rechazar la hipdtesis de l[a normalidad de los datos. Esta hipdtesis no pudo
rechazarse en ningun caso, por 1o que se han considerado nuestras variables como
normalmente distribuidas. Por eso en algunos casos soélo se presentan la media £
desviacién standard.

3. Para el estudio de las diferencias de las medias entre ios subgrupos en los que se
dividen las variables cualitativas se ha utilizado el andlisis de la varianza, y
posteriormente se han estudiado las diferencias de las medias de los subgrupos
tomadas de dos en dos usando el método de Bonferrini para disminuir el riesgo alfa.

4. Para el estudio de la relacion de las variables cuantitativas se ha calcuiado el
coeficiente de correlacion r, y se ha realizado e! correspondiente test de hipédtesis.

5. En una segunda fase se ha definido una nueva variable que tomaba ia variable
injerto y la dividia en dos categorias excluyentes: injerto precoz e injerto tardio. La
relacién de las variables cualitativas ( diagndstico ) con esta nueva variable dicotdémica
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se probé mediante el Test de X© con correccidn de Yates.

6. La diferencia en las medias de las variables cuantitativas { CFU-GM, CT/Kg, edad )
con las variables dicotomicas se probd con la T de Student.

7. Para estudiar el efecto conjunto y poder asi determinar la relacion de las variables
antedichas 5 y 6 controlada cada una de ellas por todas las demas se realizé una
analisis de regresion logistica incondicionada, considerando variable dependiente el
injerto precoz/ tardio e independientes todas las demds y sus interacciones.

8. En todos los analisis se ha considerado umbral de significacion el valor de p<0.05

rechazandose en este caso la hipétesis nula y concluyéndose que las diferencias o
asociaciones encontradas eran significativas.

62



Resultados

63

RESULTADOS



Resultados

I.L_MANIPULACION DE LA MEDULA OSEA

1. MEDUL A _INICIAL

1.1. Caracteristicas ¢generales:

En la siguiente tabla se resume las principales variables de la médula dsea extraida en
el quiréfano, antes de ser fraccionada. Estas caracteristicas entran dentro de los rangos
de normalidad descritos en la literatura.

Tabla 10: Caracteristicas de la médula dsea inicial.

Mediana Rango Media tDesv St
Volumen ml 1018 260-1975 1027 331
Recuento mm3 21 500 5 400-49 680 | 22 240 8929
Ne CT x 10% 20.75 5.52-46.32 21.24 8.67
NeCT/K x 108 3.82 1.11-12.8 3.92 1.63
%CMN 33 14-67 34 11
CMN T x10° 7.0 2-20.86 7.0 3.8
CMN /K x 108 1.3 0.51-2.99 1.37 0.66
% Hto 27 16-38 26 4.5
Masa roja mi 284 43-559 277 113

Volumen ml: Volumen expresado en ml.

Recuento mm3: recuento de leucocitos / mm3

N2 CT x 109 : Nimero de leucocitos totales x 10°

Ne CT /K x 108 : Namero de leucocitos totales x 108 por kilo de peso del paciente.
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CMN %: Porcentaje de células mononucleares.

CMN T x 109 ;: Células mononucleares totales x109.

CMN /K x 108 : Células mononucleares x 108 por kilo del paciente
Hto %: Hematocrito.

Masa roja ml : Masa de hematies expresada en mililitros.

Se analizé si el volumen medular extraido estaba relacionado con la calidad del
producto, y se encontrd que: a mayor volumen medular, mayor era el nimero de células
totales y de células mononucleares. Sin embargo, el recuento -0 la concentracion
celular- era menor cuanto mayor era el volumen medular, 1o que posiblemente indica
una dilucién celular. Esta reiacién se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 11: Analisis de la relacion entre el volumen de médula dsea extraido y distintas
variables de la médula dsea inicial.

Células totales CMN Recuento Hematocrito
0.5 0.32 -0.43 0.3
0.001 0.01 0.001 ns

1.2.Caracteristicas de la médula ¢sea inicial analizadas en relacién con el
mé r i ien \'i ili

Se analizaron las caracteristicas de las médulas dseas utilizadas para cada método de
fraccionamiento, para valorar si todas eran similares antes del mismo. Se encontré que
las Células totales por kilo y las Células mononucleares por kilo eran similares, pero
que los Volumenes, la Masa roja de la médula 6sea y la Edad de.los pacientes de las
médulas 6seas que iban a ser fraccionadas con los distintos metodos eran diferentes.

No se encontraron diferencias significativas en el andlisis de los distintos Recuenios,
Células totales y Hematocrito entre las médulas que iban a ser fraccionadas con ios
distintos meétodos.
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Tabla 12: Caracteristicas de la médulas dseas utilizadas para cada método de
fraccionamiento, expresadas en Mediatdesviacion standard, y la significacién
estadistica de las diferencias dentro de cada caracteristica.

Método Volumen CT/K CMN/K MR Edad
Media 1027 3.92 1,37 277 23.1
+DS +331 +1.63 +0.66 +113 +12.7
COBE 1040 3.82 1.32 281 23.6
+335 +1.62 +0.62 +112 +12.8
H-30 1074 4.49 1.95 271 [ 20.5
+336 +1.24 +0.8 +105 +8
CS 350 5.09 nd a8 7.3
+529 +0.86 +36 +1.5
CD 1182 | 3.99 nd 449 53
p 0.01 ns ns 0.01 0.01
|

1.3.Caracteristicas de la médula o6sea inicial en relacion con el
diagnéstico.

Se analizaron las principales variables de las médulas dseas correspondientes a los
distintos diagnésticos, para valorar si éstos infiuian en las caracteristicas antes de su
procesamiento. Se encontré que las unicas variables diferentes fueron el Volumen y las
Células totales, no encontrandose diferencias entre las demés variables. El analisis de
las variables Recuento, % de Células Mononucleares, Células Mononucleares Totales
y Hematocrito ( no mostradas en la tabla 13 ), tampoco presento diferencias
significativas en ninguno de los diagnosticos.
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Tabla 13: Variables de la médula ¢sea inicial en relacion con el diagnéstico expresadas
en medias.

Diagnostico LAM LAL LNH EH OTROS p
Casos 37 33 14 22 9 -
Vol mi 1080 974 1145 1083 | 702 0.03

NeCTx108k| 3.99 3.80 4.3 3.5 4.7 ns

CMNx108/K 3.99 3.80 4.3 3.5 4.7 ns

Masa roja 311 259 288 279 212 ns

Al analizar la relacién entre la edad de los pacientes y el diagnéstico ( Tabla 4 ) se
encontré que la edad era diferente segun el diagndstico, y que esta diferencia era
significativa { p<0. 00001).

Al analizar la relacion entre el diagnostico y el status de la enfermedad en el momento

del harvest ( Tabla 6 ) se encontré que los distintos diagnésticos tenian diferentes
status, y que esta diferencia era significativa ( p<0.00001).
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2. FRACCIONAMIENTO

El objetivo del fraccionamiento es la reduccidn del volumen total de la médula dsea, de
la masa roja o eritrocitaria y del plasma, recogiendose la capa leucoplaquetar o buffy-
coat, en donde se encuentran las células leucocitarias responsables del injerto. Se
analizé cuantos fraccionamientos fueron realizados con cada método.

Tabla 14: Métodos utilizados para el fraccionamiento medular .

Método Casos %

COBE 99 86.3
Haemonetics 30 12 10.25
Centrifugacion S 3 2.5
Centrifugacion D 1 0.85

Centrifugacion S: centrifugacion simple.
Centrifugacion D: centrifugacion doble.

3. BUFFY-COAT O CAPA LEUCOPLAQUETAR

3.1. Caracteristicas generales del buffy-coat

Se analizaron las principales variables de! producto - buffy-coat o capa leucoplaquetar -
obtenido después del fraccionamiento de la médula 6sea inicial.
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Tabla 15: Caracteristicas de la capa leucoplaquetar obtenida tras el fraccionamiento.

Mediana Rango Media tDesv St
[~ Volumen mi 197 79-499 200 66
Recuento mm3| 83 350 |19 600-250 000] 91 164 38 854
Ne CT x 109 16.64 4.8-34.3 17.18 6.4
NeCT/Kx 108 3.0 1.1-6.1 3.1 1.01
%CMN 32 16-70 34 12
CMN T x102 55 2-13.74 6.69 3.2
CMN /K x 108 0.87 0.39-2.88 1.07 0.59
% Hto 25 7-56 25 8.3

Contenido de CFU-GM del buffy-coat:

Se valoré el contenido de células progenitoras granulo-macrofagicas -CFU-GM-
contenidas en el buffy-coat.

Tabla 16: CFU-GM contenidas en el buffy-coat.

CFU-GM Mediana Rango Media Desv St
CFU-GM /105 25 2-135 33 4
Totales (108) 2.1 0.25-14.24 3.0 2.4

CFU-GM/Kg 4 0.49-30.3 5.3 4.4

CFU-GM /10%: CFU-GM obtenidas cada 2x10° células de buffy-coat sembradas /placa.
Totales (10%) : Total de CFU-GM x 108 en el buffy-coat obtenido tras el fraccionamiento.
CFU-GM/ Kg: CFU-GM x 104 por kilo del paciente.
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3.2. Caracteristicas del buffy-coat analizadas en relacién con el método
utilizado para su_fraccionamiento

Se analizaron las principales variables del producto - el buffy-coat - obtenido después
del fraccionamiento de la médula 6sea segun hubiera sido fraccionada por los distintos
métodos. Se encontrd que casi todas las variables eran similares, independientemente
del método de fraccionamiento utilizado, a excepcidn de la masa roja y el hematocrito
recuperados, que variaban segun el método aplicado.

Tabla 17: Caracteristicas del buffy-coat tras el fraccionamiento de la médula ¢ésea segun
el procesador utilizado para su fraccionamiento, expresados en Mediatdesviacion

standard, y la significacion estadistica de las diferencias de cada variable.

Método| Volumen | Recuento | Cel Tot CT/K CMN/K Hto MR
Global 200 91 164 17.18 3.12 1.07 25 50.9
+66 +38 854 16.4 +1.01 +0.56 +8.3 +23
COBE 195 93 825 17.3 3.86 1.07 25 50.9
166 +38 979 +6.5 1.6 0.6 16.5 +21.4
H-30 237 75 229 16.9 3.1 1.1 14 35
+56 +36 024 +5.6 +0.7 +0.49 +3.5 +12
CS 195 54 666 10.8 4.6 nd 51 100
+77 +44 011 +4.5 +1 +3.7 +38.2
CD 200 125 000 25 2.98 nd 29 58
+
p ns ns ns ns ns 6.0001 | 0.0002
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3.3. Caracteristicas del buffy-coat analizadas en relacién con el

diagndstico

Se analizaron las principales variables de los buffy-coat después del fraccionamiento

correspondientes a los distintos diagndsticos, para valorar si el producto obtenido era
influido por estos.

Todas las variables analizadas fueron similares en los diferentes diagndsticos, excepto
las Células mononucleadas por kiio y las Células totales. Las variables Recuento;
Porcentaje de células mononucieadas; Células mononucleares totales; y Hematocrito
{no mostradas en la tabla ) tampoco fuercon diferentes entre los distintos diagnoésticos.

Tabla 18: Caracteristicas del buffy-coat en relacién con el diagnédstico, expresadas en
media + desviacién standard.

Diagnostico|  LAM LAL LNH EH OTROS D

Casos 37 33 14 22 9

Vol ml 21877 194460 | 209459 197457 | 145153 ns

NeCTx108/K 3+11 3.2+12 3.3+11 2.710.6 3.4%0.7 ns

CMNx108/K| 1.120.5 | 0.9t0.5 | 0.97405 | 1%0.6 2810 | 0.002

Masa roja 54124 53%2 46122 49119 40+13 ns

CFU-GM/K 4.812 5.916 5.5+4 5.0+3 6.213 ns
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4. ANALISIS DE LA VARIACION DE PARAMETROS

Los principales objetivos del fraccionamiento son la disminucién de la masa roja y del
volumen, y la recuperacién de las células totales y de las células mononucleares. Se
analizé de qué forma se recuperaban o disminuian estas variables antes y después del
fraccionamiento.

4.1. Resul lobal

Con el procesamiento de la médula ¢sea se recuperé un buffy- coat con las siguientes
caracteristicas con respecto a la médula ésea inicial ( expresada en % ):

Tabla 19: Porcentaje de recuperacion en el buffy-coat de variables con respecto a la
meédula désea inicial, expresadas en mediat desviacién standard y mediana ( rango).

Mediana Rango Media Desv St
Volumen 19 12-63 20.8 7.7
NeCT 83 52-130 82 11.8
CMNT 79 23-160 80 22.1
Masa roja 18 6-106 21.2 16.1

Se analizé si se lograban los objetivos del fraccionamiento medular con todos los
metodos utilizados.

4.2. Recuperacion de la masa roja

La masa roja disminuyd tras el fraccionamiento, y esta disminucion fue diferente segln
el procesador utilizado.

72



Resultados

Tabla 20: Recuperacién de la masa roja en el buffy-coat, expresado en % con respecto
a la de la médula 6sea inicial.

Método Media Desv St Mediana Rango
Global 21.2 16 18 6-106
COBE 19.3 7.8 18 6-62
H 30 15.8 13.9 12 6-54
Centrifugacién S| 102.6 3 102 100-106
Centrifugacién D 13.0 - 13 -

La diferencia entre los diferentes métodos fue significativa (p: <0.0000)

comparandolos por parejas.y se encontré gue se alcanza significacién en los siguientes
CAasos:

Cobe /CS p: 0.003

Cobe / CD ns

Cobe /H30 p: 0.006

CS/CD p: 0.01

CS/H30 p: 0.01

CD/H30 ns

4.3. Re racién de la slul les.

La recuperacién de las células leucocitarias totales de la médula 6sea en el bufty-coat
fue diferente seqgun el procesador utilizado.
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Tabla 21: Recuperacion de las células totales en el buffy-coat expresado en % con
respecto al de la médula ésea inicial.

Método Media Desv St Mediana Rango
Global 82.3 11 83 52-130
COBE 2991 83,4 11 83 52-103
Haemonetics 30 71.3 8 71.5 57-83
Centrifugacion S 91.6 55 92 86-97
Centrifugacién D 75 - 75 -

La diferencia fue significativa entre todos los grupos { p:0.002 )

significacion en los siquientes casos:

COBE/CS ns
COBE /CD ns
COBE/H-30 p:0.0004
CS/CD ns
CS/ H-30 p: 0.0093
CD/H-30 ns

4.4. R racién 5|yl mononuclear ]

La recuperacién de las células mononucleares totales de la médula ésea en el buffy-
coat fue similar en los dos métodos de fracciocnamiento utilizados de los que se
disponen datos.
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Tabla 22: Recuperacion de las células mononucleares totales expresadas en % con
respecto a las de la médula 6sea inicial.

Método | Media | DesvSt | Mediana | Rango |
Global 80 22 79 23-106
COBE 2991 80.7 22 79 23-106
Haemonetics 30 70.6 14 67 58-87

La diferencia no fue significativa ( p:0.3 )

4.5. Reduccidén del volumen medular

El volumen de la médula ésea disminuyo al ser fraccionada. Esta reduccion vario tras el
procesamiento de acuerdo con el procesador utilizado

Tabla 23: Reduccidn del volumen expresado en % con respecto al de la médula dsea
inicial.

