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Introducción 

I- Progenitores hematopoyéticos. 

 

I.1- Hematopoyesis. 

La hematopoyesis es el proceso biológico que da lugar a la formación continuada de los 

distintos tipos de elementos formes sanguíneos (hematíes, leucocitos y plaquetas), 

manteniéndolos dentro de los límites de la normalidad en la sangre periférica. La 

hematopoyesis en el ser humano tiene diferentes localizaciones anatómicas a lo largo del 

desarrollo embrionario (fig.1). La producción de células sanguíneas comienza en el saco 

vitelino durante las primeras 2-3 semanas de gestación, posteriormente, las células 

hematopoyéticas se encuentran dentro del propio embrión en la región gonado-mesonefros
[2]

, 

desde donde las células madre hematopoyéticas migran entre el segundo y séptimo mes, al 

hígado, y en menor grado, al bazo, siendo éstos los lugares más importantes de producción; a 

partir del séptimo mes, la médula ósea (MO) se convierte en el órgano hematopoyético 

principal hasta el nacimiento; desde entonces es el único foco de hematopoyesis en 

condiciones normales. Esto indica que las células madre son capaces de emigrar. Durante los 

dos primeros años de vida, la médula ósea activa (médula roja) se localiza en todos los huesos 

y, gradualmente, es reemplazada por tejido medular inactivo (médula amarilla o grasa). Este 

proceso se inicia en las diáfisis de los huesos largos y, en los adultos jóvenes, la médula roja 

se localiza finalmente en las epífisis de los huesos largos, el esternón, las costillas, el cráneo, 

las vértebras y la pelvis. La expansión del tejido hematopoyético finaliza en la infancia
[3]

. 

 

I.1.1- Regulación de la hematopoyesis. 

La MO proporciona un microambiente óptimo para el anidamiento, la proliferación y la 

diferenciación de las células madre hematopoyéticas. El microambiente hematopoyético 

está constituido por un conjunto de células (endoteliales, reticulares adventiciales, 
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macrófagos, linfocitos, adipocitos y osteoblastos), factores solubles y otras proteínas de la 

matriz extracelular (fibronectina, colágeno, laminina, etc.) esenciales para el desarrollo 

normal de las células madre
[1;4-6]

 y para su cultivo in vitro. El tejido hematopoyético por 

medio de receptores de anclaje o moléculas de adhesión (Very Late Antigen 4 o VLA-4, 

Vascular Cell Adhesion Molecule 1 o VCAM-1, Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 o 

ICAM-1, Inter-Cellular Adhesion Molecule 3 o ICAM-3, Platelet/Endothelial Cellular 

Adhesion Molecule 1 o PECAM-1, etc.) se sitúa en nichos específicos formados por 

células del estroma, entre los sinusoides medulares. En un momento crítico de la secuencia 

madurativa, se produce el paso de las células hematopoyéticas diferenciadas desde los 

cordones medulares a la sangre periférica a través de la pared sinusoidal, que está 

constituida por el endotelio, la membrana basal y la capa adventicia, modulando esta 

última, la intensidad de paso de las células hematopoyéticas a la circulación
[1;7;8]

. Otras 

moléculas de adhesión como el factor derivado de la célula estromal (SDF-1 o CXCL12), 

se expresa constitutivamente en el estroma medular y su receptor el CXCR4 se expresa con 

intensidad en las células progenitoras hematopoyéticas. Este eje CXCL12-CXCR4 es 

fundamental para el anclaje de las células progenitoras hematopoyéticas al nicho de la 

médula ósea. Recientemente se han identificado antagonistas del CXCR4, que inducen una 

rápida movilización de las células progenitoras hematopoyéticas
[9]

.  

El otro elemento fundamental para el control biológico de la hematopoyesis es la 

compleja red de factores de crecimiento y citocinas que la regulan. En su mayoría son  

glicoproteínas producidas por células del microambiente hematopoyético y otros tejidos 

que ejercen una actividad endocrina o paracrina coordinada y secuencial que es 

prácticamente imposible de reproducir in vitro. 
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Fig.1. Localización de la hematopoyesis en el ser humano. (Tomado de 

Majado MJ y col.: "Hematopoyesis. Hematíes: estructura y función"; en Moraleda JM: Pregrado de Hematología, 

2011, p 16). 

 

Los factores de crecimiento son responsables de mantener la viabilidad y la supervivencia 

de las células progenitoras hematopoyéticas; su ausencia conduce a la muerte celular 

programada (apoptosis), mientras que su presencia preserva la viabilidad celular
[3]

. En el 

mantenimiento de la hematopoyesis, además de los factores estimulantes, intervienen 

moléculas inhibitorias (proteína inflamatoria del macrófago o MIP-1α, factor 

transformador del crecimiento beta o TGF-β, factor de necrosis tumoral alfa o TNF-α), que 

tienen un papel en el control de la producción celular normal y evitan fluctuaciones cíclicas 

del sistema
[3]

. 

Hoy en día es posible disponer a escala experimental de casi todas estas sustancias o de 

potentes agonistas/antagonistas sintéticos de sus receptores. Algunas de estas sustancias 

están disponibles para su utilización farmacológica (eritropoyetina, factor estimulante de 

colonias granulocíticas o G-CSF, factor estimulante de colonias granulocíticas y 

monocíticas o GM-CSF, stem cell factor, trombopoyetina), mientras que otros se 

encuentran en distintas fases precomerciales de ensayo clínico (interleukina 11, Pixy 321, 

daniplestim, ligando de la Fms-like tyrosine kinase 3 o FLT-3, etc.)
[10]

.  

La presencia de una célula troncal común circulante en sangre periférica ya fue intuida 

por A. Maximow en 1909
[11]

. Este autor postuló que el linfocito actuaba como tal célula 
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troncal, y que migraba a través de los tejidos hasta asentarse en un microambiente 

adecuado. En la actualidad se distinguen tres grupos de células madre o células stem
[1]

: 

- la célula madre totipotencial, que es capaz de producir cualquier tipo celular, 

incluyendo los tejidos extraembrionarios, 

- la célula madre pluripotencial, que tiene la capacidad de producir células de 

cualquiera de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo). Puede 

dar origen a cualquier célula fetal o adulta, pero no tiene el potencial para producir 

tejido extraembrionario, tal como la placenta, y 

- la célula madre multipotencial tiene la capacidad de producir células específicas de 

una misma capa germinal (células sanguíneas, nerviosas, etc.). Se encuentran en los 

tejidos corporales y son las encargadas de reemplazar las células destruidas en los 

mismos. Todas las células sanguíneas provienen de una célula madre multipotencial, 

cuya característica principal, además de ser capaz de diferenciarse a todas las células 

sanguíneas, es su capacidad de autorrenovación.  

Las células hematopoyéticas evolucionan a través de una sucesión de estadios 

madurativos bajo el influjo del microambiente medular (fig. 2).  

Según el modelo de hematopoyesis actualmente admitido, podemos distinguir: 

- Células progenitoras linfomieloides o UFC-LM: con capacidad de autorrenovación y 

diferenciación hacia la línea celular linfoide y mieloide. Son las verdaderas células 

madre o stem, y tienen capacidad de autorrenovación indefinida. Esta capacidad, cuyos 

mecanismos aún no han sido totalmente esclarecidos, está limitada probablemente en 

virtud del acortamiento telomérico
[12]

. 
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Fig. 2. Esquema de la hematopoyesis y lugares de actuación de los 

factores de crecimiento más importantes. (Tomado de Majado MJ y col.: "Hematopoyesis. 

Hematíes: estructura y función"; en Moraleda JM: Pregrado de Hematología, 2011, p 18). 

 

 

- Células progenitoras con capacidad de diferenciación polivalente, pero sólo dentro de 

la línea mieloide (UFC-GEMM) o linfoide (UFC-L). Estas células tienen capacidad de 

autorrenovación limitada. Por todo lo anterior, utilizaremos el término progenitores 

hematopoyéticos (PH) de forma general, para hacer referencia al producto celular que se 

trasplanta, asumiendo que incluye un abanico de subpoblaciones celulares distintas. 

- Células progenitoras comprometidas en su diferenciación a cada una de las líneas 

celulares específicas, eritroide (BFU-E), granulomacrofágica (UFC-GM) o 

megacariocítica (UFC-Meg). 

- Células precursoras: que corresponden a las células morfológicamente reconocibles 

con microscopio óptico (mieloblastos, promonocitos, eritroblastos, megacariocitos, 

etc.). 

- Células maduras: las cuales no tienen capacidad de división y son funcionalmente 

activas (leucocitos, hematíes y plaquetas). 
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I.1.2- Fenotipo y cuantificación de los progenitores hematopoyéticos. 