Método Media Desv St | Mediana Rango |
Global 20.8 7.7 19 12-63
COBE 2991 19.5 4.7 19 12-37
Haemonetics 30 23.6 7.9 21 15-40
Centrifugacion 8] 54.6 s | 56 4563
Centrifugacién D 17 - 17 -

La diferencia entre los metodos fue significativa ( p: 0.0000 )
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Para saber ] los méto eran diferen entre sis
se_encontro significacign en los siquientes casos:

IBM/CS p: 0.0031 IBM/CD ns
IBM/ H-30 ns CS/CD ns
CS/H-30 p: 0.0092 CD/H-30 ns

mpararon r

5. Eficacia del fraccionamiento sequn_el método utilizado

1. R ! I

Las variables analizadas fueron diferentes en el buffy-coat con respecto a las de la
médula ésea. La significacién estadistica de esas diferencias se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 24: Diferencia entre las variables -expresadas en media + desviacién standard-,

de la médula dsea inicial y del buffy-coat, y su significacion estadistica:

Médula dsea Buffy-coat p
Volumen mi 1027¢331 | 200166 0.000 |
Recuento mm3 | 22 24048 929 | 91 164+38 854 | 0.000
N°CT x 109 21.2418.67 17+18 0.000 |
NeCT /K x 108 3.92+1.63 3.1%1.01 0.000
%CMN 34+11 34+12 ns
CMN T x10% 7.0+£3.8 6.69+3.2 0.000
CMN /K x 108 1.372066 |  1.07+0.5 0.000
% Hto 26+4.5 2518.3 ns
Masa roja m! 2774113 50423 0.000
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5.2. COBE 2991
Se analizé la variacién de parametros obtenida tras el fraccionamiento con el
procesador COBE 2991 y se encontraron los siguientes resuitados:

Tabla 25: Variables de la médula ésea inicial y del buffy-coat, y la significacién
estadistica de sus diferencias, tras el fraccionamiento con el procesador COBE 2991.

Médula osea Buffy-coat p
Voiumen ml 10404335 195166 0.000
Recuento mm?3 2150018594 93825+38979 0.000
N2 CT x 109 21+8.3 1716 0.000
NeCT/Kx 108 3.82+1.62 3.06x1.6 0.000

%CMN 35+ 34+12 ns
CMN T x109 8.5+£3.8 6.7+3.2 0.000
CMN /K x 108 1.32+0.62 1.07+0.6 0.000

% Hto 26+4.6 2516.5 ns
Masa roja ml 2811112 50121 0.000

Tabla 26: Porcentaje de recuperacion expresada en % de variables en el buffy-coat
con respecto a la médula dsea inicial tras el fraccionamiento con la COBE 2991.

Media D St Mediana Rango

Volumen 19.56 4.7 18 1~ 12-37

NCT x 102 83.4 11.5 83 52-130

CMN T x 109 80.7 22.5 79 23-160
Masa roja 19.35 7.8 | 18 6-62
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5.3. Haemonetics 30
Se analizé la variacion de parametros obtenidos tras el fraccionamiento con el
procesador Haemonetics 30 y se encontraron los siguientes resultados:

Tabla 27: Variables de la meédula 6sea inicial y del buffy-coat, y la significacion
estadistica de sus diferencias, tras el fraccionamiento con el procesador H-30.

Jh Médula dsea Buffy-coat p
Volumen mi 107441336 237156 0.000
Recuento mm3 | 2385549912 | 75229+36024 | 0.000
N° OT x 109 23.918.3 16.915.6 0.000
NeCT/Kx 108 4.4911.2 3.1£0.7 0.000
%CMN 33411 3419 ns
| CMN T x10° 9.6+4 7.09+3.8 ns
CMN/Kx 108 1.9540.8 1.110.49 ns
% Hto 2417 14+3 0.000
| Masa roja ml | 271=105 35+12 0.000

Tabla 28: Porcentaje de recuperacion expresada en % de variables en el buffy-coat
con respecto a la médula ésea inicial tras el fraccionamiento de con la H -30.

Media D St Mediana Rango

Volumen 23.6 7.9 21 15-40
NeCT x 109 71.3 8.9 71.5 57-83
CMNT x10° 70.6 14.8 67 58-87
Masa roja 15.8 13.9 12 6-54
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5.4. Centrifugacion simple

Se analizd la variacion de parametros obtenidos tras el fraccionamiento por
centrifugacion simple y se encontraron los siguientes resultados:

Tabla 29: Variables de la médula dsea inicial y del buffy-coat, y la significacién
estadistica de sus diferencias, tras el fraccionamiento con la centrifugacion simple.

Médula 6sea Buffy-coat p

Volumen ml 350+85 195177 0.001

Recuento mm?3 327317854 54666+4401 0.025
Ne CT x 109 11.945.4 10.84+4.5 ns
NeCT/Kx 108 5.0910.8 4.6x+1 ns

% Hto 2744 51+3 0.009
Masa roja ml 98136 100138 ns

Tabia 30: Porcentaje de recuperaciéon expresada en % de variables en el buffy-coat con

respecto a la médula dsea inicial tras el fraccionamiento con la centrifugacion simple.

Media D St Mediana Rango

Volumen 54.66 9 56 45-63

NeCT x 109 91 5.5 92 86-97
Masa roja 102.6 3 102 100-106
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5.5. Centrifugacion doble

Se analizdé la variacion de parametros obtenidos tras el fraccionamiento con
centrifugacion doble y se encontraron los siguientes resultados:

Tabla 31: Variables de la médula 6sea inicial y del buffy-coat, tras el fraccionamiento
con la centrifugacion dobie.

Médula osea Buffy-coat
Volumen mi 1182 200
Recuento mm? 28340 125000
NeCT x 10° 33.5 25
NeCT/Kx 108 3.9 2.98
% Hto 38 29
Masa roja ml 449 ' 58 | ]

Tabla 32: Porcentaje de recuperacion expresada en % de variables en el buffy-coat con
respecto a la medula ¢sea inicial tras el fraccionamiento con centrifugacién doble.

Media DSt Mediana Rango
Volumen 17 - 17 -
NeCT x 108 75 - 75 -
Masa roja 13 - 13 -
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Se ha valorado como uno de los controles de calidad de la criopreservacion la
recuperacion de células antes y después de la criopreservacion.

Tabla 33: Células totales antes y después de la criopreservacion, expresados en
mediast desviacion standard, y % de recuperacién con rango.

CT pre CT post % Recup Rango
17.18 x 10° 14.94 x 10° 87% 56-112
16.4 2.5

La diferencia es significativa con una p: 0.008.

CT pre: Células totales antes de la criopreservacion
CT post: Células totales después de la criopreservacion

% Recup: Porceniaje de recuperacion expresado en mediana

Como otro control de la criopreservacion se han comparado las CFU-GM obtenidas
antes de la introduccién de! crioprotector y de la criopreservaciéon del buffy-coat, con las
CFU-GM de la misma muestra obtenida después de la descongelacion. Se compararon
sOlo cultivos hechos en idénticas condiciones.
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Tabla 34: CFU-GM de la médula dsea y del buffy-coat antes y después de la
criopreservacion, y su parcentaje de recuperacion.

CFU-GM pre | CFU-GM post % Recup Rango
25 21 84% 0-125
(2-135) (0-122)

La diferencia es significativa { p:0.004 )

CFU-GM pre: CFU-GM en 2x 10° células ( una placa ) antes de la criopreservacion.

CFU-GM post: CFU-GM en 2 x 10° células ( una placa ) después de la criopreservacién
y descongelacion. '
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il. PACIENTES TRASPLANTADOS

De! total de las meédulas Oseas procesadas, 104 de ellas fueron trasplantadas a
pacientes,

1. Acondicionamiento

En el siguiente cuadro se muestran los acondicionamientos administrados a los
pacientes distribuidos por enfermedades, y el % que representa dicho
acondicionamiento en cada una de ellas.

Tabia 35; Acondicionamientos administrados en las distintas enfermedades, y el % que
representa dicho acondicionamiento en cada una de ellas

Acondi / Diag LAM LAL LNH EH Otros
Casos 33 31 13 19 8
CY+TBI 16 (485%) | 12(387%)| 4(308%) | 1(53%) | -
BU+CY 15(455%)| 4(129%) | 1(7.7%) - -

CBV : - - |18(94.7 %) -
BEAC - - 7 (53.8%) : -
Otros* 2(61%) |15(484%)| 1(7.7%) - 8 (100 %)

2. Intervalos

Los dias transcurridos entre el diagndstico, el harvest y el trasplante, se resumen en €l
siguiente cuadro:
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Tabla 36 Intervalos, expresados en dias, entre el diagndstico, el harvest y el TAMO.

Dias Diag / Harvest Harvest / TAMO Diag / TAMO
Media 8371769 196+211 989+784
Mediana 593(18-4071) 116 (8-1233) 738 (185-4174)

Diag / Harvest: Dias entre el diagndstico y la recogida de médula 6sea..
Harvest / TAMO: Dias transcurridos entre el harvest y el trasplante.
Diag / TAMO: Dias transcurridos entre el diagnéstico y el trasplante.

Al analizar los intervalos se encontré que el tiempo transcurrido entre el diagnéstico y el
harvest o el TAMO eran similar en todas la enfermedades, pero que el tiempo entre el
harvest y el TAMO fue diferente.

Tabla 37: Intervalos entre el diagnéstico, harvest y TAMO en las distintas enfermedades,
y la significacién estadistica de las diferencias entre los intervalos.

Diagndstico Diag / harvest Harvest / TAMO Diag / TAMO
LAM 689+755 1731184 8621797
LAL 932+967 123+79 10554961
i.NH 660+439 361377 1021£525

EH 996+677 173+172 11691670
Otros nd 30+209 nd
p ns 0.001 ns

3. Status en el momento del harvest

Se analizo el status de la enfermedad en el momento de realizarse la recogida de
médula 6sea.
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Tablg 38: Distribucion de status de la enfermedad en el momento del harvest.
Status Casos
1° remision completa ( RC ) 36.6%
2° 0 posteriores RC 31.7%
Remision parcial 6 recidiva 31.7%
4. Diagndstico / Status en el momento del TAMQ

Se analizd el status de los pacientes en el momento del TAMO, por si hubiera habido
cambios en el status en el momento del TAMO con respecto al del harvest.

Tabla 39: Status en el momento del TAMO segtin las diferentes enfermedades.

Diagndstico Casos 1°RC 206 +RC RP ¢é Recidiva
LAM 33 19 10 4
LAL 31 14 13 4
LNH 13 4 4 5
EH 19 - 5 14
QOtros 8 4 4 -

La diferencia es significativa ( p<0.0001)

5. Injertos
Se analizaron los tiempos de injerto granulocitario y plaquetario de todos los pacientes

trasplantados. No se encontré ningln caso de failo de injerto, aunque si algun caso de
injerto demorado.
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5.1. Injerto giobal

Los dias transcurridos entre la infusién de la médula ésea vy el injerto granulocitario y
plaguetario se resumen en el siguiente cuadro:

Tabla 40: Dias ftranscurridos entre la infusion de la médula 6sea y el injerto
granulocitario y plaquetario.

- Injerto MediaxDesv St Mediana ( rango )
Granulocitario 22.21+147 18 (11-122)
Plaquetario 37.24+33 28(11-243)

Se analizd cudl era la relacibn entre el injerto granulocitario y el piaquetario, y se
encontré que ambos estan relacionados de forma estadisticamente significativa:
(p:<0.001y r:052).

5.2. Injerto sequn_la edad de los pacientes

Se analizo el tiempo de injerto en relacion con la edad de los pacientes, para valorar si
pacientes mas jévenes tenfan un injerto mas precoz.

La relacién entre ta edad y el injerto granulocitario no fue significativa, con una p >0.05
yunar: 0.04.

La relacién entre la edad vy el injerto plaquetario no fue significativa, con una p >0.05y
unar: 0.13.
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5.3. Injerto sequn intervalos

Se analizaron los intervalos de tiempo transcurridos entre el diagndstico, el harvest y el
TAMO para valorar si estos intervalos, que previsiblemente eran producidos por la
administracion del tratamiento o por recidivas que obligaran ala administracién de mas
tratamientos, influyeron en el tiempo del injerto. Sin embargo, en nuestra muestra ni el
injerto granulocitario ni el plaquetario se relacionaron con el tiempo transcurrido entre el
diagndstico, el harvest y el trasplante.

Granulocitario:

Tabla 41: Relacidn entre los intervalos de tiempo Diagn / Harvest, Harvest / TAMO,
Diagn / TAMO, con respecto al dia del injerto granulocitario

intervalos p Coef correlacion r
Diag / harvest ns -0.16
Harvest / TAMO ns -0.18
Diag / TAMO ns - 0.20

Plaquetario:

Tabla 42: Relacion entre los intervalos de tiempo Diagn / Harvest, Harvest/ TAMO,
Diagn / TAMO, con respecto al dia del injerto plaguetario.

Intervalos p Coef correl r
Diag / Harvest ns -0.13
Harvest / TAMO | ns -0.15
Diag / TAMO ns -0.17
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5.4. Injerto sequn la enfermedad

Se analizé si el tiempo de injerto granulocitario o plaquetario podia estar relacionado
con la enfermedad en cuanto a los diferentes diagndstico o al status de los mismos,
tanto en el momento del harvest como en el del TAMO.

5.4.1._Por Diagnéstico

Granulocitario: Los dias transcurridos entre la infusién de médula 6sea y el injerto

granulocitario { 500 gr / mm® en sangre periférica ) no fue similar en todos los
diagnésticos.

Tabla 43; Dias transcurridos entre la infusion de médula ésea y el injerto granulocitario,
expresado en dias, segun los diferentes diagnosticos.

. —

Diagnéstico Media + Desv St
Global 22421
LAM 29123
LAL 19+7
LNH 1745
EH 18+7
Otros 23x2

La diferencia fue significativa ( p: 0.03 )
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Para saber cuales diagndsticos injertaban de forma diferente, éstos fueron analizados
por parejas.

Por parejas de diagnostico:

LAM/LAL: pins LAM/LNH: p:.ns
LAM / EH: p: ns LAM / Ofros: p:ns
LAL 7 LNH: p:ns LAL / EH: p:ns
LAL /Otros:  p:0.02 LNH /7 EH: p: ns
LNH / Otros: p: 0.001 EH / Otros: pns

Plaquetario: Los dias transcurridos entre la infusion de médula 6sea y el injerto

plaquetar ( 20 000 plaquetas { mm? en sangre periférica )no fue similar en todos los
diagnosticos.

Tabla 44: Dias transcurridos entre la infusion de médula ésea y el injerto plaguetar
expresado en dias, segun los diferentes diagndsticos.

Diagnésticos Media + Desv St
Global 3724
LAM 53124
LA 38151
LNH 2611
EH 24114
Otros 36+8

La diferencia fue significativa ( p: 0.049 )
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Para saber si existian diferencias entre los diagnésticos, sus injertos plaquetarios fueron
analizados por parejas.

Por parejas de diagnosticos:

LAM /LAL: p: <0.0000 LAM/LNH:  p: 0. 0001
LAM / EH: p: <0.0000 LAM / Otros: p:ns
LAL / LNH: pns LAL /EH: p:ns

LAL /Otros:  p: 0.01 LNH 7 EH: pns

LNH / Otros: p: 0.05 EH / Otros: p: 0.01

5.4.2. Por status en el momento del harvest

Se analizd ef status en el momento del harvest en relacidn con los injertos de
granulocitos y plaquetas, para valorar si pacientes que hubieran tenido mas
necesidades de tratamiento de la enfermedad, tuvieron afectacion en el injerto por una
mayor toxicidad sobre su hemopoyesis.

Granulocitario: Los dias transcurridos entre la infusién de médula 6sea vy el injerto

granulocitario { 500 gr / mm® en sangre periférica ) fueron similares en todos los status:

Tabla 45: Dias transcurridos entre la infusion de médula ésea v el injerto granulocitario,
expresado en dias, segun los diferentes status en el momento del harvest

Status MediatDesv St Mediana ( rango )
Global 22.2+15 18 (11-122)

1°RC 25.7x21 18 (11 -122)
26 +RC 20.3+8 18(11- 53)
RP/Rec 16.4—4 145(12-25)

La diferencia no fue significativa ( p: 0.16)
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Para saber si existia algun status que tuviera injertos granulocitarios diferentes al de
otros status, éstos fueron analizados por parejas.

Por parejas de status al harvest:

1°RC/2°6+RC p: ns
1°RC/ RP 6 Rec P NS
2°6+RC/RP6Rec p:ns

Plaquetario: Los dias transcurridos entre la infusion de médula ésea y el injerto

plaquetario ( 20 000 plaguetas /mm® en sangre periférica ) desglosado por status en el
momento del harvest fueron similares en todos los grupos al analizarlos globalmente.
Sin embargo, se encontraron grupos diferentes al ser analizados los injertos
plaquetarios por parejas de status:

Tabla 46 Dias transcurridos entre la infusion de médula ésea y el injerto plaquetario,
expresado en dias, sequn los diferentes status en el momento del harvest.

Status Media xDesv St Mediana ( rango )
Global 38135 28 (11-243)

1°RC 47+43 34(12-243)
2°6+RC 34+28 28 (13- 159)
RP /Rec 2016 20(11-31)

La diferencia no fue significativa ( p : 0.08)

Para saber si algun status tenia un injerto plaquetario diferente al resto, éstos fueron
analizados por parejas.
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Por parejas de status al harvest:

1°RC/2°6 +RC p:ns
1° RC /RP 6 Rec p:0.002
2°RC6+/RP6Rec p:0.03

5.4 3. Por status en el momento del TAMO

Se analizé la relacién entre el status en el momento del TAMO con los injertos
granulocitario y plaquetario, para ver si habia diferencias entre los distintos grupos de

status y los tiempos de injerto, por idénticas razones a ias explicadas en el apartado
anterior.

Granulocitario: los dias transcurridos entre la infusién de médula 6sea y el injerto
granulocitario fue similar en todos los status en el momento del TAMO :

Tabla 47: Dias transcurridos entre la infusién de médula ésea y el injerto granulocitario,
expresado en dias, segun los diferentes status en el momento del TAMO.

Status Media +Desv St Mediana ( rango )
Global 22.2+15 18 ( 11-122)

1°RC 26.7+22 19(12-122)
2°6+RC 20.6x9 18(12-53)
RP /Rec 18.2+7 14 (11-37)

La diferencia no fue significativa ( p: 0.12)
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Para saber si algun status tenia un tiempo de injerto diferente, éstos fueron analizados
por parejas de status.

Por parejas de status al TAMO:

1°RC/2°6 +RC p: Ns
1°RC/RP 6 Rec p:ns
2°6+RC/RPORec  p:ns

Plaquetario: Los dias transcurridos entre la infusidén de médula dsea y el injerto

plaquetario { 20 000 plaquetas /mm? en sangre periférica ) desglosado por status en el
momento del TAMO fueron similares en todos los grupos al analizarlos globalmente.
Sin embargo, se encontraron grupos diferentes al ser analizados Ios injertos
plaquetarios por parejas de status:

Tabla 48: Dias transcurridos entre la infusion de médula 6ésea y el injerto plaquetario,
expresado en dias, segun los diferentes status en el momento del TAMO.

Status Media +tDesv St Mediana ( rango )
Global 37433 28 (11-243)
1°RC 48147 35(15-243)
2°6+RC 39+31 30(12-159)
RP /Rec 25+14 24 (11-73)

La diferencia no fue significativa ( p : 0.07 )

Para ver si algin status tenia un injerto plaquetario diferente a los demas, éstos fueron
comparados por parejas de status.
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Por parejas de status al TAMO:
1PRC/2°6+RC p. ns

1°RC /RP 6 Rec p : 0.0061
2°0+RC/RP6Rec. p:0.01

5.4.4. Seqlin el Acondicionamiento:

Se analizd la relacion entre los tiempos de injerto granulocitario y plaguetario en
relacion con el régimen de acondicionamiento aplicado en el trasplante, para ver si
estos eran influidos por el mismo, en particular los regimenes que aplicaban
radioterapia corporal total.

Granulocitario: los dias transcurridos entre la infusién de médula 6sea y el injerto

granulocitario ( 500 gr / mm3 en sangre periférica ) no fue diferentes segin el
acondicionamiento aplicado:

Tabla 49: Dias transcurridos entre la infusidon de médula dsea vy el injerto granulocitario,
expresado en dias, segun los diferentes acondicionamientos del TAMO.

Acondicionamiento MediatDesv.St
Cy+TBI 20+8
BU+CY 231

CBV 17+7
BEAC 1412
Otros 1944

La diferencia no fue significativa ( p: 0.12)
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Plaquetario: Los dias transcurridos entre la infusidn de médula 6sea y el injerto

plaquetar (20000 plaguetas/mm3 en sangre periférica) no fue diferente segun el
acondicionamiento aplicado :

Tabla 50: Dias transcurridos entre la infusién de médula ésea y el injerto plaguetario
segun los diferentes regimenes de acondicionamiento del TAMO.

Acondicionamiento MediatDesv.St
Cy+TBl 43+49
BU+CY 45423

CBvV 24+14
BEAC 18«5
Otros 27+8

La diferencia no fue significativa ( p: 0.1)

Por parejas de acondicionamiento

Para saber si algun régimen de acondicionamiento aftectaba a los tiempos de injerto
granulocitario o plaquetario de forma diferente al resto, se compararon regimenes de
acondicionamiento por parejas en relacién a ambos tiempos de injerto. En ningln caso
se encontraron diferencias significativas.

5.5. Injerto seqgan el producto infundido

Para saber si el producto infundido en el momento dei trasplante afectaba los tiempos
de injerto granulocitario o plaquetario, éstos fueron analizados en relacidon con
variables que pudieran reflejar aspectos cualitativos y cuantitativos del producto como
son las cantidades de células totales, células mononucleares y progenitores
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hemopoyéticos por kilo del paciente obtenidas en el momento del harvest, y

recuperadas en el buffy-coat después del fraccionamiento e infundidas al paciente en el
trasplante.

5.5.1. Médula dsea del harvest

Se analizd Ia relacidn entre las ceélulas leucocitarias y las células mononucleadas
obtenidas en el harvest en relacion con los injertos granulocitario y plaquetario, y en
esta muestra, no se encontrd una relacion que fuera estadisticamente significativa.

Granulocitario:

Tabla 51: Relacion entre variabies del producto obtenido en el harvest y el injerto
granulocitario global.

Producto p r
CT/K x108 ns 0.15
% CMN ns 0.14
CMN T /K x108 ns 0.16

Plaquetario:

Tabla 52: Relacion entre variables del producto obtenido en el harvest y el injerto
plaquetario global.

i Producto p r
CT/K x 108 ns 0.01
% CMN ns 0.20
CMN T /K x108 ns 0.20
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5.5.2. Buffy-coat
Se analizé la relacion entre los injertos granulocitario y plaquetario y las células
leucocitarias, mononucleares, y las CFU-GM infundidas a los pacientes, y, en esta

muestra, no se encontrd una relacion estadisticamente significativa.

Granulocitario:

Tabla 53: Relacion entre variables del buffy- coat infundido y el injerto granuiocitario

Producto p r
CT/K x 108 ns 0.11
% CMN ns 0.24
CMNT /K x 108 ns 0.27
CFU-GM/ K x104 ns -0.08

Plaquetario:

Tabla 54:; Relacion entre variables del buffy- coat infundido y el injerfo plaquetario.

Producto p r
CT/K x108 ns -0.06
% CMN ns 0.25
CMNT /K x 108 ns 0.06
CFU-GM/ K x10% ns -0.19
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5.5.3. Relacion dosis CT / K infundidas e injerto

Se analizo si diferentes dosis de células leucocitarias tenian tiempos de injerto
granulocitario ¢ plaquetario diferentes. No se encontré ninguna diferencia significativa.

Granulocitario:

Tabla 55. Comparacion entre distintas dosis de CT /K del buffy-coat infundidas y el dia
del injerto granulocitario.

Dosis de CT/K Media
Global 22.2+14

Hasta 2 x 108/K (2)* 22.1+13
Hasta 3 x 108/K (3) 18.5+62
Hasta 4 x 108/K (4) 23.2+20
| Hasta 5 x 108/K (5) 24.5+13

* Desde 1,2 hasta 2x108/K . La diferencia no fue significativa ( p: 0.48 )
Parejas de dosis de células leucocitarias

Para saber si alguna dosis de células leucocitaria era diferente a las demas, se

compararon los injertos granulocitario por parejas de dosis, y no se encontré ninguna
diferencia.
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Plaquetario:

Tabla 56: Comparacion de distintas dosis de CT/K infundidas con el buffy-coat y el dia
de injerto plaquetario.

Dosis de CT/K MediatDesv St
Global | 37233
Hasta 2 x 108/K (2)* 56.0+71
Hasta 3 x 108K (3) 37.7+25
Hasta 4 x 108/K (4) 25.1+10
Hasta 5 x 108/K (5) 43.6£38

* Desde 1,2 hasta 2x108/K . La diferencia no fue significativa ( p: 0.07 )

Parejas de dosis de células leucocitarias

Para saber si alguna dosis de células leucocitaria era diferente a las demés, se
compararon los injertos plaquetarios por parejas de dosis.

2/3 p.ns 214 p: ns

2/5 p:ns 3/4 p: 0.04
3/5 p: ns 4/5 P 0.05

5.5.4. Relacion entre dosis de CMN /K e injerto

Se analizd si diferentes dosis de células mononucieadas tenian tiempos de injerto
granulocitario o plaquetario diferentes. No se encontré ninguna diferencia significativa.
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Granulocitario: La relacion entre distintas dosis de CMN /K del buffy-coat infundidas

y el dia del injerto granulocitario, comparadas entre si, se resume en el siguiente
cuadro:

Grupo 1 =<0,45 CMN x 108/K
Grupo 2 =0,46 - 0,60 x 108/K
Grupo 3=0,61-0,65x 108/K
Grupo 4 = 0,76 - 0,90 x 108/K
Grupo 5=0,91-1,50x 108/K
Grupo 6 =>1,51 CMN x 108/K

Tabla 57: Comparacion entre distintas dosis de CMN /K infundidas en el buffy-coat y el
injerto granulocitario.

Dosis Media
Global 22+14
Grupo 1 24114
Grupo 2 17+41
Grupo 3 16163
Grupo 4 20x15
Grupo 5 23+15
Grupo 6 39+37

La diferencia no fue significativa ( p: 0.34 )

Parejas de dosis de CMN

Para saber si alguna dosis de células mononucleares era diferente a las demas, se
compararon ios injertos granulocitario por parejas de dosis, y ho se encontré ninguna
diferencia en ninguno de los casos.
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Plaquetario: La relacion entre distintas dosis de CMN /K del buffy-coat infundidas y
el injerto plaquetario, comparadas entre si, se resume en el siguiente cuadro:

Grupo 1 =<0.45 CMN x 108/K
Grupo 2= 0,46-0,60x 108/K
Grupo 3= 0,61-0,65x 108/K
Grupo 4= 0,76-0,90x 108/K
Grupo 5= 0,91-1,50x 108/K
Grupo 6 =>1,51 CMN x 108/K

Tabla 58: Comparacion de distintas dosis de CMN /K infundidas en el buffy-coat y el dia
del injerto plaquetario.

Dosis MediatDesv St

Global 37+41
Grupo 1 21+83

25+11

32+17
Grupo 4 73491
Grupo 5 25+76
QGrupoc 6 38+21

La diferencia no fue significativa ( p: 0.16 )

Parejas de dosis de CMN
Para saber si alguna dosis de células mononucieares era diferente a las demas, se

compararon los injertos granulocitario por parejas de dosis, y no se encontrdé ninguna
diferencia significativa.
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555 Relacidon entre dosis de CFU-GM / K e injerto

Se analizé 1a relacién entre las CFU-GM/Kg infundidas y los injertos granulocitario y
plagquetario. No se encontrd ninguna relacion significativa.

Granulocitario: En el cuadro se resume la relacion enire las CFU-GM infundidas y el
dia del injerto granulocitario.

Tabla 59: Relacion entre tas CFU-GM infundidas y el dia del injerto granulocitario.

CFU-GM /K : D

Injerto 0.08 0.5

Plaquetario: En el cuadro se resume la relacion entre las CFU - GM infundidas y ei
dia del injerto plaquetario.

Tabla 60: Relacién entre las CFU-GM infundidas y €l dia del injerto ptaguetario.

CFU-GM /K r p

Injerto 0.19 0.16
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6. Injerto tardio frente a injerto precoz

La variable injerto se divide en dos categorias excluyentes: injerto precoz e injerto
tardio. ( Injerto granulocitario precoz: > 500 leucocitos/mm3 en sangre periférica en<30
dias, injerto granulocitario tardio en 31 dias 6 dias posteriores, después de la infusion.
Injerto plaquetario precoz: > 20000 plaquetas / mm3 en sangre periférica en 40 dias 6

menos, injerto plaquetario tardio en> 41 dias, después de la infusién ).

A._Inj ranulocitari
Se estudié cudles eran las variables que podian influir para que el injerto granulocitario

fuera precoz o tardio.

6.1.1. injerto granulocitario precoz o tardio y su relacién con variables, tanto de los

pacientes como del producto infundido, que podrian influir en el mismo:

Tabla 61: Analisis univariado y multivariado entre el injerto granulocitario precoz y

tardio, y su relacion con diversas variables.

Variable p univariado p multivariado
CFU-GM/K ns ns
CT/K ns ns
Edad ns ns
Diagndstico 0.002 ns
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Al ser el diagnéstico la Unica variable que actua de forma significativamente diferente
sobre la rapidez del injerto, se profundiza en el estudio de esta variable. Se analizan
los porcentajes de cada enfermedad en los injertos tardios, y los porcentajes de cada

enfermedad en los injertos precoces.

Tabla 62; Distribucidn por enfermedades en el total de los injertos precoces y en el total

de los injertos tardios.

Diagndstico < 30 dias > 31 dias
LAM 23.5 % 81.8 %
LAL 30% 9.1%
LNH 18 % -

EH 22 % 9.1 %
Otros 6.5% -
Total 100% 100%

La diferencia es significativa entre los diagnésticos ( p: 0.002 ).

Se valora el porcentaje de injertos tardios y precoces en cada enfermedad.
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Tabia 63: Distribucion de injertos precoces y tardios en cada una de las enfermedades.