Existe una serie de técnicas destinadas a cuantificar el número de PH presentes en un 

producto celular. El rango de técnicas disponibles comprende desde sencillos recuentos 

automáticos hasta ensayos de repoblación en modelos animales de elevado coste y gran 

complejidad. Al recorrer el espectro entre estos extremos se va comprometiendo la 

disponibilidad y utilidad clínica para ganar en precisión a la hora de detectar la población 

de células troncales multipotenciales. 

 

I.1.2.1- Recuentos celulares. 

Los recuentos de células totales (CT) y de células mononucleadas (CMN) constituyen 

la estimación más inmediata y sencilla del número de progenitores, pero con una 

correlación insuficiente de la cinética del injerto
[10]

. Los PH no presentan características 

definidas que hagan posible distinguirlas de las poblaciones linfoides y monocitarias a 

través de contadores automáticos que no dispongan de un sistema de citometría con 

marcadores inmunológicos. Tanto el producto obtenido en una leucoaféresis de células 

mononucleadas como un aspirado de medula ósea contienen poblaciones celulares más 

heterogéneas y complejas que una sangre periférica normal. El recuento diferencial de 

estos productos que puede realizar un contador automático sanguíneo ha de ser 

interpretado con cautela y revisado al microscopio. Aunque el recuento manual ofrece 

pequeñas ventajas respecto al recuento automático, es también un estimador inadecuado 

de la calidad del producto. Los contadores que utilizan técnicas basadas en el tamaño 

celular para el recuento diferencial no son adecuados para determinar el porcentaje de 

CMN en un producto de aféresis
[10]

. Los que utilizan tinciones de peroxidasa permiten 

diferenciar esta población con mayor precisión, al excluir de forma efectiva las 

poblaciones granulocíticas. No existe acuerdo acerca de la forma más adecuada de 
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cuantificar las CMN como estimador de calidad de un producto para trasplante. Las 

ventajas innegables de estos recuentos son su disponibilidad inmediata y su 

reproducibilidad. Además de ser un factor importante para el posterior estudio de 

citometría de flujo, estos recuentos son de utilidad para la toma de decisiones durante la 

recolección y en el procesamiento de los productos celulares. En el trasplante de PH 

(TPH) los recuentos de CT y de CMN han sido y siguen siendo en muchos centros el 

parámetro fundamental que guía la recolección de PH. No obstante, no pueden 

considerarse sino como un estimador indirecto y poco sensible y específico del número 

de células madre multipotenciales. 

 

I.1.2.2- Fenotipo de los progenitores hematopoyéticos.  

La citometría de flujo (CMF) es una técnica de análisis celular multiparamétrica que 

se basa en hacer pasar una suspensión de células alineadas y de una en una por delante 

de un haz láser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce señales 

que corresponden a diferentes parámetros de la célula y que son recogidos por distintos 

detectores. Éstos convierten dichas señales en señales electrónicas que posteriormente 

serán digitalizadas para permitir la medida simultánea de varios parámetros en una 

misma célula. La CMF determina parámetros relacionados con características 

intrínsecas de la célula (tamaño, complejidad de núcleo y citoplasma) y parámetros 

relacionados con sus características antigénicas (inmunofenotipo)
[13]

.  

Las señales producidas por la interacción de las células con el haz de luz son de dos 

tipos: las señales de dispersión y las de fluorescencia: 

- Señales de dispersión: la dispersión resulta de la interacción de la luz con una 

partícula que produce un cambio de dirección (no de la longitud de onda) en todas las 

direcciones del espacio. Las características morfológicas que determinan la dispersión 
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de la luz son fundamentalmente el tamaño celular (FSC, Forward Scatter) y el 

material granular del interior de la célula, llamado complejidad (SSC, Side Scatter)
[13]

. 

- Señales de fluorescencia: cuando un fluorocromo interacciona con la luz de 

excitación procedente del láser emite energía radiante. Debido a que parte de la 

energía se utiliza para la absorción, la luz emitida es de menor energía que la luz de 

excitación, es decir la longitud de onda emitida es mayor. La diferencia entre la 

longitud de onda de absorción y emisión se denomina Stokes shiff. Los citómetros de 

flujo permiten detectar señales de fluorescencia procedentes de complejos 

antígeno/anticuerpo marcados con un fluorocromo y situados en una célula, siendo la 

cantidad de señal de fluorescencia emitida igual a la proporción de la cantidad de 

componentes fluorescentes de la partícula
[13]

.  

Los PH presentan un tamaño reducido o intermedio y un citoplasma agranular, 

características que permiten definir la ventana citométrica adecuada para el estudio del 

fenotipo antigénico. Este se lleva a cabo mediante anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra antígenos celulares y marcados con fluorescencia. Es posible utilizar 

combinaciones de varios anticuerpos con marcajes de distintos colores, con objeto de 

estudiar simultáneamente la expresión de más de un antígeno en la misma célula.  

La aplicación de la citometría de flujo con marcajes inmunológicos permite 

caracterizar de forma rápida y precisa poblaciones celulares. El antígeno CD34 es una 

glicofosfoproteína con dominios extracelulares e intracitoplasmáticos que se expresa en 

las células progenitoras hematopoyéticas desde el nivel de célula madre hasta el estadio 

de progenitor comprometido en que pierde la capacidad de formar colonias in vitro
[14]

. 

Además de los PH, en el adulto se ha demostrado su expresión en las células del 

endotelio vascular y en algunas células gliales. Es posible encontrar el CD34 en las 

células neoplásicas en el 40% de las leucemias agudas mieloblásticas, el 70% de las 
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linfoblásticas B, el 5-20% de las linfoblásticas T, en algunos síndromes 

mielodisplásicos y mieloproliferativos crónicos y en tumores de la pared vascular
[14]

.  

La cuantificación de células que expresan el antígeno CD34 (CD34+) permite estimar 

el número de PH de un producto celular para trasplante de forma rápida y específica
[15]

. 

Tomando como base la población de células CD34+ es posible definir distintas 

subpoblaciones de acuerdo a la expresión de otros antígenos de diferenciación. La 

célula madre indiferenciada CD34+ no expresa, o lo hace mínimamente, marcadores 

precoces propios del compromiso hacia líneas de diferenciación, como el CD33 (línea 

mieloide), el CD7 (línea linfoide T), el CD10 (línea linfoide B), el CD71 (línea 

eritroide) o el CD41 (línea megacariocítica). Asimismo, expresa débilmente el CD90 

(Thy-1) y no expresa el CD38 ni el HLA-DR (o lo hace muy débilmente)
[14]

. En la 

década de los 90 se suscitó un enorme interés la descripción de una subpoblación de 

células madre que no expresan el CD34 (CD34-)
[16-19]

; en este sentido, se ha propuesto 

que el CD34 podría ser un marcador de activación, y que su expresión podría ser 

reversible
[20;21]

.  

Las células CD34+ que no expresan el CD33 (CD34+/33-) constituyen una 

subpoblación enriquecida en progenitores indiferenciados que contiene casi todas las 

células con capacidad de iniciar cultivos a largo plazo, característica de las células 

madre
[22-24]

. Esta subpoblación incluye también células comprometidas, capaces de 

iniciar cultivos a corto plazo y, probablemente, responsables del injerto inmediato. Por 

todo ello, el recuento de células CD34+/33- es un estimador rápido, fiable y consistente 

del número de PH y por tanto de la calidad del producto celular trasplantado
[10]

. 

El porcentaje de células CD34+ que no expresan el CD33 varía según el origen de la 

muestra (médula o aféresis de sangre periférica) y según el tipo de movilización 

empleada
[25;26]

. En general, dentro de las células CD34+ predomina la población 
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CD34+/33-, especialmente en muestras de aféresis de sangre periférica de pacientes 

movilizados con G-CSF y sin quimioterapia
[25-29]

. Algunos estudios encuentran 

resultados diferentes, con una menor proporción de células CD34+/33-
[30;31]

. Parte de 

esta variabilidad de resultados puede deberse, además del origen de la muestra y la 

movilización, al hecho de que el antígeno CD33 se expresa de forma débil en estas 

células
[31]

 o a la fuerte dependencia de la estrategia de elección de las ventanas 

citométricas o de los umbrales de detección
[25;32]

. 