Diagnéstico <30 dias >30 dias Total
LAM 66.7% 33.3% 100%
LAL 96% 4% 100%
LNH 100% - 100%

EH 94.4% 5.6% 100%
Otros 100% - 100%
Total B87.6% 12.4% 100%

La diferencia entre los diagnésticos es significativa ( p: 0.002 )

En los analisis anteriores se encuentra una diferencia significativa entre el injerto
granulocitario de las LAM con respecto al resto de los diagnodsticos, por 1o que se
decide agrupar a todas las enfermedades en dos grupos: enuno alas LAMy en otro al
resto de los diagnoésticos. Se analizan los porcentajes de injertos tardios y precoces en

el grupo de todos los diagnodsticos y se lo enfrenta con los de las LAM.
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Tabla 64: Distribucion por injerto precoz o tardio en las

LAM y en el resto de los

diagnésticos.
Diagnéstico =0 < 30 dias >31 dias Total
LAM 66.7% 33.3% 100%
Resto diagnésticos 971 % 2.9% 100%

La diferencia es significativa ( p : 0.00003 ).

Se analiza el porcentaje de los injertos precoces y de los injertos tardios en cada grupo

diagnéstico.

Tabla 65: Distribucion de cada grupo diagnéstico sobre el total de los injertos precoces

y sobre el total de los injertos tardios.

Diagndstico = 0 <30 dias > 31 dias
LAM 33.3% 66.7%
Resto diagndsticos 66.7% 33.3%
Total 100% 100%

La diferencia fue muy significativa ( p : 0.00003 ).
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resto de los diagnosticos sequn diversas variables.

Se analiza en analisis univariado y multivariado el diagndstico LAM frente al resto de
los diagndsticos en relacion con el injerto precoz o tardio segun las otras variables que
podian influir, como la cifra de células o de progenitores infundidos o la edad de los

pacientes.

Tabla 66: Relacién de diversas variables en andlisis univariado y multivariado del
injerto granulocitario tardio y el injerto granulocitario precoz en las LAM frente al resto

de los diagnésticos.

Variable p univariado p multivariado
CFU-GM/Kg ns ns
CT/ Kg ns ns
Edad ns ns
LAM/ Resto diag 0.00003 0.0006

LAM/Resto Diag: Relacién entre las LAM y el grupo Resto de los diagnésticos

1
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6.2. Injerto plaquetario

Se estudid cuales eran las variables que podian influir en que el injerto plaquetario

fuera precoz o tardio.

6.2.1. Injerto

plaquetario precoz o tardig_ relacion _con variables que podrian influir

tanto de los pacientes o como del producto infundido:

Tabla 67: Analisis univariado y multivariado entre el injerto plaquetario precoz y tardio

y su relacién con diversas variables.

Variable p univariado p multivariado
CFU - GM/Kg ns ns |
CT/Kg ns ns ~
Edad ns ns
Diagnéstico 0.00021 0.003

Al ser el diagnéstico la Gnica variable gue actia de forma significativa sobre la rapidez
del injerto, se profundiza en el estudio de esta variable. Se analiza los porcentajes de

cada enfermedad en los injertos tardios, y los porcentajes de cada enfermedad en los

injertos precoces.
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Tabla 68: Distribucién por enfermedad en el total de los injertos precoces y en el total

de los injertos tardios plaquetarios.

Diagnéstico < 40 dias > 41 dias
LAM 13.1% 61.9 %
LAL 36.1% 14.3%
LNH 19.7 % 9.5%

EH 26.2 % 4.8 %
Otros 4.9% 9.5%
Total 100% 100%

La diferencia fue muy significativa entre los diagnésticos ( p: 0.00021 ).

Se estudia el porcentaje de injertos tardios y precoces en cada enfermedad.
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Tabla 69: Distribucidon de injertos plaquetarios precoces y tardios en cada una de las

enfermedades.
Diagnéstico < 40 dias >40 dias Totai |

LAM 38.1% 61.9% 100%

LAL 88% 12% 100%

LNH 85.7% 14.3% 100%

EH 94.1% 5.9% 100%
Otros 60% 40% 100%
Total 74.4% 25.6% 100%

La diferencia fue significativa entre los diagndsticos ( p: 0.00021 ).

6.2.3._Injertc plaguetario precoz y tardio en las LAM y en ¢l resto de las enfermedades:

En los andlisis anteriores se encuentra una diferencia significativa entre el injerto
plaguetario de las LAM con respecto al resto de los diagndsticos, por lo que se decide
agrupar las enfermedades en dos grupos: en uno las LAM y en el otro el resto de los
diagnésticos. Se analiza el porcentaje de injertos tardios y precoces en el grupo de

todos los diagndsticos y se lo enfrenta con el de ias LAM.
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Tabla 70: Distribucién de injerto precoz o tardio en tas LAM y en el resto de los

diagnosticos.

Diagnéstico < 40 dias > 40 dias Total
. LAM 38.1% 61.9% 100%
Resto diagnédsticos 88.1% 11.9% 100%

La diferencia es significativa ( p : 0.00001 ).

Se analiza el porcentaje de los injertos plaquetarios precoces y de los injertos tardios

en cada grupo diagndstico.

Tabla 71: Distribucion de de cada grupo diagnéstico en el total de los injertos precoces

y en €l total de los injertos tardios.

Diagnéstico < 40 dias W =6 > 41 dias
LAM 13.1% 61.9%
Resto diagnésticos 86.9% 38.1%
Total 100% 100%

La diferencia es significativa ( p : 0.00001).
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.2.4. Relacion del inierto precoz o tardio en LAM frente

diagndsticos sequn diversas variables

Se analiza en andlisis univariado y multivariado el diagndstico LAM frente al resto de
los diagnosticos en relacidn con el injerto precoz o tardio segun las otras variables que
podian influir, como la cifra de células o de progenitores infundidos o la edad de los

pacientes.

Tabla 72: Relacién de diversas variables en analisis univariado y multivariado del

injerto plaquetario tardio y el injerto plaquetario precoz en las LAM frente al resto de

los diagndsticos.

Variable p univariado p multivariado
CFU-GM / Kg ns ns
CT/Kg ns ns
Edad ns ns
LAM/ Resto diag* 0.00001 <0.00001
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Discusion

La eficacia de los tratamientos antineoplasicos con quimio / radioterapia depende de
una relacion dosis / respuesta, por la que a mayor dosis de tratamiento mayor es el
efecto antitumoral. La mielotoxicidad derivada de estas terapéuticas impone una
barrera en la escalada de dosis, |0 que constituye su mayor limitacién y sélo las hace
utilizables mediante el rescate con ceélulas germinales hemopoyéticas que permiten la

reconstitucion de la medula 6sea aplasiada.

El trasplante autdiogo consiste, pues, en ia combinacion de regimenes citorreductores
letales para el tumor y secundariamente para la médula dsea sana, seguido de un

rescate con la médula 6sea del propio paciente, obtenida en un momento oportuno de

la enfermedad.

Como se ha dicho anteriormente, para garantizar el éxito de un TAMO las células
progenitoras deben infundirse en calidad y cantidad suficientes como para garantizar la
reconstitucién de la hemopoyesis. Es evidente que la presencia de la célula madre
garantizara el injerto estable, y la de los progenitores mas maduros garantizara el
injerto precoz. Existen, no obstante, numerosas variables del propio paciente 0 de su
médula dsea y de las manipulaciones a las que se la somete que pueden influir en la
calidad y cantidad de dichas poblaciones presentes en el inGcuio, 0 en las propiedades
del entorno hemopoyético del receptor. El tiempo de injerto es crucial en la evaluacién
del desarrollo de un trasplante. El trabajo desarrollado en esta tesis intenta analizar e
identificar los factores que pueden influir en estos aspectos, y por lo tanto en la

recuperacion hematopoyética del paciente trasplantado.
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l. E! primer objetivo fue el de estudiar si el método de fraccionamiento
aplicado a la médula ésea o si el diagndstico de los pacientes

condicionaron diferentes resultados en cuanto a la calidad del producto a
infundir.

1. Caracteristicas de la médula dsea inicial

Como primer paso, fue necesario evaluar si las caracteristicas de las médulas 6seas
iniciales fueron similares entre si, independientemente del método con el cual iban a
ser fraccionadas ( Tabla 12 ). La seleccidn de los métodos de fraccionamiento utilizados
fue determinada, en principio, por la sucesiva disponibilidad de los equipos, excepto
en los casos en que el volumen medular era muy pequefio. También fue necesario
valorar si las caracteristicas de las médulas 6seas antes de su fraccionamiento eran

similares en los diferentes diagndsticos de los pacientes ( Tabla 13 ).

Para cumplir estos objetivos se estudiaron las variables de las médula éseas iniciales
extraidas en el quiréfano -el volumen, la cantidad de células mononucleadas, el
recuento, el nimero de células totales y por kilo, el hematocrito y la masa roja , y la
edad de los pacientes- y se las relaciond con el metodo de fraccionamiento con el cual

iban a ser procesadas y con el diagndstico de los pacientes.

1.1. Volumen de la médula ésea extraida en quirétano

Sabemos que el objetivo en el momento de la extraccidon es un determinado niamero

de células, y que éstas estan contenidas en un volumen medular variable ( Gorin, 1987,
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Goldstone, 1986 ). Si analizamos el volumen de la médula ésea en relacién con el
método que va a ser utilizado para su fraccionamiento, vemos que se han encontrado
diferencias entre los mismos, que son significativas estadisticamente ( Tabla 12 ). Esta
diferencia se origina en el método de la centrifugacion simple, que fue el método de
eleccion para procesar las médulas de pequefic volumen, o sea las de menos de 500
ml., y que corresponden a pacientes pediatricos. La correcta aplicacion de los otros
métodos es imposible en las médulas dseas de pequefo volumen { Este punto se

explica en el apartado correspondiente a Masa roja ).

Si analizamos la relacion entre el volumen de la médula ésea y el diagndstico de los
pacientes, vemos que se han encontrado diferencias en la muestra que alcanzan
significacion estadistica ( Tabla 13 ). Como se muestra en la Tabla 4, que relaciona la
edad con el diagndstico, el diagndstico “Otros” corresponde a pacientes en edad
pediatrica, y por ello el volumen extraido en el quirdéfano es menor, debido a su bajo

peso corporal.

Si analizamos el rango de volumenes de médula dsea extraida en quiréfano vemos
que este entra dentro de los rangos de normalidad y dispersion descritos en la literatura
(Tabla 10 ) ( Gorin 1975, Hill 1989). Una de las razones que explican la dispersion de
los valores a expensas de los valores altos de este rango es el método de extraccion de
la médula 6sea. Si bien éste es un método estandarizado, la aspiracién en el momento
de extraccién de volumenes grandes puede producir una dilucién de la médula dsea
con sangre capilar, disminuyendo la riqueza de concentracién de la celularidad
medular a expensas de la menor celularidad de la sangre periférica. De esta forma se
produce una disminucion de los recuentos celulares, io que obliga a obtener un mayor

volumen de la médula 6sea extraida para alcanzar e! objetivo propuesto en el quiréfano
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de 3 x 108 CT/Kg (Thomas 1971 ).

Enla Tabla 11 se relaciona el volumen con diversas variables de la médula ésea. De
acuerdo a estos resultados encontramos que, en nuestra muestra, a mayor volumen de
medula extraida se obtuvo un mayor nimero de células totales, y de células
mononucleares, y menor recuento celular, lo que muestra un cierto grado de dilucion

del contenido celular medular en sangre periférica.

1.2. Recuento leucocitario de la médula osea inicial

No encontramos diferencias en el recuento de leucocitos de las médulas éseas
fraccionadas con ninguno de los métodos utilizados de fraccionamiento ni variacion en

funcién de los distintos diagnésticos ( Tablas 12y 13).

El recuento de Ia muestra también es una variable que se ve afectada negativamente si
la muestra es extraida con una mala técnica y se aspira sangre capilar en exceso. La
celularidad de la médula ¢sea no sélo es mas rica en cuanto a nimero de células
totales, sino que también lo es en cuanto a contenido de progenitores hemopoyéticos.
Es decir, que un recuento celular bajo debido un mala técnica de extraccion implica que
disminuye no solo el nimero de células totales sino que también el contenido en

progenitores hemopoyéticos, lo que empeoraria el injerto { Spitzer, 1980 ).

Por otra parte hay que considerar que hay patologias que per-se o por el tipo de
tratamientos previos recibido, alteran la calidad de la médula ésea. Esto se manifiesta,

entre otras cosas, en una menor riqueza medular, El conocer las dosis acumuladas de
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drogas aplicadas a los pacientes en las distintas patologias no fue posible debido,
fundamentalmente, a la variedad de lugares de origen de los pacientes y a la falta de

datos acerca de los tratamientos recibidos.

1.3. Contenido de células totales en la médula dsea inicial

Si analizamos el nimero de celulas totales por kilo de peso del paciente en relacion a
los diagndsticos y al método de fraccionamiento que va a ser utilizado vemos que en

nuestra muestra no encontramos diferencias entre los grupos ( Tablas 12y 13).

El nimero de células por kilo del paciente (CT /Kg ) considerado como necesario para
un trasplante autdlogo es de 2 x 108 CT/Kg. En nuestra muestra la media de CT/K es

mayor ( Tabla 10 ). Se ha consideradoc que al haber una manipulacién medular

posterior a su extraccion, podria haber una pérdida celular importante, por lo que el

objetivo de la recolecciéon fue siempre de 3 x 108 CT/ Kg , cumplido en la practica

totalidad de los casos ( Gorin, 1975).

El contenido de células mononucleares de la médula ésea inicial no fue diferente en las
médula dseas que iban a ser fraccionadas con ninguno de los métodos ni fue diferente
entre los pacientes con distintos diagnésticos { Tablas 12y 13).

El porcentaje de células mononucleares puede ser también un indicativo de la calidad
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de la extraccion de la médula 6sea. Es sabido que los progenitores hemopoyéticos son
células mononucleares al igual que la mayoria de las células medulares inmaduras.
Una excesiva contaminacién de sangre periférica disminuye el porcentaje de células

mononucleares en la muestra extraida al contaminarse ésta se sangre periférica, mas

rica en polimorfonucleares.

1.5. Masa_roja_y hematocrito de |a médula dsea inicial

£l hematocrito fue similar en las médulas dseas correspondienties a todos los

diagnésticos y que iban a ser procesadas con 10s distintos métodos de fraccionamiento

(Tablas 12y 13 ).

Al analizar la masa roja, no se encontro diferencias en cuanto a los distintos
diagndsticos ( Tabla 13 ), pero si se encontré una diferencia significativa enire las
médulas O0seas segun el método de fraccionamiento aplicado ( Tabla 12 ). Esta
diferencia podria provenir de las médulas fraccionadas por centrifugacion simple, que
fueron las de bajo volumen, y que, como se ha dicho anteriormente, son médulas 6seas

de nifios pequefios.

La centrifugacion simple como método de fraccionamiento es de eleccidn en fas
médulas de pequefio volumen. Al ser la masa de hematies pequefia, ésta resulta
insuficiente para empujar hasta el punto de recogida de la COBE 2991 ¢ de la
Haemonetics 30 a la interfase entre los hematies y el plasma, en donde se encuentra la

capa leucoplaguetar o buffy-coat, por lo que su utilizacién resulta inadecuada.
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Por otra parte, la masa roja de las médulas fraccionadas por centrifugacién doble
pareceria ser de mayor que las media del resto, pero resulta imposible analizar su

significacion dado el escaso numero de las muestras de este grupo.

1.6. Edad de los pacientes

El procesamiento realizado con centrifugacion simple correspondié a pacientes de
edades pediatricas, lo que explica el menor volumen la de médula dsea y la eleccién
de la centrifugacién simple como metodo de fraccionamiento por las razones

explicadas en puntos anteriores { Tablas 4y 12).

De los puntos analizados, se puede concluir que las caracteristicas de las
médulas ¢seas extraidas en quiréfano fueron similares en todos los casos,
independientemente del método de fraccionamiento que iba a ser

aplicado.