Otra de las utilidades de la CMF es la del estudio de la viabilidad celular mediante el 

marcaje con ioduro de propidio (IP) o 7-aminoactinomicina (7-AAD); siendo una 

técnica más fiable cuando queremos estudiar viabilidad de progenitores 

hematopoyéticos de sangre periférica (PHSP) tras su descongelación
[13]

. Entre los 

inconvenientes más importantes que presenta la citometría de flujo están las dificultades 

para conseguir precisión y reproducibilidad
[33]

. En este sentido, se han realizado 

notables esfuerzos para desarrollar técnicas que consigan hacer comparables los 

resultados de distintos laboratorios
[34-37]

. Las técnicas basadas en la selección de células 

según el FSC y el SSC (Protocolo de Milán/Mulhouse o Protocolo Nórdico) han 

mostrado en estudios de intercomparación, su reproducibilidad y su valor clínico como 

predictores del injerto en TPH autólogos de sangre periférica
[37]

. En la actualidad la 

mayoría de los autores defienden la utilización de técnicas de mayor complejidad, como 

el Protocolo del ISHAGE (International Society for Hematotherapy and Graft 

Engineering), que incluyen selecciones celulares basadas en el marcaje del antígeno 

panleucocitario CD45 o en tinciones de ácidos nucleicos o de viabilidad 

citométrica
[35;36]

.  
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I.1.2.3- Cultivos celulares. 

Las técnicas basadas en los cultivos celulares se desarrollaron antes que las basadas en 

la citometría de flujo, y por tanto constituyeron la base biológica de la cuantificación de 

progenitores en los primeros años de desarrollo del TPH
[38]

. Estas técnicas proporcionan 

información acerca de la capacidad clonogénica del producto sembrado, si bien en 

general esta información no es inmediata, sino que es preciso prolongar el cultivo 

durante semanas o incluso meses (cultivos a largo plazo). Un primer escalón lo 

constituyen los cultivos de progenitores formadores de colonias en medio semisólido. 

Estos ensayos consisten en sembrar una cantidad de producto celular sobre un medio 

semisólido (agar, metilcelulosa o coágulos de plasma) enriquecido con factores de 

crecimiento procedentes de diversas fuentes (suero humano, sobrenadante de sangre 

placentaria, suero bovino fetal, citoquinas recombinantes) y cuantificar el número de 

colonias de cada tipo (identificables por su morfología o mediante tinciones 

inmunológicas) que se generan tras un periodo de incubación cercano a las dos 

semanas
[10]

. 

Estos cultivos reflejan la presencia de progenitores comprometidos hacia una o más 

líneas hematopoyéticas. Es posible detectar la presencia de unidades formadoras de 

colonias eritroides (UFC-E), macrofágicas (UFC-M), granulocíticas (UFC-G), 

megacariocíticas (UFC Meg), granulomacrofágicas (UFC-GM), o granulo-eritro-

macrofago-megacariocítica (UFC-GEMM)
[16] 

(fig. 3.1-3.3). De todas ellas, las UFC-

GM son las más utilizadas para estimar, en la práctica clínica, el número de 

progenitores
[38]

. Las dosis de UFC-GM trasplantadas se correlacionan 

satisfactoriamente con la cinética de injerto, presentando una influencia significativa 

independiente de la dosis de células CD34+
[10]

. Los inconvenientes fundamentales para 
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el uso rutinario de esta técnica son la ausencia de resultados inmediatos y los problemas 

de precisión y reproducibilidad entre distintos laboratorios que se plantean
[10;33;38;39]

. 

Los progenitores más inmaduros, incluyendo las células madre indiferenciadas, son 

capaces de dar origen a cultivos celulares a largo plazo en presencia de estroma medular 

o de medio condicionado con estroma. Algunas técnicas aprovechan esta propiedad para 

detectar “células formadoras de áreas de empedrado” (CAFC o “cobblestone area 

forming cells”)
[40]

 o “células iniciadoras de cultivos a largo plazo” (LTCIC o “long 

term culture iniciating cells”)
[41]

. Estas técnicas estiman de forma mucho más 

específica la presencia de células madre. 

Sin embargo, se tratan de métodos complejos, con varias fuentes de potencial 

imprecisión y variabilidad, y que tan solo deparan resultados a largo plazo (a partir de 5 

semanas). Estas técnicas tienen un importante papel en investigación y en la validación 

de nuevos procedimientos, pero no en la estimación de la calidad de los productos 

celulares en la clínica.  

 

 

Fig. 3.1. Colonia granulomacrofágicas de médula ósea (x400).  
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Fig. 3.2. Colonia eritroide derivada de una BFU-E (x400).  
 

 

 

 

Fig. 3.3. Colonia megacariocítica (x125).  
 

I.1.2.4- Ensayos de repoblación in vivo. 

Los estudios de repoblación celular en modelos animales constituyen la estimación 

experimental más precisa del número de células madre. Consisten en trasplantar un 

producto celular a animales inmunotolerantes y observar su capacidad de dar origen a 

una linfohematopoyesis plurilineal completa. Para ello se utilizan ratones con 
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inmunodeficiencia combinada severa (SCID; NOD/SCID)
[42;43]

 o incluso ovejas a las 

que se trasplanta durante la vida intrauterina
[18;44]

. 

Naturalmente, se trata de modelos experimentales complejos y costosos que no tienen 

lugar en la práctica clínica como estimadores de calidad de un producto para trasplante. 

 

I.2- El trasplante de progenitores hematopoyéticos. 

El TPH es un procedimiento terapéutico de introducción relativamente reciente en la práctica 

clínica y, por este motivo, sigue en plena evolución.  

 

I.2.1- Historia. 

Los experimentos en ratones en los que se basó el trasplante de médula ósea (TMO) humano 

se efectuaron hace más de 50 años, aunque en 1891 Brown ya había administrado MO a sus 

pacientes por vía oral como tratamiento para trastornos hematológicos
[45]

. 

En 1939, Rasjek y Osgood administraron a sus pacientes MO (intramedular y endovenosa) 

para tratar leucemias y aplasia medular. En este mismo año se realizó el primer intento de 

recuperación hematopoyética administrando transfusiones en un paciente con anemia aplásica 

utilizando una pequeña cantidad de MO de su hermano pero sin ningún tratamiento 

condicionante previo
[46]

. 

Tras la finalización de la Segunda Guerra Mundial se despertó entre la comunidad científica 

un notable interés en torno a los efectos de la radiación ionizante sobre los organismos 

vivos
[47]

. En el seno de este movimiento, Jacobson y col.
[48]

 en 1949 demostraron que los 

ratones irradiados letalmente podían recuperar su hematopoyesis si se protegía el bazo de las 

radiaciones, lo que demostraba el papel de este órgano como parte del sistema 

hematopoyético
[49]

. Posteriormente, cuando se identificó la aplasia medular en la población 

japonesa expuesta a los efectos radiactivos de las explosiones de las bombas atómicas como 
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una causa importante de muerte, se aceleraron las investigaciones en animales en relación con 

la cantidad de irradiación corporal necesaria para provocar aplasia medular, y se establecieron 

las bases para una aplicación clínica más racional del TPH. Poco tiempo después, en 1951, 

Lorenz describió que la infusión de células de la MO de un ratón a otro, podía rescatar la 

aplasia producida por irradiación letal
[50;51]

. Sin embargo, los intentos iniciales de aplicar esta 

metodología a pacientes hematológicos graves fueron un fracaso porque se desconocía la 

importancia de la similitud de los antígenos de histocompatibilidad así como la necesidad de 

tratamiento inmunosupresor intenso. Los hallazgos en roedores posibilitan las experiencias 

piloto del grupo de E.D. Thomas sobre modelos caninos, que bien se pueden considerar el 

antecedente inmediato del TMO en humanos
[52]

. 

En 1957, Thomas y col. publican el resultado de las primeras experiencias de TMO 

alogénico en humanos, en las que tan sólo se consiguió un injerto temporal en uno de los 

pacientes
[53]

. Al poco tiempo, Mathé y col. publican su experiencia con la utilización de 

infusiones de médula ósea para tratar a un grupo de supervivientes de un accidente nuclear
[54]

. 

Sin embargo, un análisis posterior de esta serie permite afirmar que los injertos conseguidos 

se debieron probablemente a una reconstitución hematopoyética autóloga
[47]

. 

Estas experiencias pioneras precedieron al descubrimiento de los principios de la 

histocompatibilidad. En 1954, Miescher y Fauconnet describieron que los anticuerpos 

inducidos por transfusiones y embarazos reaccionaban con los antígenos presentes en los 

leucocitos humanos
[55]

. Más tarde, en 1958, Dausset y Van Rood utilizaron estos anticuerpos 

para descubrir los grupos de antígenos de leucocitos humanos (HLA)
[56;57]

. La introducción, a 

finales de los 60, de los estudios de compatibilidad en la selección del donante supuso un 

avance fundamental que, de alguna manera, inaugura la “era moderna” del TPH
[47;58;59]

. 