No se encontraron diferencias entre las células totales y por Kkilo
extraidas, el recuento celular, las células mononucleadas por kilo y el
hematocrito de las médulas déseas iniciales. La unica diferencia la
constituyeron las meédulas dseas de pequefios volumen y masa roja,
correspondientes a pacientes en edad pediatrica, y que tuvieron que ser
obligadamente procesadas por medio de la centrifugaciéon simple, debido

a problemas de tipo técnico.
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Al analizar las caracteristicas iniciales de la médula 6sea segun el
diagnostico de los pacientes tampoco encontramos diferencias entre ellas.
Las células totales y por kilo, las células mononucleadas por kilo, el
recuento celular, el hematocrito y la masa roja fueron similares en las
meédulas correspondientes a los distintos diagndsticos. Sélo el volumen
medular fue diferente en el diagndéstico “Otros”, que corresponde a

pacientes en edad pediatrica.

2. Caracteristicas del buffy-coat

Como segundo paso fue necesario analizar si las caracteristicas del buffy-coat obtenido
tras el fraccionamiento eran diferentes segin el método que habia sido utilizado.
Tambien se analizd si las caracteristicas del buffy-coat estaban influidas por el

diagndéstico del paciente. Los resultados encontrados son similares a los descritos en la

literatura referidos a los diferentes métodos ( Gilmore, 1982; Lopez, 1985, Van der

Oweland, 1982, Hervé, 1983 )

Pese al rango de volumenes dei cual se partia, el volumen de los buffy-coat obtenido no
fue diferente estadisticamente segun los distintos métodos de fraccionamiento

utilizados ni segun los diagnésticos ( Tablas 17y 18 ).

Esto presenta el problema de que los pacientes pediatricos, con menor volumen

medular procesado, tienen que ser infundidos un volumen de buffy-coat que, tras el
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fraccionamiento, es similar al de las médula de los aduitos .

2.2. Recuento celular del buffy-coat

Si analizamos los recuentos celulares de los buffy-coat obtenidos tras el
fraccionamiento encontramos que, a pesar de no obtenerse una diferencia con
significacion estadistica, se produce una menor concentracion celular cuando se utiliza
como método de fraccionamiento la centrifugacion simple. Este resultado es previsible,
pues con este método no se descarta mas que el plasma, dejando la masa roja en su
totalidad, lo que lo diferencia de los otros métodos y diluye el recuento celular ( Tabla
17 ). No encontramos diferencias en los recuentos de los buffy-coat al ser analizados

segun los diferentes diagndsticos ( Tabla 18).

2.3. Contenido de células nucleadas del buffy-coat

Al analizar el numero de células totales y por kilo contenidas en los buffy-coat
procesados con cualquiera de los métodos, no encontramos diferencias significativas
entre ellas ( Tabla 17 ). Tampoco las encontramos si analizamos el niumero de células

totales por kilo segun el diagnostico ( Tabla 18 ).

El nimero de células por kilo considerado como necesario para un trasplante autélogo
es de 2 x 108 CT /K. En esta muestra esta cifra es alcanzada en todos los casos,

independientemente del tipo de fraccionamiento utilizado, sin diferencias significativas

entre ellos.

Sin embargo, hemos encontrado diferencias en el numero de células totales analizadas
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segun el diagnéstico. En el diagndstico “Otros” los nifios requieren una cantidad de
células menor en relacion con los adultos del resto de los diagndsticos. Al igual que en
los datos de la médula 6sea inicial, al analizar las células totales / kilo esta diferencia
desaparece, pues las necesidades y los objetivos celulares son similares en todos los

Casos.

2.4. Contenido en células mononucleares del buffy-coat

Si analizamos el contenido de células mononucleares del buffy-coat no encontramos
diferencias significativas en ninguno de los buffy-coat procesados por cualquier
método, tanto en el porcentaje como en el nimero de células mononucleares totales o

por kilo del paciente.

Esta diferencia tampoco es evidente si estudiamos el porcentaje de células
mononucleares y el namero total en funcién de los diferentes diagnésticos. Sin
embargo, si se analiza esta poblacién en funcién del peso encontramos que la cantidad
por kilo es diferente significativamente entre los diagnosticos, siendo superior en
nuestra muestra en el diagndstico “ Otros “. Como se ha explicado en el apartado 2.3, el
namero de células totales por kilo fue similar en todos los diagnésticos, y esta diferencia
en la poblacién mononuclear podria indicar una mayor riqueza de progenitores en

estos buify-coat pertenecientes a nifios.

2.5. Masa roja y hem i | buffy-coat.
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Al analizar las buffy coat obtenidos vemos que hay una diferencia muy significativa
entre los hematocritos y la masa roja obtenidos en los buffy-coat tras el fraccionamiento
realizado por los diferentes métodos ( Tabla 17 ). Esta diferencia proviene de las
méduias dseas procesadas por centrifugaciéon simple, que en nuestra muestra produjo
un buffy-coat con un hematocrito y una masa roja muy superior al de los demas
métodos. En este método sblo se descarta el plasma, dejando intacta la masa roja, lo

que aumenta la proporcién del valor hematocrito.

Esto supone un gran inconveniente en el momento del la infusion en el TAMO, pues la
cantidad de productos de hematies lisados es proporcionalmente mas elevada en estos

buffy-coat, correspondientes a ninos.

No encontramos diferencias en la masa roja y el hematocrito de los buffy-coat

analizadas segun los diferentes diagnoésticos ( Tabla 18 ).

De los datos analizados se puede concluir que, si bien globalmente los
buffy-coat fueron similares, ciertas caracteristicas fueron diferentes en

funciéon del método utilizado para el fraccionamiento de la médula osea.

El volumen, el recuento, las células totales y por kilo, y las células
mononucleadas por kilo fueron similares en todos los métodos, pero los
mayores valores obtenidos en la masa roja y el hematocrito tras el
fraccionamiento correspondieron buffy-coats obtenidos tras un

fraccionamiento con centrifugacion simple.

Al analizar tas caracteristicas del buffy-coat segun el diagnoéstico de los
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pacientes, no encontramos diferencias entre las distintas enfermedades
en las variables volumen, recuento, células totales por kilo, células

mononucleares totales y por kilo, hematocrito, masa roja y CFU-GM por
kilo.

Las células mononucleares por kilo tras el fraccionamiento fue mayor en
pacientes con diagnostico dentro del grupo Otros, correspondiente a
ninos, dato para el que no tenemos una explicaciéon sélida. EI menor
numero de células totales correspondié al diagnodstico Otros, que al ser
pacientes en edad pedidtrica, o sea de bajo peso, hace que el numero de

células totales necesarias sea menor.

3. Analisis de la variacion de parametros.

En tercer lugar se valord la recuperacion de las células totales y de las células

mononucleares, y la reducciéon de la masa roja y del volumen segun el método de

fraccicnamiento utilizado

3.1. Resultados globales del fraccionamiento de la médula 6sea

Si analizamos los resultados comparando las caracteristicas del buffy-coat con respecto
a la médula 6sea inicial encontramos que 10s objetivos que nos propusimos obtener por

medio del fraccionamiento de cumplen ( Tabla 19 ){ Wells, 1979; Linch, 1982;Herve,

1986 ).
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Hay una reduccion significativa del volumen y de la masa roja con una concentracion
de células nucleadas significativas. Este objetivo es util, pues reduce el espacio de
almacenamiento, la cantidad de reactivos en manipulaciones posteriores, y el volumen

de reinfusion al enfermo en el momento del trasplante.

La recuperacion de las células totales, células / Kg y CMN / Kg , es buena pese a que
exista una pérdida suficiente como para que sean estadisticamente diferentes. Sin
embargo, la reproductibilidad de estas técnicas hace que las pérdidas sean
normalmente predecibles durante el procesamiento, lo que no disminuye ¢! margen de

seguridad necesatio.

El porcentaje de células mononucleadas y del hematocrito no varid, pues las
diferencias en estos parametros antes y después del procesamiento a expensas de una

pérdida celufar y de masa roja mantuvieron la misma proporcion.

3.2. Reduccidn del volumen

Uno de los objetivos del fraccionamiento, la reduccién del volumen, se cumplié al
procesar la médula dsea por medio de la COBE 2991, la Haemonetics-30 o por
centrifugacion doble. Sin embargo, el volumen sélo se redujo a la mitad por medio de la
centrifugacion simple, 1o que marcé una diferencia estadisticamente significativa con los
demas métodos { Tabla 23 ). La reduccidén del volumen ineficaz es problematica, pues
implica un mayor volumen de aimacenamiento, el uso de mads reactivos en la
criopreservacion y un mayor volumen de infusién al paciente, tres condiciones que hay

que intentar evitar.
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Los resuitados de reduccidon de volumen medular entraron dentro de ios rangos

descritos en diversos trabajos en la literatura ( Gilmore 1982, Herve 1983 ).

3.3. Recuperacién de las células totales

La recuperacion leucocitaria tras el procesamiento fue diferente segun el método de
fraccionamiento utilizado ( Tabla 21 ). La mayor recuperacién celular fue obtenida tras
un fraccionamiento realizado con centrifugacién simple, porque con este método solo
se elimina el plasma sin tocar ia capa leucoplaquetar, lo que evita una posibie pérdida
celular. Al comparar éste método con los deméas vemos que la diferencia de

recuperacion celular alcanza significacion estadistica con la Haemonetics-30.

De los métodos semiautomaticos, la COBE 2991 demostrd que, con sélo un pase de
procesamiento de! volumen medular, la recuperacion celular fue superior a la de la
Haemonetics-30, con la que fue necesario procesar tres veces el total meduiar. El
analisis por parejas entre estos dos métodos mostré una diferencia estadisticamente

significativa.

L.a centrifugacién doble tuvo una excelente recuperacion, pero no podemos hacer un

andlisis mas profundo debido al escaso tamano de la muestra.

Pese a las diferencias entre ellos, todos los métodos demostraron una recuperacion
celular buena, y de acuerdo a los resultados referidos en la literatura { Gorin, 1987;

Goldstone, 1986 ).
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3.4. Recuperacién de las células mononugleares,
Los datos acerca de ésta poblacién celular sélo estan disponibles en las médulas
procesadas por la COBE 2991 y por la Haemonetics-30, no encontrandose diferencias

significativas entre ambos metodos ( Tabla 22 ).

3.5. Reduccién de la masa roia

La reduccién de la masa roja fue diferente segun el método de fraccionamiento
utilizado ( Tabla 20 ). Por medio de la centrifugacién simple, sélo se elimina el plasma,
dejando intacta la masa de hematies. Si se intenta eliminarla en ias médula éseas de
pequefio volumen, se ha observado que se produce una gran pérdida celular. Esto

produce una diferencia significativa al comparar este método con todos los demas.

La Haemonetics 30 reduce mas a la masa roja de forma que la COBE 2991. Esta
diferencia podria deberse a una mayor definicién de la capa leucoplaquetar con la
Haemonetics 30, lo que hace que en el momento de la recogida se profundice menos
en la masa roja en los diferentes pases. Al utilizarse la COBE se procesa la médula

dsea sdlo una vez, por lo que la recogida tiende a hacerse mas amplia para asegurar

una menor pérdida de leucocitos.

Es de resaltar que la centrifugacion doble no tiene valor estadistico en sus diferencias,
seguramente debido al escaso nimero de la muestra, pero aparentemente resulta en

una eliminacién de la masa roja muy eficaz.

Al analizar la variacién de parametros antes y después del
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fraccionamiento, encontramos que la recuperacion de céiulas totales con
todos los métodos es correcta, aunque algo menor con la Haemonetics-30.

No se encontraron diferencias significativas en la recuperacion de las

células mononucleadas.

En nuestra muestra, la reduccion del volumen y de la masa roja fue eficaz
tras el fraccionamiento con [a COBE 2991, la Haemonetics-30 y Ia

centrifugacion doble, pero escasa con la centrifugacion simple.

4. Eficacia de los métodos de fraccionamiento

En cuarto lugar se estudio si la eficacia de los métodos habia sido similar en cumplir los

objetivos del fraccionamiento.

El fraccionamiento con la COBE 2991 mostré buenos resultados en todos los objetivos
(Tablas 25 y 26 }. La posibilidad de disponer de él, su montaje y manejo sencillo y una
gran ventaja por el tiempo de procesamiento corto hace que haya sido nuestro método

de eleccion ( Gilmore 1982, Herveé, 1983, Lopez, 1985 ).

Con la Haemonetics-30 obtuvimos resultados buenos en todos los objetivos,
especialmente en cuanto a reduccién de la masa roja, pero es un método muy largo y

tedioso y de manejo no muy senciilo ( Tablas 27 y 28 ) ( Van der Ouweland, 1982;
Gerota, 1982 ).

La centrifugaciéon simple no es un método de eleccién por su baja reduccion dei
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volumen total y de la masa roja, pero lo es exclusivamente por la imposibilidad de
utilizar otro de los método descritos en voliumenes medulares menores a los 300 ml

(Tabla29y 30).

La centrifugacion doble es un método sobre el cual no podemos sacar ninguna
conclusion por el escaso tamano de la muestra, pero posiblemente ofrezca buenos
resultados, de forma barata y seguramente es el método de mayor disponibilidad en la

mayoria de los laboratorios ( Tablas 31 y 32 ).

Si analizamos los resultados g¢lobales de todos los métodos de
fraccionamiento, encontramos que todos resultaron eficaces en la mayoria
de los objetivos propuestos, por lo que es posible su utilizacién con
garantias de calidad, de acuerdo a la disponibilidad de ellos en cada

centro.

De todos los métodos de fraccionamiento empleados en este trabajo,
nuestro método de elecciéon ha sido el procesador COBE 2991 por su

sencillez de ejecucién y el acortamiento en el tiempo de fraccionamiento.

. E jetiv I verificar si el método de criopreservacion

aplicado condiciond diferentes resultados en cuanto a la calidad del

producto.

Para comprobar este punto comparamos el numero de células totales y de CFU-GM

antes y despues de la congeiacion.
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1. Recuperacion de las células totales después de [a criopreservacion

Encontramos, en nuestra muestra, una disminucidn en f{as cifra de células totales
después de la congelacién que resulté significativamente diferente con respecto a las
celulas antes de la congelacion ( Tabla 33 ). La recuperacién celular es similar a la
referida en la literatura ( Gorin, 1983; Aglietta 1984; Douay, 1986 ). La pérdida celular
se produce sobre todo a expensas de células polimorfonucieares, muy numerosas en
los buffy-coat obtenidos con todos los métodos de fraccionamiento aqui descritos, lo
que no afecta de ninguna forma al injerto en el momento de! trasplante. Es
cualitativamente mas relevante gque se preserve la poblacién mononuclear, pues es en
ese grupo celular en donde se encuentran los progenitores ( Gray, 1873 ).A pesar de
existir esta pérdida, se alcanza la cifra de células totales tedrica que era nuestro

objetivo.

2. Recuperacién de las CFU-GM después de la criopreservacion.

Después de la criopreservacion se produjo una disminucion de la cifra total de CFU-GM
( Tabla 34 ). La recuperacidn dei 84% de las CFU-GM totales es similar a la descrita en
la literatura, y superior al 50% de recuperacion considerada como un limite indicador de
una criopreservacion éptima ( Gorin, 1983 ). Sin embargo, es dificil comparar la
cantidad de CFU-GM en cifras totales con la de otros laboratorios, debido a la gran
variacion de valores entre estos, que corresponden a las variaciones que afectan a la

técnica de los cultivos, y que estan descritos en otro apartado ( Ayats, 1985).
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Los factores estimulantes de crecimiento fueron ajustados en sus diluciones para que
no se evidenciara ninguna diferencia en su eficacia de estimulacion, sin embargo, el
CSF-GM recombinante no tuvo una actividad estimulante en muestras descongeladas,

por lo que no fue utilizado en dichas muestras.