En los años 50 se realizaron casi 200 trasplantes alogénicos de MO en humanos sin éxito a 

largo plazo pero se obtuvieron resultados prometedores
[60;61]

. A finales de los 60 ya existía un 
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soporte adecuado de plaquetas, una mejora en el tratamiento antibiótico y un desarrollo mayor 

de agentes antineoplásicos. 

Los primeros trasplantes alogénicos con éxito se realizaron en 1968 y 1969 en 2 pacientes 

afectos de inmunodeficiencia congénita y enfermedad de Wiskott-Aldrich respectivamente, 

que sobrevivieron al TPH
[62;63]

. 

Desde los primeros años de desarrollo del TPH, la posibilidad de utilizar la médula del 

propio paciente se había considerado con gran interés. El camino hacia el desarrollo completo 

de esta técnica se despejó al describirse los métodos de criopreservación que permiten 

mantener el tejido hematopoyético medular viable durante largos periodos de tiempo
[64-66]

. 

Los primeros trasplantes autólogos en humanos se realizaron en 1950 por Kurnick
[67]

 y por 

McGovem en 1959
[68]

. Estos implantes parecían proteger contra la toxicidad medular pero su 

beneficio clínico era incierto debido a que no se erradicaba la enfermedad de base, según se 

describen en las primeras experiencias tras una irradiación corporal total. El resultado clínico 

de los primeros trasplantes autólogos se vio fuertemente condicionado por varias limitaciones: 

la modesta eficacia de la irradiación corporal total por sí sola como tratamiento antileucémico, 

la grave situación clínica de los pacientes seleccionados para estos estudios (generalmente con 

enfermedad refractaria o en recaída), la ausencia de un soporte transfusional adecuado y la 

falta de antibióticos y antifúngicos de amplio espectro con un perfil de toxicidad adecuado. 

El trasplante autólogo se empezó a realizar con éxito en pacientes con linfomas en los años 

70 y su uso generalizó a más enfermedades en la década de los 80
[69]

.  

El trasplante de sangre periférica (SP) se inició en 1962, cuando Goodman y Hodgson 

demostraron la existencia de PH en la sangre de los ratones
[70]

. En los seres humanos los PH 

de sangre periférica se empezaron a recoger en pacientes en los que no se podían obtener 

células progenitoras medulares, ya fuera por su enfermedad de base o por irradiación previa, y 

su uso se amplió tras descubrir que los factores de crecimiento hematopoyéticos causaban un 
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aumento transitorio de los PH a la SP. En la década de los 80 la SP se generalizó como una 

fuente de PH para trasplante
[71]

.   

Un paso decisivo para hacer viable la aplicación clínica en humanos de esta nueva fuente de 

PH fue  el desarrollo de separadores celulares capaces de recolectar grandes cantidades de 

células de sangre periférica
[72]

. Los primeros TPH autólogos realizados con células obtenidas 

de sangre periférica se llevaron a cabo en el Hammersmith Hospital de Londres
[73;74]

 y en el 

Johns Hopkins Hospital de Baltimore
[75]

. Sin embargo, la fecha en que esta técnica termina de 

asentarse definitivamente en la práctica clínica hay que situarla entre 1985 y 1986. En esos 

años, grupos de seis instituciones de distintas partes del mundo publican experiencias de TPH 

utilizando células de sangre periférica
[76-82]

. 

Otro factor que condicionó el éxito de este tipo de TPH fue el mejor conocimiento del 

fenómeno de movilización, por el cual el número de células progenitoras circulantes aumenta 

en determinadas circunstancias, como en la recuperación hematopoyética tras una aplasia 

inducida por quimioterapia o tras la aplicación de factores de crecimiento. Este fenómeno, así 

como sus posibles aplicaciones para recolectar grandes cantidades de células mediante 

aféresis, fue descrito por primera vez por Richman y col. en 1976
[83]

. En los años siguientes se 

desarrollaron los procedimientos de movilización basados en el efecto descrito por estos 

autores y en la utilización de factores estimuladores de colonias hematopoyéticas
[29;84;85]

. 

La descripción de una técnica rápida y reproducible para cuantificar los PH mediante 

citometría de flujo es otro de los hitos fundamentales en el desarrollo de estos tratamientos
[15]

. 

Gracias a ella, el soporte hematopoyético de sangre periférica se puede concebir hoy como un 

tratamiento preciso, susceptible de dosificación. 

Diversos estudios demostraron las ventajas del TPH autólogo de sangre periférica sobre el 

de medula ósea, fundamentalmente la reducción del tiempo de aplasia y la posibilidad de 

recoger el producto celular de forma ambulatoria y sin necesidad de anestesia
[86]

. Como 
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producto de ello, la sangre periférica se convirtió durante la década de los 90 en la fuente de 

PH más utilizada para trasplante autólogo en la gran mayoría de los centros
[87;88] 

(fig. 4). En el 

caso del trasplante alogénico, el uso de los PH de sangre periférica siguió una evolución 

similar, aunque limitada por la existencia de una mayor incidencia de enfermedad injerto 

contra huésped crónica que con el uso de PH medulares
[89]

. 

 

 
 

Fig. 4. Trasplantes de Progenitores Hematopoyéticos autólogos. España. 1993-2010. (Tomado de Organización Nacional de Trasplantes: 

"Memoria de actividad. ONT 2010", 2011, p 7). 

 

Todos estos avances han contribuido a configurar el perfil actual del TPH. La futura 

evolución de este procedimiento es preciso contemplarla en el marco de una nueva disciplina 

en incesante expansión: la Terapia Celular. En este terreno se acoplan con los procedimientos 

terapéuticos convencionales las nuevas formas de trasplante hemopoyético, con 

acondicionamientos no necesariamente únicos ni mieloablativos
[90-93]

, las técnicas de 

inmunoterapia adoptiva celular, tanto autóloga
[93-96]

 como alogénica
[93;96]

, y la posibilidad de 

obtener progenitores de distintos orígenes
[97-99]

. Además, el hallazgo de la plasticidad o 

versatilidad de las células hematopoyéticas
[100]

 y muy especialmente el reciente 

descubrimiento de las Células Progenitoras Multipotenciales del Adulto (MAPC) en la MO 
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humana
[101;102]

 permiten asegurar que al menos una buena parte del futuro de la terapia celular 

podrá seguir entendiéndose como la evolución natural del TPH
[103;104]

. 

 

I.2.2- Objetivos e  indicaciones. 

El TPH tiene dos objetivos
[2;105-107]

:  
  

a) La sustitución de la hematopoyesis y la inmunidad del paciente por ser total o 

parcialmente defectuosa, insuficiente o neoplásica, por una normal procedente de un donante 

sano (TPH alogénico). En este tipo de trasplante, se aporta además la actividad antitumoral 

de la celularidad inmunocompetente del injerto; efecto conocido como reacción del injerto 

contra la leucemia.  

b) Permitir la aplicación tratamientos antineoplásicos e inmunosupresores en dosis altas 

(mieloablativas), que permiten la erradicación poblaciones tumorales clonales y/o la 

recapitulación del sistema inmunológico. La infusión de PH de un donante sano (TPH 

alogénico), o del propio paciente (TPH autólogo), rescata la hematopoyesis y la inmunidad 

tras la aplicación de estos tratamientos.  

Las principales indicaciones del TPH se reflejan en la tabla 1.   

 

I.2.3- Tipos. 

Se pueden considerar varios tipos de TPH en función del tipo de donante y según la 

procedencia de los PH
[106;121-123]

. 

I.2.3.1- Según el tipo de donante
[124]

: 

a) TPH Autólogo (autogénico, autotrasplante): si los progenitores son obtenidos del 

propio paciente con anterioridad al tratamiento antineoplásico en dosis altas. 

b) TPH Singénico o isogénico: a partir de un gemelo univitelino. 

c) TPH Alogénico: individuos de la misma especie, distintos a gemelo univitelino:  



Eficacia y Seguridad del Lavado de DMSO en PHSP para TASPE  

 

 
40 

 

Introducción 

1) Emparentado: donante familiar, habitualmente hermano HLA idéntico.  

2) No emparentado: donante no familiar. 

 

Tabla 1. Indicaciones principales para la realización de TPH alogénico y/o autólogo. 

LAM TPH alogénico en 1ª o sucesivas remisiones
[108-111]

. 

SMD TPH alogénico en pacientes AR
[107]

. 

LAL 
TPH alogénico en pacientes AR en 2ª RC.  

TPH autólogo en AR con EMR negativa
[112]

. 

LMC Indicación reducida por uso inhibidores tirosínkinasa. 

LNH agresivos o de alto grado 
IPI desfavorable TASPE tras 1ª línea

[113]
 o 2 

remisiones
[114;115]

. 