Existen en [a literatura referencias acerca de una menor capacidad de estimulacién en
el medio de placenta en muestras descongeladas. En nuestra experiencia los rangos
de recuperacion de CFU-GM tras la congelacién obtenidos se han mantenido dentro
del rango considerado como normal en nuestro laboratorio. Esto podria deberse a que
no todas las placentas tienen una capacidad de estimulacién similar, y en los medios
obtenidos a partir de las dos placentas que se han utilizado en este trabajo se

evidencié una capacidad de estimulacion excelente.

Durante y después de la criopreservacion se puede producir ia destruccidn o inhibicién
de poblaciones de células accesorias que intervienen, bien directamente o como
células intermediarias en la compleja red de factores estimulantes / inhibitorios. Es
llamativo que después de la descongelacion en ocasiones se recupera un numeroc de
colonias superior al de antes de la congelacion { Douay, 1986; Aglietta, 1984 ). Estas
recuperaciones superiores al 100% podrian deberse a esta destrucciéon por la
criopreservacion de subpoblaciones celulares, que si bien no aumentan el nimero de
CFU-GM existentes, si aumentan el numero de colonias capaces de desarrollarse en
cultivo y por to tanto detectables { Gray, 1973). Asi, el método con el cual se produce
una maxima deteccidén de los progenitores tras la congelacion ha sido con Feeder-

layers, que podrian aportar las células accesorias destruidas por la congelacion.

Uno de los problemas que pueden surgir en la interpretacién de los datos es la forma
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de expresar la recuperacion. Como hemos dicho, con frecuencia se ven aumentos en la
eficacia de sembrado después de ia congelacién, al contar el nimero de colonias por
un determinado numero de células sembradas. Gray y Robinson mostraron una
destruccion selectiva de células maduras, por lo que para cuantificar correctamente la
recuperacion de precursores es necesario, como se hace en este trabajo, expresarlos

en numero total por mililitro de buffy-coat criopreservado ( Gray, 1973 ).

Hay autores que prefieren diluir la muestra antes de la infusién para atenuar el posible
efecto toéxico del DMSO sobre la membrana celular, En varios trabajos se ensayaron
diluciones distintas, siendo las efectuadas de forma lenta con las que se obtuvieron los
mejores resultados en cuanto a recuperacién de CFU-GM. Sin embargo, todas estas
técnicas de dilucién en general producian una agregacion celular importante con una
considerable pérdida celular y de CFU-GM totales, por lo que, al igual que la mayoria

de los equipos, hemos optado por no realizar diluciones ( Hill, 1979 ).

Podemos concluir que, si bien la criopreservacién disminuy¢ el numero de
células totales y de las CFU-GM, esta diferencia no tiene una repercusion
importante desde el punto de vista clinico, pues las recuperaciones de
estas poblaciones ofrecen un gran margen de seguridad. Una congelacion
rigurosa, hecha con un congelador programable, es muy reproducible, lo

que garantiza la calidad de los productos criopreservados.

Il. _El tercer objetivo fue el de determinar cuales fueron ias variables mds

relevantes que influyeron en la rapidez del injerto.
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En esta serie no hubo ningun paciente gue tuviera un fallo de injerto.

1. En primer lugar se analizg la influencia del numero y la calidad de las células

infundidas sobre le injerto granulocitatio y plaquetar

1. 1. Relacion de las células obtenidas en el harvest con el injerto

Esta variable fue analizada como indicativa de la calidad medular antes de su
fraccionamiento. Se considerd como ilustrativo el porcentaje de células mononucleares
y el nimero de CMN / K que se obtuvieron en un niumero de CT/K similares. Como ya
hemos indicado en otros apartados, una mala técnica de extraccién medular o médulas
O0seas con una hemopoyesis alterada pueden disminuir la proporcion de células
mononucleares, y por lo tanto de progenitores hemopoyéticos (Batinic, 1990 }. En
nuestra muestra no encontramos ninguna relacion estadisticamente significativa entre
las CT/K, el % CMN y las CMN /K obtenidas en el momento de la extraccion con el dia

del injerto granulociiario ni con e! dia del injerto plagquetar ( Tablas 51 y 52).

1.2. Relacion de las células del bufiy-coat infundidas al paciente, con el injerto

En segundo lugar se analizaron las células totales, células mononucleares y las CFU-
GM infundidas al paciente en el buffy-coat, en relacidn con los injertos granulocitario y

plaquetar .
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1.2.1. Dosis de CT/Kg infundidas.

Al analizar la relacion entre las CT/Kg infundidas y los dias de injerto granulocitario y
nlaguetar no se encontré una relacion estadisticamente significativa entre ambos
(Tablas 53 y 54 ). Pensando que las dosis celulares menores podrian ser las que
afectaran mas a estos injertos. Los injertos de los pacientes fueron agrupados segun
éstos hubieran recibido diferentes dosis de células, y se buscé las diferencias entre los
grupos. Estas diferencias no fueron significativas en el injerto granulocitario, con
medias en el dia del injerto muy similares entre todos los grupos, y ninguna

significacidon estadistica en la comparacién de las distintas dosis por parejas ( Tabla
55).

Al estudiar el injerto plaquetaric tampoco se encontrd ninguna diferencia significativa
en el andlisis global de toda la muestra ( Tabla 56 ). Al analizar los grupos por parejas
encontramos diferencias significativas con el grupo de dosis inmediatamente inferior y
superior al grupo 4. No podemos explicar este resultado, y pensamos que podria
tratarse de un fenémeno debido al azar, ya que todas las dosis exceden la dosis

minima recomendada dentro del rango considerado como seguro.

De acuerdo con los resultados de trabajos de grupos de investigadores la dosis minima
para una reconstitucion hematoldgica en perros es de 1-5 x 107 CT/ Kg para un TAMO,

y de 2-3 x 108 CT/Kg para un trasplante alogénico ( Northdurft, 1978, Bodemberger,

1980 ). Gorin y Appelbaum realizaron estudios de dosis de células totales en perros
irradiados comparando células autdlogas frescas y congeladas de forma similar a la

descrita en este trabajo. La dosis minima de células de médula 6sea fresca fue de 0.1-
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0.25 x 108CT/Kg, y de 0,5 x 108 CT/Kg de células de mé&dula 6sea congelada ( Gorin,

1978; Appelbaum, 1978 ), aunque hay autores que bajaron ese umbral hasta 3x107
CT/Kg ( English,1979 ). Sin embargo en ningun estudio se efectuaron estudios
intentando bajar las dosis hasta encontrar las dosis minimas eficaces en médula éseas
frescas comparadas con congeladas, por lo que no se pueden sacar conclusiones

cuantitativos acerca de la recuperacion de células madre.

En el humano los resultados son menos claros, aunque se considera que de 1,5 a 2 x

108 CT/Kg son suficientes para garantizar el injerto en trasplantes autdlogos, si bien se
han descrito trasplantes realizados con dosis menores sin problemas de injerto

(Hartmann, 1985; Demirer, 1995 ).

La hemopoyesis es mantenida a lo largo de toda la vida por un grupo de células
pluripotentes o células madre capaces de autorrenovarse y diferenciarse y proliferar en
todos las lineas hemopoyéticas, capacidad que va perdiendo a lo largo de la
maduracion y diferenciacién hasta llegar a células maduras restringidas a un solo linaje
y sin capacidad de proliferaciéon. En un indculo de meédula dsea las poblaciones
celulares son heterogéneas, con una gran cantidad de células maduras, una menor

cantidad de progenitores y una minima pero no cuantificable cantidad de células madre
( Hartmann, 1985 ).

Hay que tomar en cuenta que la pérdida celular en el momento de la criopreservaciéon
puede destruir poblaciones celulares de forma diferente y no controlada, porio que en
un mismo numero de células totales, las poblaciones pueden tener distinta capacidad

de repobiaciéon hematopoyética ( Gray,1973 ).
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Al ser la hemopoyesis mayocritariamente medular, y de acuerdo a la experiencia

acumulada, podemos considerar que en muestras de MO extraidas con una técnica

correcta y tomando como objetivo la infusién de 2 x 108 CT/K, hay cantidad de

progenitores suficientes como para garantizar un injerto, adn utilizando un meétodo de

medicion tan indirecto como las CT.
1.2.2. Dosis de CMN /K infundidas

Tradicionalmente el nimero de células mononucleares es otro de los controles que se
utilizan para caracterizar la composicién celular de un indculo. Al ser los progenitores
células mononucleares, estas podria reflejar de forma mas precisa la relacion entre el
numero de células infundidas y los dias de injerto ( Mick, 1990 ). Sin embargo, en un
analisis global, no se encontré una relacidn que fuera estadisticamente significativa

(Tablas 53y 54 ).

Se compararon distintas dosis de células mononucleadas/kilo { CMN/K ) con los injertos
granulocitario y plaquetar. En nuestra muestra no hemos encontrado una diferencia
significativa entre los distintos grupos de dosis y los injertos granulocitario y plaguetar
(Tablas 57 y 58 ). Al comparar por parejas los distintos grupos de dosis en relacién con
el injerto granulocitario y plaquetar, no encontramos diferencias significativas entre

ellos.
1.2.3. Cantidad de CFU-GM / Kg infundidas.

Analizamos los dias de injerto en relacion con el nimero de CFU-GM infundidas. En
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este grupo tampoco encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre

tas CFU-GMYy el dia de injerto granulocitario o el plaquetar ( Tablas 59 y 60 ). La cifra
menor de CFU-GM infundida fue de 0.49 x 10% /Kg en sélo un paciente, pero la mediay

la mediana fueron respectivamente 5,3 y 4 x 104 CFU-GM/Kg, dosis consideradas

como capaces de asegurar el injerto en la mayoria de los equipos de trasplante, pese a
que las comparaciones de dosis de CFU-GM entre equipos son de dudoso valor, por la

enorme variabilidad entre ellas { Wells, 1979 ).

Las distintas dosis de las distintas poblaciones celulares y de CFU-GM no produjeron,
en nuestra muestra, diferencias que hicieran variar de forma significativa el dia del
injerto. Una posible explicacién es que las dosis infundidas siempre estuvieron por
encima de las dosis tedricas recomendadas, y no nos vimos en la necesidad de infundir
dosis celulares consideradas como insuficientes segln nuestros objetivos. Spitzer fue
uno de los primeros en establecer las CFU-GM como de valor prondstico en la
prediccién de injerto y establecié una correlacion lineal entre el injerto granulocitario y
la dosis/Kg de CFU-GM infundidas { Spitzer,1980 ). No logré establecer ninguna

correlacién lineal ni con el injerto los linfocitario ni con el injerto plaquetar.

Si bien en nuestra serie no encontramos una relacién entre las CFU-GM infundidas y la
rapidez del injerto, tedricamente debe existir un umbral minimo de progenitores que hay
que infundir. Gorin no logro reproducir la correlacion entre las CFU-GM infundidas y el
injerto granulocitario, pero encontrdé que, en su experiencia, €s necesario respetar un
umbral minimo de CFU-GM/Kg para garantizar un injerto segura, y lo establecié en mas
de 1x10% CFU-GM/Kg para su laboratorio { Douay, 1986 ). También corrobord que

dosis masivas de CFU-GM/Kg no acortaban el injerto por debajo de los 10 diastras la
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infusidn. Ekert tampoco logré establecer una correlacién entre et dia del injerto y las

CFU-GM infundidas en pacientes con leucemia y tumores solidos ( Ekert, 1982 ).

Si bien la mayoria de los trabajos no encuentran diferencias en la rapidez de
recuperacién en el caso de la administracién de grandes dosis de CFU-GM, hay
trabajos en los que esta correlacion se encontré en los casos en que se infundieron
dosis de bajas de CFU-GM. Esto sugiere la existencia de una dosis minima, no
conocida, y que ralentiza el injerto, pero también un tope, por encima de! cual el injerto
no se acelera a pesar del aumento de CFU-GM infundidas ( Arnold,1986; Douay,1986;
Rowley, 1987; Jones, 1987; Jones, 1989 ).

Otra posible explicacién sobre esta ausencia de correlacién entre cantidad de CFU-GM
e injerto, es que la calidad de las células infundidas fue la correcta como para
garantizar el injerto. La médula ésea es e! lugar con mayor presencia de ceélulas
progenitoras mas inmaduras, que es la fraccion que garantiza un injerto estable a largo
plazo, por lo que, si bien no todos los injerto fueron precoces, no hubo ningln caso de
no injerto. Es dificil determinar la cantidad de células necesarias para un injerto pues el
potencial de injertc es diferente segun la variable presencia de células con diferente

grado de maduracidn y diferenciacién ( Sutherland, 1994, Rowley, 1987 ).

Por otra parte no se puede dejar de tomar en cuenta que el efecto de la dosis de
progenitores sobre el injerto debe estar relacionado con los efectos de la enfermedad o
los efectos del tratamiento para la enfermedad sobre la viabilidad y funcionalidad de ta

ceélulas progenitoras mas inmaduras, independientemente de su cantidad.

Hay que considerar ciertos factores que afectan al cultivo celular en cuanto a su valor
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numérico como es la optimizacién en el método de cuitivo. Hay medios de cuitivo més
enriquecidos que a veces permiten una mayor deteccion de las colonias in vitro. Esto

no indica un aumento en la viabilidad de las CFU-GM, s6lo un aumento de la capacidad

de deteccion en el cultivo in vitro.

La importancia relativa de las CFU-GM como indice del numero de progenitores mas
inmaduros lo demuestran las médulas éseas autdlogas tratadas in vitro con derivados
de ciclofosfamida, depleccionadas de las CFU-GM por ser éstas sensibles al
tratamiento in vitro. Esta depieccion produce una demora del injerto, pero, aunque
tardiamente, se produce una reconstitucion hemopoyética completa, seguramente a
expensas de progenitores mas inmaduros, que no producen el injerto precoz pero siel
tardio y estable, y que son resistentes a los derivados de la ciclofostamida (Yeager,

1986; Kaiser, 1985; Rowley, 1989; Lamana M, 19892 ).

Los trabajos que demuestran una correlacion entre dosis de CFU-GM con la velocidad
del injerto lo establecen con los granulocitos, pero no con las plaquetas ni con los
hematies. La transfusion de rutina de hematies y plaquetas hace que sea dificil
correlacionar la reconstitucién eritroide y plaquetar con los cultivos clonogénicos de
estas lineas celulares, que ademas tienen una eficacia de sembrado menor. Por otra
parte, las complicaciones hepaticas o infecciosas que pueden aparecer en el periodo

del peritrasplante pueden afectar la produccion o supervivencia plaquetar.

A pesar de todas estas consideraciones, probablemente la informacién mas cercana
acerca de la capacidad de injerto de un in6culo sea fa del cultivo de progenitores mas
maduros como las CFU-GM, que si bien es incompleta en cuanto al potencial de las

poblaciones mas inmaduras, da una informacién aproximativa cuantitativa y muy util.
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Los cultivos a largo plazo dan informacién acerca de la poblacién de precursores
hemopoyéticos mas primitiva, pero es una técnica larga y no cuantificable. Como se ha
mencionado en la Introduccion, puede detectarse y cuantificarse una poblacién de
progenitores primitivos por medio de los LTC-IC, con capacidad de reconstitucion
comprobada en experimentacién animal, pero no es una prueba que pueda realizarse
de rutina. Tampoco deja de ser todavia una técnica de investigacion, pues no se
conoce el nimero de LTC-IC necesarios para garantizar un injerto, ni su forma de
correlacionarse numéricamente con otro tipo de cultivos o métodos de determinacion

de progenitores inmaduros.