LNH bajo grado TPH autólogo en pacientes en recaída
[116]

. 

Linfoma de Hodgkin 
TPH autólogo en recaída sensibles o enfermedad 

refractaria primaria
[117]

. 

Mieloma múltiple 
TPH autólogo en 1ª línea y tratamiento de rescate

[118] 

para prolongar la supervivencia
[119]

. 

LMMJ TPH alogénico
[107]

. 

Enfermedades no tumorales
[107]

: 

- Anemia aplásica. 

- Hemoglobinuria paroxística nocturna. 

- Anemia de Fanconi. 

- Anemia Blackfan-Diamond. 

- Talasemia major. 

- Anemia falciforme. 

- Inmunodeficiencia combinada severa. 

- Síndrome Wiskott-Aldrich. 

- Errores congénitos del metabolismo. 

TPH alogénico. 

Tumores sólidos
[107]

: 

 - Sarcoma/PNET. 

 - Tumores SNC (incluyendo Neuroblastoma). 

 - Tumores células germinales. 

 - Tumores epiteliales (Ca mama, ovario y pulmón). 

Aumento TPH autólogo en Sarcoma/PNET; Tumores 

SNC (incluyendo Neuroblastoma); Tumores células 

germinales. 

Descenso TPH autólogo en Tumores epiteliales. 

Enfermedades autoinmunes (más frecuentes)
 [120]

:  

 - Esclerosis múltiple. 

 - Esclerodermia. 

 - Artritis reumatoide. 

 - Artritis juvenil. 

 - Lupus eritematoso sistémico. 

TPH autólogo en EAI severa, que no respondan a 

tratamiento convencional y realizarse antes de daño 

orgánico irreversible. 

 

TPH alogénico no claras indicaciones. 

 

LAM: Leucemia aguda mieloide. SMD: Síndrome mielodisplásico. LAL: Leucemia aguda linfoblástica. LMC: Leucemia 

mieloide crónica. LNH: Linfoma no Hodgkin. LMMJ: Leucemia mielomonocítica juvenil. PNET: Tumores 

neuroectodérmicos primitivos. SNC: Sistema nervioso central. TPH: Trasplante progenitores hematopoyéticos. AR: Alto 

riesgo. RC: Remisión completa. EMR: Enfermedad mínima residual. TASPE: Trasplante autólogo progenitores 

hematopoyéticos de sangre periférica. EAI: Enfermedades autoinmunes. 

 

I.2.3.2- Según la procedencia de los progenitores hematopoyéticos: 

a) Trasplante de médula ósea: obtenido mediante aspirados medulares múltiples en 

crestas ilíacas posteriores, anteriores, esternón o meseta tibial. 
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b) Trasplante de progenitores de SP: obtenidos mediante procedimientos de aféresis, 

después de la movilización de progenitores hemopoyéticos hacia sangre periférica. 

c) Trasplante de progenitores de sangre de cordón umbilical (SCU): se recogen mediante 

punción de la vena umbilical placentaria inmediatamente después del parto. 

 

I.2.4- Etapas del trasplante de progenitores hematopoyéticos.  

 En el TPH se distinguen las siguientes etapas
[106;125] 

(fig. 5.1-5.2): 

a) Acondicionamiento: el tratamiento o régimen de acondicionamiento se efectúa en los días 

previos a la infusión de los progenitores hematopoyéticos
[126]

. Generalmente incluye una 

combinación de radioterapia y/o quimioterapia en dosis mieloablativas. Según la intensidad 

de acondicionamiento podemos dividirlo en
[125]

: 

a.1) mieloablativo: consiste en la administración de altas dosis de quimioterapia, 

radioterapia o ambas, simultánea o secuencialmente, con el objetivo de:  

a.1.1) Eliminar las células hemopoyéticas y tumorales del receptor.  

a.1.2) Crear espacio medular para la posterior proliferación de los precursores 

trasplantados.  

a.1.3) Inmunodeprimir al paciente para reducir al mínimo el riesgo de rechazo en el caso 

de alotrasplante. 

a.2) De intensidad reducida: administración de potentes inmunodepresores que facilitan el 

implante y progresiva sustitución de la hemopoyesis del paciente por la del donante. 

El régimen de acondicionamiento también puede aumentar la respuesta inmunológica 

antitumoral, ya que al destruir las células neoplásicas se exponen nuevos péptidos tumorales 

a las células presentadoras de antígenos y éstas los exponen a los linfocitos T, que se activan 

y pueden eliminar las células neoplásicas residuales
[125]

.  
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Fig. 5.1. Esquema del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. (Tomado 

de Moraleda JM y col: "Trasplante de progenitores hematopoyéticos"; en Moraleda JM: Pregrado de Hematología, 2011, p 482). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.2. Esquema del trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos. 
 

 

Existen numerosos esquemas de acondicionamiento para TPH alogénico y autólogo. El 

dilema actual es cómo conseguir controlar la enfermedad con la mínima toxicidad utilizando 

los múltiples tratamientos disponibles. El diseño de los mismos suele ser empírico y se han 
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publicado muy pocos estudios aleatorizados que definan la superioridad de un régimen 

frente a otro
[127]

. Los estudios para el desarrollo de nuevos regímenes de acondicionamiento 

que exploren las posibilidades de nuevos fármacos
[128]

 o de nuevos esquemas de 

administración
[90;129]

 y su posterior ensayo en estudios controlados son esenciales para llegar 

a conocer y aprovechar a fondo todo el potencial del trasplante hematopoyético. 

Recientemente, se ha descubierto que nuevos fármacos con alto poder inmunosupresor 

como la globulina antitimocítica (ATG), la irradiación ganglionar total, la irradiación 

corporal total en dosis bajas (2 Gy) y la fludarabina pueden ser suficientes para obtener la 

tolerancia al injerto alogénico e impedir el rechazo, sin necesidad de emplear altas dosis de 

quimiorradioterapia. Estos trasplantes alogénicos con acondicionamientos de intensidad 

reducida (AIR), o no mieloablativos, basan su eficacia en el poderoso efecto citotóxico de 

los linfocitos T del donante contra las células neoplásicas del receptor. Los AIR han 

supuesto un gran avance, ya que al disminuir la toxicidad se pueden aplicar a personas de 

más edad o con comorbilidades en los que esté indicado un trasplante alogénico
[125;126]

. 

La combinación de irradiación corporal total y ciclofosfamida, es el régimen de 

acondicionamiento más utilizado en el TPH para las enfermedades neoplásicas. En caso de 

no utilizar radioterapia, la combinación de busulfán y ciclofosfamida es el estándar 
[130]

. 

Actualmente existen una gran variedad de regímenes de acondicionamiento que varían 

según la enfermedad de base y el estado general del paciente. Con este enfoque se utilizan 

regímenes como el BEAC (carmustina, etopósido, citarabina y ciclofosfamida)
[131]

 y el CBV 

(ciclofosfamida, carmustina y etopósido)
[132] 

para linfomas o el melfalán a dosis altas para el 

mieloma
[133;134]

. 

b) Obtención de los precursores hemopoyéticos: en el caso del autotrasplante deben 

obtenerse con anterioridad al acondicionamiento, y criopreservarse hasta su posterior 
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utilización. En el caso del trasplante alogénico, lo más habitual, es obtenerlos el mismo día 

del trasplante. 

c) Manipulación ex vivo del inóculo: tiene diferentes objetivos, como la eliminación de las 

células neoplásicas en el caso del autotrasplante, la disminución de los linfocitos T para 

reducir el riesgo de enfermedad injerto contra huésped (EICH) en el alogénico, aumentar el 

número de precursores mediante técnicas de expansión en el trasplante de cordón umbilical, 

o la retirada de los hematíes en el caso de trasplante alogénico con incompatibilidad mayor 

ABO. 

d) Conservación de los progenitores hematopoyéticos: se pueden mantener en fresco hasta 

su infusión si su utilización es inmediata tras su obtención, o criopreservados a -80ºC o a      

-196ºC si la infusión se realiza de forma diferida. 

e) Infusión de los precursores hematopoyéticos: debe realizarse por medio de un catéter 

venoso central 
[106]

. El día que se infunden los progenitores se denomina día 0. Durante la 

infusión de PHSP criopreservados los pacientes pueden presentar toxicidad relacionada con 

alguno de sus componentes, principalmente el dimetilsulfóxido (DMSO), los restos 

celulares, la hemoglobina libre y los agregados plaquetarios
[135]

. La toxicidad relacionada 

con el DMSO es proporcional al volumen del mismos infundido
[136]

. Estudios recientes han 

mostrado que la cantidad de granulocitos en el producto criopreservado el predictor más 

relevante de los efectos adversos
[137-139]

. La toxicidad relacionada con la infusión es variable 

y en general existen pocos efectos adversos severos; sin embargo, puede ser muy relevante 

en pacientes que presentan uno o más  fallos orgánicos, debido a su enfermedad de base o a 

los tratamientos previos. 

Unas horas después de su infusión, los PH desaparecen de la SP y anidan en los territorios 

medulares, donde comienzan su proliferación y diferenciación
[140;141]

. 
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f) Fase aplásica. Tras el acondicionamiento aparece un periodo de aplasia profunda, que es 

el origen de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad que sufren los pacientes sometidos 

a un TPH autólogo a corto y medio plazo
[108;109;111;119;142-144]

. 

El tratamiento con quimio-radioterapia a alta dosis, unido al efecto de los tratamientos 

anteriores y a la propia neoplasia del paciente, compromete casi todos los mecanismos del 

sistema inmunitario
[145;146]

. De entre todos ellos, la neutropenia profunda es la que se asocia 

con un riesgo de complicaciones infecciosas, que  son las responsables de la mayoría de los 

fallecimientos en el postrasplante inmediato
[144]

. Para prevenirlas se utilizan diversas 

estrategias como el ingreso en condiciones de aislamiento invertido, la antibioterapia 

profiláctica, o el tratamiento antibiótico empírico precoz de amplio espectro. Sin embargo, 

hasta que aparece el injerto hematopoyético el riesgo de una infección grave bacteriana o 

fúngica sigue siendo elevado. La disminución del tiempo hasta el injerto es lo que se 

persigue con la administración de factores de crecimiento postrasplante
[147]

. Su mecanismo 

de acción consiste en estimular la proliferación y diferenciación de los precursores 

granulocíticos, por lo que en ausencia de éstos, su efecto no se hace evidente
[148]

. 

También aparece una trombopenia muy severa que hace necesaria la administración de 

transfusiones de plaquetas profilácticas. A pesar de ellas, pueden aparecer episodios 

hemorrágicos severos responsables en parte de la mortalidad
[144]

. Las infecciones o las 

toxicidades de órganos como el hígado o la mucosa digestiva contribuyen al problema, al 

aumentar el consumo periférico de plaquetas, disminuir el rendimiento de las transfusiones, 

proporcionar focos de sangrado o comprometer otros mecanismos de la hemostasia
[10]

 . 

Junto con las infecciones y las hemorragias, la toxicidad orgánica no hematológica de los 

citostáticos a alta dosis constituye otra fuente importante de morbilidad en el TPH
[149]

. 

El tiempo hasta el injerto hematopoyético es variable de unos pacientes a otros y es 

dependiente de múltiples factores: el tipo de neoplasia y su estado al trasplante, la 
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infiltración medular, el tratamiento previo acumulado con citostáticos o con radioterapia, el 

tipo de acondicionamiento, el número de PH que se trasplantan y el uso de factores de 

crecimiento postrasplante, entre otros
[10]

.  

g) Recuperación hematológica: Se entiende como injerto hematopoyético a la recuperación 

mantenida de cifras de neutrófilos en sangre periférica por encima de 0,5 x10
9
/L y de 

plaquetas por encima de 20 x10
9
/L, sin soporte hemoterápico

[140;141]
. 

Suele iniciarse en entre el día +10 y el día +21, es más precoz cuando se emplea PHSP que 

con la médula ósea, y cuando es alta la dosis de células CD34+ infundidas
[10]

. Factores como 

la persistencia de enfermedad en el momento del trasplante y quimioterapia acumulada 

pretrasplante se asocian con un injerto más lento y con un mayor consumo de 

hemoderivados
[10]

.  

h) Reconstitución inmune: durante los primeros 6 meses postrasplante hay disminución de 

las células CD4+ y respuesta deficiente de los linfocitos T. La inmunidad humoral tarda en 

recuperarse entre 6-18 meses. 

 

I.2.5- Fuentes de progenitores hematopoyéticos. 

Las fuentes de las que podemos obtener PH son: la médula ósea, sangre periférica 

movilizada y sangre de cordón umbilical. 

La mayoría de PH residen en la médula ósea y por tanto ésta ha sido tradicionalmente la 

fuente de estas células para trasplante. En circunstancias normales un 1%-3% de las células de 

la médula pueden ser CD34+ pero durante su recolección, un rango del 25 al 75% del material 

aspirado es sangre periférica, haciendo que el recuento de células CD34+ sea 

significativamente dependiente de la calidad del producto recogido
[150]

. 
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En la práctica, la extracción de médula tiene el objetivo de recolectar una dosis de al menos 

3 x 10
8
/células mononucleadas totales/Kg. Esta cantidad representa el 1-5% del volumen total 

medular y se estima que proporciona 3 x 10
6
 células CD34+/Kg paciente

[150]
. 

Los PH circulan en la sangre periférica en cantidades muy pequeñas, 1-9 células 

CD34+/mcL
[151]

. Sin embargo estas células aumentan de forma transitoria en SP tras la 

administración de quimioterapia y de los factores de crecimiento hematopoyéticos como el G-

CSF o el GM-CSF
[152]

. Estos procedimientos son muy efectivos movilizando los PH a sangre 

periférica (hasta 20-100 veces la concentración basal), aunque existen factores que influyen 

en la movilización como la enfermedad de base del paciente, la presencia de tumor o fibrosis 

medular o la administración previa de radioterapia pélvica o quimioterapia
[153-155]

. El objetivo 

en la recolección de PHSP es conseguir una dosis superior a 2 x 10
6
 células CD34+/Kg de 

receptor
[10]

 aunque dosis superiores a 5 x 10
6
 células CD34+/Kg se correlacionan con un 

injerto más rápido
[156]

. 

La sangre de cordón umbilical (SCU) como fuente de PH ha representado un avance 

significativo en el contexto del TPH alogénico, en particular para los pacientes sin hermano 

HLA-compatible que no encuentran un donante no emparentado apropiado
[157]

. Además, la 

SCU está disponible en una media de 19 días, mientras que el tiempo requerido para encontrar 

un donante no emparentado HLA-compatible es de 49 días, un factor relevante para aquellos 

pacientes que necesitan un TPH urgente 
[158]

. 

La elección de la fuente de progenitores para un TPH se basa en la urgencia del trasplante y 

en las diferentes capacidades de injerto e inmunomodulación que aportan estos inóculos, por 

lo que debe ajustarse a las necesidades de cada paciente. En el caso del TPH autólogo, el 90% 

de los trasplantes se realizan a partir de PH de sangre periférica.  
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I.2.6- Movilización de progenitores hematopoyéticos. 

Durante la vida embrionaria y fetal tiene lugar un intenso tráfico de PH a través de la sangre 

periférica. Este fenómeno es la continuación del movimiento migratorio que establece la 

actividad hematopoyética en el hígado fetal en las primeras semanas de desarrollo. En 

realidad, este tráfico de progenitores continúa a lo largo de toda la vida, aunque de forma 

mucho más limitada, y es un fenómeno de gran importancia fisiológica para la homeostasis 

hematopoyética
[10]

.  

En el adulto el número de PH circulantes en situación basal es muy reducido. Brown y col. 

encuentran una media de 4.3 células CD34+/μL en una muestra de 47 donantes sanos
[152]

. En 

pacientes previamente tratados con quimioterapia es la norma encontrar cifras aún menores. 

En determinadas circunstancias fisiológicas, como el ejercicio, se produce un aumento 

moderado de los niveles de progenitores circulantes
[159]

. Sin embargo, desde el punto de vista 

del trasplante tienen mucha mayor trascendencia los aumentos que se producen durante la 

recuperación de una aplasia tras un ciclo de quimioterapia o tras la administración de 

determinadas citoquinas, por tratarse de incrementos importantes y reproducibles, y por tanto 

susceptibles de ser usados para obtener células para su uso terapéutico
[10]

. El aumento del 

número de progenitores circulantes mediado por cualquier circunstancia recibe el nombre de 

movilización.  

Los mecanismos por los cuales se produce la movilización de progenitores aún no han sido 

definitivamente esclarecidos. En general, se acepta que los PH movilizados proceden de la 

médula ósea. Se ha demostrado que el tratamiento con G-CSF, la citoquina más utilizada para 

la movilización, altera los mecanismos de adhesión de las células progenitoras al 

microambiente medular, facilitando su salida hacia el torrente sanguíneo
[159]

. El fenómeno de 

movilización parece estar más ligado a la liberación de los anclajes que fijan las células a la 
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médula que a un aumento de la proliferación de los progenitores
[160;161]

 como el receptor 

CXCR4 presente en la superficie de las células CD34+ que se une a su ligando SDF1
[9]

. 