Otro tipo de ensayos para analizar la viabilidad de la médula ésea infundida como son
la morfologia, la exclusion de colorantes vitales, la incorporacién de la timidina tritiada
o la sintesis de DNA no reflejan la viabilidad de las células pluripotentes en particular,
sino de toda la poblacion celular que se infunde, inciuyendo las células maduras

terminales, que no son las responsables del injerto (Lewis, 1964; Adamson, 1972).

El estudio por citometria de flujo usando la coexpresion de antigenos comunes y
especificos de diferenciacién han confirmado la existencia de diferentes clases de
precursores inmaduros hemopoyéticos. Los estudios mdas recientes indican que la
medicion de las poblaciones CD34+ por citometriade flujo se relacionan con todos los
progenitores hemopoyéticos, incluyendo a las CFU-GM, y que subpoblaciones de ésta
fraccion CD34+, como la CD33(-), CD38(-), HLA (-) se correlacionan con las
subpoblaciones mas inmaduras. Esta técnica no estaba disponible en el momento en

que se realiz6 este trabajo.
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Pese a la ausencia de un test directo de comprobacién de la presencia y viabilidad de
la célula madre, se puede decir segun toda la informacién en la literatura y en nuestra
propia experiencia que la célula madre sobrevive y es funcionalmente eficaz después
de una criopreservacion como la descrita. Hay suficiente evidencia en el hombre y en
en en la experimentacion animal que demuestran que este métoedo, bajo condiciones
controladas, produce una recuperacion de la célula madre aita y reproducible. Hay que
tomar en cuenta que la congelacidon puede afectar de diferente manera al cultivo celular
que a la recuperacién hematoldgica in vivo, por lo que es evidente que el tema de

estudio basico es el injerto tras e! trasplante.

Del analisis de los puntos desarrollados podemos concluir que no
encontramos ninguna diferencia significativa en los dias de injerto
granulocitario ni plaquetar en relacion con distintas dosis de células
totales por kilo, dosis de células mononucleadas por kilo y CFU-GM por
kilo, extraidas en el harvest ni infundidas con el buffy-coat. Esto, sumado
a la ausencia de fallo de injerto en nuestra muestra, asegura que las
células utilizadas como rescate hematologico en esta serie se encuentran

dentro de un margen de seguridad que asegura el injerto.

2. En sequn lugar se estudio si las variables intervalo entre el diagngdstico / harvest
h iagnosti ] los pacientes trasplantados pueden

influir en el tiempo del injerto granulocitario y plaquetar.

Estas variables fueron tomadas en cuenta, en parte, debido a que nos fue imposible

encontrar los datos correspondientes a las dosis de quimioterapia recibidas y
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acumuladas por los pacientas. Alrededor del 60% de los pacientes que se trasplantan
en el Hospital de la Princesa son referidos de otros centros, y los informes no son
completos acerca de las dosis exactas de quimioterapia que habian recibido. Por ello
se analizaron los citados intervalos, pensando que, sobre todo en el tiempo transcurrido
entre el diagnostico y el harvest o el TAMO, ia mayoria de los pacientes pudieran haber
recibido tratamientos de induccién o mantenimiento acumuiativos ( Demirer, 1995;
Goldstone, 1986 ). Esto no siempre fue asi, porque ciertos pacientes demoraron su
harvest por indicacion de su facultativo o por demoras en la lista de espera, pero
pensamos que en la mayaria de los casos la demora se debié a la planificacidn del

momento de extraccion dentro del contexto de sus tratamientos.

Por otra parte no se puede dejar de pensar que los pacientes con un mayor intervalo
entre el diagnéstico y el Harvest podrian ser pacientes de menor riesgo, por lo que no
sélo podria no ser indicativo de un mal estado meduiar, sino que por el contrario podria
ser un indicador de un mejor pronostico de la enfermedad y por 1o tanto de una cierta
“seleccidn” de pacientes con mejor estado general que podria reflejarse en un mejor

estado de la médula dsea.

2.1. Relacidn del intervalo diagnéstico/ hatvest con el injerto

Si analizamos este intervalo segun los diagnésticos, no encontramos diferencias
significativas entre ellos ( Tabla 37 ), es decir que en todas las enfermedades se

realizaron los harvest después de transcurrido un periodo de tiempo similar.

Sin embargo, vemos que el periodo de tiempo mas prolongado correspondié al grupo

de los enfermos de Hodgkin. Esto se debe en gran parte al no establecimiento de
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criterios generales acerca de la eficacia del trasplante autélogo en el tratamiento de
esta enfarmedad. Algo similar sucede con las leucemias linfoblasticas, en que los
resuitados del trasplante autélogo son pobres en esta muestra mayoritariamente de
adultos, por 1o que con frecuencia esta alternativa se aplica en como ultima aiternativa
en casos en que la quimioterapia convencional no ha sido eficaz ( Hill, 1989;

Goldstone, 1986; Sanders, 1985 ).

Por otra parte, la eficacia del TAMO en las leucemias mieloblasticas ha sido una de las
primeras aplicaciones reconocidas, asi como en los linfomas en sequnda remision, por
lo que los periodos de tiempo entre el diagndstico y el harvest en estas enfermedades

es algo menor ( Kaiser, 1985; Mandelli, 1990; Santos, 1983 ).

Al conocer las causas anteriormente expuestas, pensamos que este periodo de tiempo
no era un buen indicador acerca del estado de la médula dsea inicial, por lo que era
poco probable encontrar una relacidon con el injerto. Al analizar el tiempo entre el
diagndstico y el harvest en relacion con el tiempo de injerto granulocitario y plaquetar,

no encontramos una relacion significativa ( Tablas 41 y 42 ).

Los intervalos de tiempo entre el diagndstico y el harvest son probablemente mas
prolongados en los afios analizados que si este andlisis fuera realizado en la
actualidad, debido a profundizacidn en los conocimientos y mayor experiencia del

trasplante autélogo, que han modificado muchas de las estrategias en su aplicacion.

2.2. Relacidn del intervalo Harvest / TAMO con el injerto

El intervalo harvest / TAMO es prolongado. En la mayoria de los casos es un factor
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dependiente de la disponibilidad de camas o de radioterapia en los
acondicionamientos que la utilizan, aunque también hay esperas establecidas por

protocolos ( Schabel, 1878; Sheridan, 1992 ).

La diferencia del tiempo transcurrido entre el harvest y el TAMO en los diferentes
diagnosticos es significativa, posiblemente por la corta espera del grupo con
diagndstico “Otros”, que son pacientes pediatricos correspondientes a otro Hospital, sin
problemas de lista de espera y con protocolos diferentes ( Tabla 37 ){ Steward, 1985 ).
El tiempo de espera entre el harvest y el TAMO es prolongado en el diagnéstico LNH,
en que protocolos establecen la realizacion del trasplante sélo tras la recidiva de la

enfermedad ( Thomas, 1985; Visani, 1988 ).
Estas diferencias no influyeron en el momento del injerto, y no encontramos diferencias
en el tiempo de injerto granulocitario ni en el plaguetar al ser comparados segun los

diferentes tiempo entre el harvest y el diagnostico ( Tablas 41 y 42).

2.3. Relacién del intervalo diagndstico / TAMO con el injerto

Los tiempos de este intervalo estan determinados por ios dos periodos antes
analizados. En nuestra serie no encontramos diferencia significativas entre este

intervalo y el injerto granulocitario y plaquetar ( Tablas 41 y 42 ).

2.4. Relacién de la edad con el injerto

En nuestra muestra no hemos encontrado diferencias significativas en el injerto al ser

analizado en relacion con la edad. Sin embargo es de resaltar que los pacientes
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pediatricos son pocos, por lo que no podemos sacar ninguna conciusion acerca de este

aspecto.

Al analizar la relacion entre los injertos granulocitario y plaquetar y los
diferentes intervalos de tiempo entre el diagndstico / harvest, harvest /
tamo, y diagnéstico / tamo no hemos encontrado ninguna diferencia
significativa entre ellos. Tampoco hemos encontrado diferencias
significativas en el injerto al ser analizado en relacién con la edad de los

pacientes.

_En ter iugar lord_si i jsti i | ferm en el momen
del harvest y en el momento del TAMO, v el régimen de acondicionamiento previo al

trasplante pueden influir en el tiempo de injerto granulocitario y plaguetar.

Si comparamos en nuestra muestra el status de la enfermedad en el momento del
harvest ( Tablas 5 y 6 }, encontramos que en el momento del harvest sélo un 10% de los
pacientes estaba en remision parcial o recidiva, y el resto se encontraba distribuido a
partes iguales entre Ila primera y la segunda o posteriores remisiones. En el momento
del TAMO los pacientes en remisién parcial o recidiva habian aumentado a mas del
31%. Este cambio fue evidente en lo enfermos con linfomas, y sélc un pequeio

porcentaje correspondié a leucemias agudas en recidiva precoz.

Al analizar el status de las enfermedades en el momento del TAMO por enfermedad ias
diferencias encontradas entre los diagndsticos resultan significativas ( Tablas 38 y 39).

En nuestra muestra, los pacientes trasplantados en remisién parcial o en recidiva
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fueron mayoritariamente pacientes con linfomas y Enfermedad de Hodgkin; y los

pacientes en primera y segunda remisiones fueron mayoritariamente pacientes con

leucemias agudas.

Las leucemias mieloblasticas fueron mayoritariamente trasplantadas en primera
remisidbn completa, y un tercio en segunda remisién, en general por indicacién del
médico de referencia del enfermo, que referia al paciente a este centro en segunda o
posteriores remisiones. Solo se realizaron cuatro trasplantes en recidiva precoz. Las
leucemias linfoblasticas fueron trasplantadas a partes iguales en primera y segunda
remisiones. La mayoria de ellas corresponden a adultos. Los pacientes pediatricos
incluidos en este grupo, minoritarios, s6lo fueron trasplantados en segunda remision
completa. Es decir, que la mayoria de los pacientes en primera y segunda remision

completa corresponden a estos grupos diagnésticos.

3.1. Injerto sequn el Status.

3.1.1. Relacién del status en el momento del Harvest con el injerto

Al analizar el injerto granulocitario y plaquetar segin el status de la enfermedad en el
momento del harvest no encontramos ninguna diferencia significativa entre los grupos
(Tablas 45 y 46 ). Esta diferencia tampoco fue significativa para el injerio granulocitario

si se comparaban los injertos granulocitatios por parejas de status.

Al analizar el injerto plaquetario por parejas de status encontramos una diferencia
significativa entre los injertos en remisiones parciales o recidivas, que tienen un injerto

plaquetar en el dia 2016 y los enfermos en segunda 6 posteriores remisiones con un
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injerto en e! dia 34128. Esta diferencia se hace muy significativa al comparar las
remisiones parciales o recidivas con las primera remisiones, que tienen un injerto en el
dia 47143,

Este resultado es paraddjico, y pareceria indicar que un injerto precoz es mas probable
tras un trasplante con enfermedad avanzada, y por lo tanto susceptible de haber
recibido mas tratamiento que pudiera dafar las células hemopoyéticas. Posiblemente
la explicacién resida en que la mayoria de los pacientes en recidiva 0 remisién parcial
eran Linfomas de Hodgkin o no Hodgkin ( Tablas 6 y 39 ). Estas enfermedades no
tienen su origen en las células de la médula ésea, y no la infiltracion medular por la
enfermedad no es una constante, por lo que la hemopoyesis puede estar menos afecta
que en otras enfermedades de origen medular. Ademas, el tipo de tratamiento que
reciben no produce un dafio medular muy marcado. Estas diferencias en [0s injertos
segln el status no pueden, por lo tanto, ser analizadas independientemente del

diagndstico mayoritario en cada status.

Por otra parte, la experiencia demuestra que las leucemias agudas trasplantadas en
recidiva, es decir con enfermedad medular, con frecuencia tienen injertos atrasados y

con reaparicion de la enfermedad muy precoz.

3.1.2. Relacidn del status en el momento del TAMQ con ei injerto.
Al analizar la influencia del status en el momento del TAMO con los injertos de

granulocitos y plaquetas, encontramos que los resultados fueron muy similares a los del

apartado anterior, status en el momento del Harvest ( Tablas 47 y 48 ).
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Al analizar el injerto granulocitario en funcion del status de la enfermedad
en el momento de ser obtenida la médula 6sea o en el momento del

trasplante, no encontramos diferencias significativas entre los grupos de

status.

Al analizar el injerto plaquetar segun el status de la enfermedad,
encontramos que en el analisis global no hay diferencias significativas
segun el status en el momento del harvest o en el momento del trasplante.
Sin embargo, al analizar este injerto por parejas de status, encontramos
que en ambos momentos hay diferencias entre los injertos de los
pacientes en primera y segunda remisién completa, mas prolongados que
los de los pacientes en remision parcial o recidiva. Este dato debe ser
analizado con dependencia de los diagnésticos a los que corresponden

cada status.

3.2. Injerto segun el Diagndstico.

Al analizar el injerto granulocitario segin los diagndsticos, encontramos una diferencia
que es significativa entre las enfermedades. Con una media de injerto global de 22+21
dias desde {a infusién de la médula dsea hasta el injerto granulocitario (Tabla 40 ),
encontramos que las leucemias mieloblasticas tienen un retraso en el injerto hasta los
29+22 dias (Tabla 43 } y que los linfomas no Hodgkin, con 17+5 dias, mostraron el

injerto granulocitario mas corto.

El injerto plaquetario fue de 37+24 dias en el conjunto de los grupos, existiendo un
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diferencia significativa entre los diagndsticos, siendo las leucemias mielobldsticas el
grupo con el injerto mas retrasado, Unico por encima de la media ( Tabla 44 ). Al
analizar los diagnédsticos por parejas esta diferencia se hace muy significativa al
comparar este injerto plaquetar de las leucemias mieloblasticas con el de las
leucemias linfoblasticas, los linfomas y la enfermedad de Hodgkin. Ei diagndstico
“Otros” muestra una diferencia significativa con los injertos mas precoces, o sea con los

linfomas y enfermedad de Hodgkin, y con las leucemias linfoblasticas.

Estos hallazgos podrian explicarse, por una parte por la influencia de las enfermedad
en si misma, y por otra por los tratamientos recibidos por los enfermos con leucemias
mieloblasticas, que podrian haber dafado la capacidad hemopoyética medular. Como
se ha dicho antes, gran parte de los enfermos de esta serie son pacientes referidos de
otros hospitales, por lo que ha resultado imposible analizar la dosis acumulada de
distintos farmacos. Sin embargo, al estudiar en los pacientes con tratamientos
conocidos el retraso del injerto, no encontramos ninguna evidencia de una relacion
directa, y sdlo casos aislados de altas dosis de Ara-C, farmaco asociado en la

experiencia a retrasos de injerto.

La radioterapia administrada a los enfermos de Hodgkin en mucﬁos de los protocolos
que incluyen irradiacion de campos extensos podria haber sido de relevancia en
cuanto a retrasos de injerto, sin embargo todos ios injertos en esta enfermedad fueron
precoces. Debido a estas diferencias de injerto, se decide profundizar en el estudio de

la influencia del diagndstico sobre el injerto { apartado 4 de la Discusién ).

En nuestra serie, al analizar el injerto de granulocitos y plaquetas en

funcion del diagnostico, encontramos diferencias entre las enfermedades
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significativas en el anadlisis global. Al analizar los injertos por parejas de
diagndsticos, encontramos que los injertos granulocitario y plaquetar de
las leucemias mieloblasticas son los mas prolongados y que estan por
encima de la media del conjunto de los diagnésticos. Estas diferencias
son de gran significacion entre el injerto plaquetar de las leucemias
mieloblasticas y el resto de los diagndsticos. También encontramos
diferencias menores entre el diagnéstico "Otros”, mas prolongado que el

de las leucemias linfoblasticas, y los linfomas Hodgkin y no Hodgkin.

3.3. Injerto sequn régimen de acondicionamiento.

El régimen de acondicionamiento fue analizado en relacién con los injertos

granulocitario y plaquetar, y no se encontraron diferencias entre ellos ( Tablas 49 y 50 ).

A pesar de no encontrarse una diferencia significativa, los injertos plaquetarios de los
pacientes que recibieron regimenes con TBIl y ciclofosfamida, o ciclofosfamida y
busulfén, fueron mucho méas prologados que los de los pacientes acondicionados con
los otros regimenes. Esta ausencia de significacion es llamativa, y seguramente se
debe a la gran dispersion de los dias de injerto, sobre todo en el grupo que recibid
ciclofostamida y TBI, reflejada en una desviacién standard muy amplia, diferente a la

de los demas grupos.

Encontramos que habian recibido TBI la mitad de ias leucemias mieloblasticas, casi el

40% de las linfoblasticas y el 30% de los linfomas no Hodgkin ( Tabla 35 ), y siq
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embargo el retraso de injerto sélo se encontré en las leucemias mieloblasicas. La otra
mitad de las leucemias mieloblasticas, que también tuvo un retraso en el injerto, recibié
como acondicionamiento regimenes que no contenian radioterapia corporal total, sino

ciclofosfamida y busulfan.

Hay muchos trabajos que relacionan un retraso del injerto con regimenes de
acondicionamiento que contienen radioterapia corporal total { Testa, 1985; Barnes,
1955 ). Otros relacionan este retraso con regimenes con busulfan o ciclofosfamida,
particularmente si se administran combinados ( Domenech, 1995 ). Este retraso podria
deberse a un dafo persistente en el estroma y el microambiente médular. Sin embargo,
esta alteracién, detectada con frecuencia como una disminucién en el contenido
medular de progenitores después del trasplante, no siempre se refleja en las cifras de
las diferentes lineas celulares a nivel de sangre periférica. Por otra parte, en muchos de
estos estudios no les ha sido posible separar la importancia del régimen de

acondicionamiento de la patologia de base del enfermo ( Bruce, 1966 ).

Al analizar los injerto granulocitario y plaquetar en relaciéon con el
régimen de acondicionamiento recibido previo al trasplante no

encontramos diferencias significativas entre los diferentes regimenes.

4. Injerto tardio versus injerto precoz.

La incidencia de las complicaciones infecciosas, y en menor grado, de las
hemorragicas, aumenta después del trasplante si el injerto se produce de forma

demorada. Por esta razén se decidio intentar conocer qué factores influian en un injerto
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precoz o tardio de médula 6sea. Los dias elegidos para considerar los injertos como
precoces o tardios fueron doce dias mas prolongados que la mediana de los dias de los

injertos, demora de significacion desde el punto de vista clinico .

Como hemos visto en los apartados anteriores las distintas cifras de las células (Tablas
53 a 58 ) o progenitores infundidos { Tablas 59 y 60 ), asi como la edad no tuvieron, en
nuestra muestra, diferencias entre ellas en cuanto a la velocidad dael injerto, por lo que
no se considerd la profundizacion de su estudio. Sin embargo, si encontramos injertos
diferentes entre los diagndsticos ( Tabla 44 ), por lo que decidimos profundizar en el

estudio en este punto.

En primer lugar, para asegurar los hallazgos del parrafo anterior, analizamos en
analisis univariado y multivariado los injertos precoces y tardios segun las céiulas y los
progenitores infundidos, segun la edad y segln el diagndstico. Este andlisis mostré que
una diferencia en el injerto precoz o tardio en relacién con el diagndstico atin mayor
que en el analisis global, tanto en el injerto granuiocitario como en el plaquetar ( Tablas
61y67).

Al analizar los injertos tardios o precoces segun los diferentes diagndsticos vemos que
existen diferencias entre las enfermedades que alcanzan significacién ( Tablas 62 y
68). Mas del 81% de los injertos granulocitarios tardios y 61,9% de los plaquetarios
tardios corresponden a las leucemias mieloblasticas, siendo esta diferencia muy

significativa con los demas diagndsticos.

A su vez, al analizar la distribucion de injertos precoces y tardios en cada enfermedad

encontramos que en las leucemias mieloblasticas mas del 33% tuvieron un injertc
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granulocitario demorado y casi un 62 % un injerto plaquetar demorado, cifras muy

superiores a las de las demas enfermedades por separado ( Tablas 63 y 69 ).

Debido a esta diferencia de comportamiento en los injertos granulocitario y plaquetar
de las leucemias mielobldsticas con respecto a fas otras enfermedades, decidimos

agrupar al resto de los diagnésticos en un grupo, y enfrentarlo al de las leucemias

mieloblasticas.

Asi, al analizar el porcentaje de injertos tardios y precoces encontramos que el 87.1%
de todos los diagndsticos tienen un injerto granulocitario precoz y sélo el 2.9% lo hace
de forma tardia, mientras que soélo el 66.7% de las leucemias mieloblasticas injertan
precozmente y el 33.3% injerta de forma tardia. Esta diferencia es de una gran
significacion estadistica ( Tabla 64 ). De esta forma, el 66.7% de los injertos tardios
corresponden a leucemias mieloblasticas, y el 33.3% al resto de los diagnésticos,

siendo esta diferencia muy significativa ( Tabla 65 ).

En el injerto plaquetar se repite esta observacion, y et 88.1% de los otros diagndsticos
injertan precozmente, y sélo el 38.1% de las leucemias mieloblasticas injertan
precozmente, mientras que la mayoria, el 61.9%, injerta de forma tardia ( Tabla 70 ).
Esta diferencia entre los dos grupos es muy significativa. Al analizar la distribucién de
los dos grupos diagndsticos sobre el total de los injertos tardios, encontramos que el
61.9% de ellos correspondian a leucemias mieloblasticas, y el 38.1% al otro grupo de

diagnodsticos ( Tabla 71 ).

Se decidié analizar en andlisis univariado y multivariado los dos grupos diagnésticos

en relacidon con el injerto precoz o tardio segun las otras variables que podrian influir,
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como la cifra de CT/Kg y de CFU-GM/Kg infundidas, la edad de los pacientes, y el
diagnédstico- agrupado en LAM o resto de los diagnésticos-, para i_ntentar identificar si

habia algun o algunos factores independientes que fuera un factor predictivo del injerto.

Una vez mas, la diferencia entre los dos grupos no fue significativa mas que para la
variable LAM / Resto de los Diagndsticos, tanto para el injerto granulocitario como para
el plaquetar ( Tablas 66 y 72 ). Es decir, que controlando por otras variables ain se
mantiene esta diferencia tan significativa entre los injertos de las leucemias
mieloblasticas y el resto de los diagnésticos, lo que quiere decir que es independiente
de las otras variables, y que se comporta de forma diferente en relacién con que el

injerto sea precoz o tardio.

La literatura ofrece pocos y controvertidos datos al respecto. Hay referencias acerca de
que la cinética de la restauracién de la hemopoyesis después de un trasplante autélogo
refleja, no sélo el potencial de reconstitucion del indculo medular, sino que también el
estado del estroma, la enfermedad residual y otros factores microambientales dificiles
de estudiar. Un estroma alterado no sélo afecta el rendimiento medular sino el
prendimiento posterior a la reinfusion del indéculo. Por lo tanto, altas dosis quimio y/o
radioterapia previas, recibidos en tratamientos propios de cada enfermedad, pueden
afectar de forma diferente a la capacidad de restauracién de la hemopoyesis o al
microambiente medular { Demirer, 1995; Goldstone A, 1986; Chopra, 1991; Petersen,
1993 ). No hemos podido analizar este aspecto por falta de informacién en la mayoria
de los pacientes acerca de estos datos, aunque seria dificil determinar si por evitar los
defectos celulares inducidos por el tratamiento intenso se producirian problemas

asociados a la leucemia residual.
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En un intento de estudiar una poblacién de progenitores mas precoces que las
comprometidas un estudio analizo la relacion entre el injerto y cultivos a largo plazo. En
€l se encontrd que la produccién de progenitores in vitro en un grupo de enfermos se
correlacionaban con la recuperacion de la hemopoyesis tras el trasplante. Si se dividia
a los pacientes en dos grupos - LAM y no LAM -, esta correlacion desaparecia para las
LAMy se mantenia en el resto de los diagndsticos ( Straetmans, 1995 ). Hay una gran
controversia en la literatura relacionada con la integridad funcional del microambiente
en las LAM, que ha sido analizado como normal ( Greenberg, 1981 ) o patoldgico
(Mayani, 1993 ).

Desde otro punto de vista, la leucemia mieloblastica es una enfermedad maligna clonal
que se origina es una célula madre pluripotencial, 10 que explicaria, como describe
Jandl, la gran variedad de leucemias comprendidas bajo el término “leucemia
mieloblastica” ( Jandl, 1987 ). No sélo hay una alteracion de la proliferacion de las
células primitivas, sino que la maduracion y la funcionalidad estan alteradas. Puesto
que el dafado es el precursor mulitipotencial hemopoyético, tanto la eritropoyesis como
la trombopoyesis ademads de la granulocitopoyesis estén alteradas, no como resultado
de la invasion fisica y metabdlica de las células leucémicas, sino por el origen clonal
primitivo de la enfermedad ( Miller, 1988; Domenech, 1995 }. Peschel estudid pacientes
con leucemias mieloblasticas en remisién estable mas de cuatro afos y fuera de
tratamiento, y concluyd que aln en estos pacientes en remisiones estables y
prolongadas existian ciertas anormalidades in vitro relacionadas con la proliferacion y
la regulacion de la mielopoyesis, sin poder llegar a ninguna conclusién acerca de su

origen { Peschel, 1983 ).

En otros estudios se demostrdé una gran variabilidad en ios patrones de crecimiento de

156



Discusion

los progenitores in vitro, con disminucidn de la representacidon de una o mas lineas.
Estas alteraciones tampoco tienen una explicacion evidente, aunque las razones
parecen estar relacionadas con la inhibicion por células leucémicas ocultas, dafio de la
celula madre por la terapia, alteracidén de otras células reguladoras por la terapia o a un

defecto inherente a la enfermedad de las células medulares { Miller, 1988).

Hay ejemplos de anormalidades en la médula ésea que pueden atribuirse
exclusivamente a la enfermedad. En un estudio de la médula ésea de pacientes con
leucemia aguda, se encontraron poblaciones celulares con la capacidad de producir
tactores inhibidores del crecimiento asociados a la leucemia, con capacidad de actuar

sobre la poblacion normal, y no sobre 1a leucémica ( Broxmeyer, 1979 ).

Las leucemias linfoblasticas son una alteracién proliferativa de células linfopoyéticas.
En esta enfermedad las alteraciones de la trombopoyesis, eritropoyesis y
granulocitopoyesis resultan del efecto de las masas de células leucémicas sobre las
células hemopoyéticas normales. Los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin también
representan neoplasias de tejidos linfoides, por lo que al igual que en las leucemias
linfoblasticas, el crecimiento aiterado de los progenitores mieloides observados con
cierta frecuencia, no representa parte del proceso leucémico, y podrian ser sélo el
resultado de la quimioterapia mas que de la enfermedad original { Visani, 1988;

Brandwein, 1990 ).

Es decir, que aunque es dificil establecer ia importancia del nivel en la hemopoyesis del
origen de una enfermedad hematologica con respecto a este tema, la leucemia
mieloblastica aparece como la de origen mas precoz, y por lo tanto mas factible de

alterar al conjunto de la hemopoyesis ( Korbling, 1991 ).
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El uso creciente de la sangre periferica como fuente de progenitores hemopoyéticos,
hace que sea posible que, una vez establecidas las condiciones de movilizacién en las
patologias mieloides y su contribucidén en las recidivas, la adicién de productos de
aféresis en el momento de la reinfusidn contribuya al acortamiento del periodo de

aplasia en esta enfermedad.
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1. Las caracteristicas de la médula 6sea extraida en quiréfano y de los
buffy-coat obtenidos tras el fraccionamiento medular fueron similares con
independencia del método de fraccionamiento utilizado y del diagnéstico
de los pacientes. La unica excepcion corresponde a las médulas dseas
que por su pequefio volumen y/o hematocrito tuvieron que ser

fraccionadas mediante centrifugacién simple.

2. El analisis de los resultados del fraccionamiento muestra que con todos
los métodos se alcanzan los objetivos propuestos en cuanto a la
recuperacion de las células totales. La reduccién del volumen y de la
masa roja es adecuada con todos ellos excepto con la centrifugacion

simple, obligada en las circunstancias mencionadas anteriormente.

3. La criopreservacion realizada mediante un congelador programable
representa, una vez estandarizado, un método muy reproducible. La
disminucion de células y de progenitores hemopoyéticos tras una
conservacién celular no tienen repercusién desde el punto de vista clinico
del injerto, siempre que se trabaje con un nimero de células dentro de los

rangos habituales para un trasplante autdlogo.
4. Los dias de injerto granulocitario y plaquetar no guardaron relacién, en

esta serie de pacientes sin falios de injerto, con el nimero de células y de

progenitores infundidos.
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5. En nuestra muestra los diferentes intervalos entre el diagnéstico /
harvest, harvest / tamo,y diagnéstico / tamo no condicionaron diferencias
en los injertos granulocitario y plaquetar. Tampoco hemos encontrado
diferencias significativas en el injerto al ser analizado en relacién con la

edad de los pacientes.

6. Los dias de injerto granulocitario y plaquetar no ofrecen diferencias
segun el status del paciente en el momento de la colecta de la médula
osea o de la realizacién del trasplante. El hallazgo de las diferencias
entre los pacientes en remisiéon completa y los pacientes en remision
parcial o recidiva no es valorable de forma absoluta, porque al Sel:
analizados los status de forma global no se tiene en cuenta el diagndstico
correspondiente a cada status. En nuestra muestra, los pacientes en
remisién parcial 0 en recidiva fueron mayoritariamente pacientes con
linfomas y Enfermedad de Hodgkin; y los pacientes en primera y segunda

remisiones fueron mayoritariamente pacientes con leuceinias agudas.

7. En nuestra serie hemos encontrados diferencias entre el injerto de
granulocitos y plaquetas de los diferentes diagndsticos. Hemos
encontrado que las leucemias mieloblasticas y, en menor medida, el
grupo diagndstico “Otros” tuvieron el injerto granulocitario y plaquetar
mas prolongado, particularmente en relacion a los de los linfomas y ias

leucemias linfoblasticas.

8. Al analizar e! injerto precoz o tardio en relacién con diagndstico

leucemia mieloblastica 0 no leucemia mieloblastica encontramos que las
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leucemias mieloblasticas se comportan de forma diferente y tienen
injertos retrasados con respecto al resto de los diagnésticos,

independientemente de otras variables que podrian Influir.
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