El primer procedimiento de movilización que se explotó para su uso clínico fue el que libera 

células progenitoras a la sangre durante la recuperación de una aplasia postquimioterapia
[85]

. 

Una de las conclusiones de estas experiencias fue que los regímenes capaces de producir una 

neutropenia profunda (por debajo de 0,5 x 10
9
/L) son los que tienen más posibilidades de 

generar una respuesta movilizadora suficiente
[162]

. Los inconvenientes fundamentales de este 

tipo de movilizaciones vienen dados por las complicaciones clínicas asociadas y por la 

variabilidad entre pacientes en la dinámica de recuperación, que hace difícilmente 

programable la recolección. 

La asociación de factores de crecimiento recombinantes al mecanismo anterior, ya sea GM-

CSF
[29]

, G-CSF
[163;164]

 o interleukina 3 asociada a GM-CSF
[165]

, contribuyó a disminuir la 

duración de las aplasias, a hacer algo más reproducible la dinámica de la movilización y a 

conseguir movilizaciones más intensas. 

El efecto movilizador del G-CSF administrado en una situación de hematopoyesis basal se 

apreció por primera vez a finales de los años 80
[166]

. Posteriormente, Sheridan y col.
[84]

 

demostraron que tras la administración de 12 mcg/Kg al día de G-CSF se multiplicaba por 58 

la cifra basal absoluta de CFU-GM en la sangre periférica y ello permitía recolectar un 

número suficiente de progenitores como para acelerar la dinámica de injerto respecto de 

controles históricos de TPH autólogo. Estudios posteriores confirmaron que la movilización 

con G-CSF incluye tanto progenitores con un grado intermedio de diferenciación como 

progenitores inmaduros
[166]

. En cuanto al número total de células CD34+, la movilización con 

G-CSF es similar a la obtenida con la combinación de quimioterapia con un factor de 

crecimiento
[167;168]

. Además, la cinética de movilización con G-CSF es predecible, segura y 
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prácticamente exenta de toxicidad, por lo que se ha convertido en el esquema de movilización 

más utilizado.  

 

I.2.7- Recolección celular. 

La obtención de PH de sangre periférica para el trasplante se basa en la utilización de 

procesadores celulares de aféresis. Estos equipos son capaces de separar componentes 

sanguíneos a escala clínica, de forma automática y en un sistema cerrado. Un mecanismo de 

centrifugación permite discriminar los distintos componentes de la sangre de acuerdo a su 

densidad. Las características morfológicas y la densidad de los PH son similares a las de las 

células linfoides
[169]

. Además, los PH constituyen un porcentaje mínimo de los leucocitos, 

casi siempre inferior al 1% incluso después de una movilización satisfactoria. Por ello, los 

programas de recolección de PHSP mediante leucoaféresis incluyen toda la población de 

células mononucleadas, con la seguridad de que entre ellas se encuentran las células 

progenitoras
[10]

. 

Los procesadores más idóneos para la recolección de PH son los denominados de flujo 

continuo. Estos sistemas utilizan simultáneamente durante todo el proceso dos accesos 

venosos, uno para extraer la sangre del donante y otro para devolvérsela deplecionada del 

componente que está recogiendo. De esta manera se consigue que el volumen de sangre en el 

circuito extracorpóreo sea mínimo y que la devolución al paciente de sangre anticoagulada 

con quelantes del calcio sea paulatina, mejorando su tolerancia. En conjunto, con los 

procesadores de flujo continuo es posible procesar mayores volúmenes de sangre y conseguir 

un mejor rendimiento que con los de flujo discontinuo (equipos que utilizan una sola vía por 

la que extraen y devuelven la sangre alternativamente)
[10]

. 

 

 



Eficacia y Seguridad del Lavado de DMSO en PHSP para TASPE  

 

 
51 

 

Introducción 

II. Criobiología y progenitores hematopoyéticos. 

El producto celular recolectado por aféresis debe mantenerse en unas condiciones que 

garanticen su viabilidad y funcionalidad hasta el momento adecuado para su infusión. Aun en los 

casos en que el trasplante autólogo sigue inmediatamente a la recolección, este periodo de 

tiempo rara vez es inferior a una semana. Se trata del tiempo mínimo necesario para concluir la 

recolección, administrar el tratamiento de acondicionamiento y respetar un periodo de entre uno 

y tres días para que el organismo metabolice y elimine completamente los citostáticos. Aunque 

se han ensayado otras alternativas
[92;170]

, el procedimiento más utilizado para conservar los PH 

durante este intervalo es la criopreservación. 

 

II.1- La membrana citoplasmática. 

 

II.1.1- Estructura de la membrana citoplasmática. 

La estructura y composición de la membrana citoplasmática determina los principales 

eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservación celular. El 

comportamiento de la membrana celular durante la congelación y descongelación definirá 

los índices de supervivencia del inóculo descongelado
[13]

. 

La membrana de las células eucariotas, independientemente de su composición, tiene una 

estructura organizada según el modelo de mosaico fluido de SJ. Singer y GL. 

Nicholson
[171]

 (fig. 6). Así, las membranas citoplasmáticas son bicapas lipídicas continuas 

en las que las proteínas están intercaladas y por las que los lípidos pueden difundir a través 

de la monocapa en la que se encuentran
[172]

. Estas membranas se componen de lípidos 

anfipáticos, proteínas y un pequeño porcentaje de carbohidratos (los carbohidratos pueden 

estar unidos a lípidos o proteínas formando glicolípidos y glicoproteínas respectivamente). 

A modo de ejemplo, la membrana citoplasmática de los eritrocitos se compone de un 49% 
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de proteínas, un 43% de lípidos y un 8% de carbohidratos
[173]

. Aunque la composición en 

porcentaje de peso seco es similar para los lípidos y las proteínas en las membranas 

citoplasmáticas, existen muchas más moléculas de lípidos porque son moléculas más 

pequeñas; una relación 100:1 de moléculas de lípido:proteína es lo más habitual pudiendo 

ser de hasta 400:1 en células especializadas como las gliales (mielina). En membranas 

mitocondriales esta relación disminuye hasta 30:1 por el alto contenido en proteínas 

específicas
[172]

.  

 

 
 

Fig. 6. Esquema de la membrana plasmática según el modelo de mosaico fluido de Singer y Nicholson. (Tomada de 

http://www.educared.org/wikiEducared/La_membrana_plasm%C3%A1tica.html, acceso 10/07/12). 
 

 

La membrana citoplasmática funciona como una barrera semipermeable permitiendo el 

paso de pequeñas moléculas, pero impidiendo el flujo de las moléculas orgánicas 

producidas en su interior, actuando por tanto como una barrera permeable selectiva. 
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El tamaño de la partícula, su polaridad y la carga iónica determinan el paso a través de las 

membranas y de esta forma, pequeñas moléculas como las de agua, etanol, glicerol y 

oxígeno pasan a través de la membrana, mientras que la glucosa no lo hace. En general, 

cuanto menos polar es una molécula (más hidrofóbica) más rápido puede pasar la 

membrana porque puede “disolverse” en la bicapa; las membranas son altamente 

impermeables a las moléculas cargadas o iones. 

 

II.1.2- Composición de la membrana citoplasmática. 

Los lípidos, como componentes más abundantes de la membrana citoplasmática, 

determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante los procesos de 

criopreservación. Los lípidos más abundantes en las membranas citoplasmáticas de las 

células eucariotas son el colesterol y los fosfolípidos, que se encuentran en similares 

concentraciones molares. Los glicolípidos constituyen habitualmente un 2% de los lípidos 

de membrana y su porción carbohidratada está exclusivamente expuesta en la parte externa 

de la membrana, sugiriendo una función de señalización y/o comunicación intercelular 

para estos lípidos
[174]

. 

La estructura de los lípidos más abundantes de la membrana se presenta a continuación: 

- Fosfolípidos: Estructuras anfipáticas organizadas por un grupo polar (colina, serina, 

etanolamina) y uno apolar formado por dos ácidos grasos de longitud de cadena variable 

(14-24 átomos de carbono). Normalmente, una de las cadenas arílicas no contiene dobles 

enlaces (saturada) mientras que la otra si los contiene (insaturada)
[172]

. 

- Colesterol: Estructura de esteroide, con 4 anillos hidrocarbonatos unidos 

(ciclopentanoperhidrofenantreno) de los que cuelgan una cola hidrocarbonada y un grupo 

hidroxilo (polar) en el lado contrario
[174]

. 
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El empaquetamiento y la posición de estas moléculas en las bicapas determinarán la 

rigidez de las membranas y por tanto el transporte de moléculas. Este transporte a través de 

las membranas es el punto crítico para la supervivencia celular post-descongelación. 

 

II.1.3- Empaquetamiento de los lípidos de membrana. 

En las bicapas, los ácidos grasos de los fosfolípidos se posicionan en paralelo los unos a 

los otros mientras que el colesterol se intercala entre ellos. Este empaquetamiento de las 

cadenas hidrofóbicas hace que interaccionen entre ellas y se estabilicen por fuerzas de van 

der Waals. Cuanto más difícil sea este empaquetamiento más fluida será la membrana. 

Cuanto más larga es la cadena del ácido graso, más fácilmente se forman estas uniones y 

más rígida es la membrana
[172]

. 

Asimismo, la existencia de dobles enlaces en las cadenas hidrofóbicas de los fosfolípidos 

introduce cambios de orientación en las cadenas y hace que estas moléculas no 

interaccionen tan fácilmente entre sí y por tanto que la membrana sea más fluida (fig. 7.1-

7.2). La presencia de moléculas de colesterol en la bicapa le proporciona rigidez a 

temperaturas fisiológicas por la unión de sus anillos a las cadenas de ácidos grasos (impide 

su libre movimiento y por tanto disminuye la fluidez) pero impide, por razones estéricas, 

que las cadenas de ácidos grasos se empaqueten libremente (cristalicen) al disminuir la 

temperatura, aumentando en ese momento, la fluidez de las membranas
[172]

. 

 
 

Fig. 7.1. Posición de los fosfolípidos y el colesterol en las membranas plasmáticas. (Modificado de 

Rodriguez L: "Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat 

Autònoma Barcelona, 2005, p 15). 
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Fig. 7.2. Influencia de los dobles enlaces en el empaquetamiento de membrana. (Modificado de Rodriguez L: 

"Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat Autònoma Barcelona, 2005, p 15). 

 

 

II.2- Respuesta celular a las bajas temperaturas. 

 

II.2.1- Conceptos generales. 

La viabilidad celular asociada a los procesos de criopreservación depende casi 

exclusivamente de la integridad de la membrana. Los procesos de congelación y 

descongelación producen un movimiento de solutos y de moléculas de agua a través de las 

membranas celulares que pueden superar la resistencia física de éstas. En este sentido la 

mayoría de los procesos de transporte a través de membrana dependen de la fluidez de ésta, 

que a su vez depende de las propiedades de las cadenas de ácidos grasos y de la 

temperatura
[175]

. 

Los ácidos grasos pueden existir en un estado rígido ordenado (gel) o en uno más flexible 

y relativamente desordenado (fluido). La transición de un estado al otro se da en un rango 

de temperaturas, la media del cual se conoce como temperatura de transición de fase 

(Temperatura Melting, Tm)
[172;174]

. Esta Tm será mayor o menor dependiendo la 

composición de los ácidos grasos que componen la membrana, esto es, el grupo polar, la 

longitud del grupo acilo y la saturación de la cadena. La mayoría de las membranas de 

células eucariotas tienen su Tm entre los 0ºC y los 20ºC
[176]

. 
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La transición de fase de una membrana citoplasmática no se da simultáneamente en todos 

sus fosfolípidos y por tanto se espera la coexistencia de dominios en estado fluido y 

dominios en estado sólido (gel) durante la transición
[177]

. Esta situación produce defectos 

en el empaquetamiento de las membranas y está asociado a una mayor permeabilidad de 

solutos a través de la membrana. Así, se ha demostrado que al alcanzar la Tm en una 

bicapa determinada, se produce la mayor pérdida de solutos a través de la membrana
[176]

. 

Alternativamente, se ha propuesto la pérdida de lípidos de membrana durante la 

deshidratación celular que tiene lugar en el proceso de congelación como un mecanismo 

mediante el cual la membrana citoplasmática pierde capacidad de expansión durante la 

rehidratación, al volver a condiciones isotónicas, comprometiendo en ese momento la 

integridad de membrana
[178]

. 

Por último, las bajas temperaturas (asociadas al aumento de la rigidez de membrana) y la 

rapidez (décimas de segundo) a la que suceden los cambios osmóticos en los procesos de 

congelación y descongelación hace muy difícil el movimiento de moléculas a través de la 

membrana, sea mediante procesos de transporte activo (dependientes de adenosíntrifosfato 

o ATP, y en donde la disminución de Tª de 25ºC a 10ºC reduce en un 60% la actividad de 

las bombas dependientes de ATP)
[179]

, procesos de difusión facilitada o cotransporte 

(transporte concomitante de dos moléculas a través de la membrana dependiente una de 

ellas de ATP y/o iones H
+
) (fig. 8). En consecuencia, los procesos de difusión y ósmosis 

son los que predominan en los momentos de estrés osmótico
[174]

 asociados a la congelación 

y descongelación y, adicionalmente, los que conducirán el movimiento de agua a través de 

la membrana y su integridad. 

 



Eficacia y Seguridad del Lavado de DMSO en PHSP para TASPE  

 

 
57 

 

Introducción 

 
 

Fig. 8. Tipos de transporte: activo y pasivo.  
(Tomada de http://www.educared.org/wikiEducared/La_membrana_plasm%C3%A1tica.html, acceso 10/07/12). 

 

 

II.2.2- Difusión y ósmosis.  

La difusión es el movimiento continuo de moléculas en los líquidos con tendencia a 

alcanzar una distribución homogénea en todo el espacio que les es accesible, por ejemplo, 

el intercambio de nutrientes entre el plasma sanguíneo y las células del cuerpo tiene lugar 

en el lecho vascular por difusión
[175]

. 

La expansión de una sustancia se debe al movimiento caótico de sus partículas que la 

lleva a ocupar todo el volumen disponible. Cuando las moléculas o las partículas de un 

soluto están disueltas en un solvente, también están en continuo movimiento al azar. Si en 

una determinada zona hay mayor concentración del soluto, el choque entre las partículas es 

más frecuente que donde la concentración es menor y se produce un movimiento neto de 

partículas hacia la zona menos concentrada
[175]

. De esta forma, las moléculas del soluto 

tienden a repartirse homogéneamente en el seno del disolvente, lo cual se alcanza al cabo 

de cierto tiempo. Así se logra que cada unidad de volumen tenga la misma concentración 

de soluto, y por tanto se alcance el equilibrio. 
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La magnitud de la tendencia a difundir desde una zona a otra si está presente una 

membrana que separe las dos zonas está definida por la ley de difusión de Fick
[180]

: el flujo 

difusivo que atraviesa una superficie (J en mol cm
-2

s
-1

) es directamente proporcional (el 

coeficiente de proporcionalidad se llama  coeficiente de difusión (D), en cm
2
s

-1
) al 

gradiente de concentración (c es la diferencia de concentraciones molares), e 

inversamente al grosor de la membrana ():    J= D c/ 

La ósmosis se denomina  al proceso de difusión de agua dependiente de un gradiente de 

concentración, es por tanto el movimiento del agua desde soluciones con baja 

concentración de soluto hasta soluciones con alta concentración de soluto y la presión 

osmótica es aquella que debemos ejercer para contrarrestar ese movimiento. Por tanto la 

presión osmótica es la presión hidrostática que se genera a través de una membrana 

semipermeable o permeable selectivamente con un gradiente de concentración a lado y 

lado. Como la presión osmótica producida por un soluto es proporcional a la concentración 

del mismo en número de moléculas o iones, expresar la concentración del soluto en masa 

carece de valor para indicar la presión osmótica. Para poder expresar la concentración de 

soluciones osmóticas según el número de partículas, se utiliza la unidad denominada osmol 

en lugar de gramo. Luego, un osmol es el número de moléculas contenidas en la molécula 

gramo de soluto sin disociar
[175]

. 

 

II.2.3- Osmolaridad. 

La presión  osmótica depende exclusivamente del número de partículas disueltas (moles) 

por unidad de volumen, con independencia de su carga eléctrica, peso o fórmula química. 

Dada la dificultad para medir kilogramos de agua en una solución, cuando se habla de las 

características osmóticas de los líquidos corporales suele emplearse el término de 

osmolaridad, que es la concentración osmolar expresada como osmoles por litro de 
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solución, en lugar de en osmoles por kilogramo de agua (osmolalidad)
[175]

. Para una 

solución al 10% de DMSO, la osmolaridad teórica será la suma de la osmolaridad del 

plasma (300 mOsm) más la debida a la presencia del crioprotector. Un 10% v/v (volumen 

1:1)  de DMSO corresponde a una concentración molar de 1,4 moles o 1400 mmol/L 

(Osmolaridad plasma al 10% v/v DMSO = 1700 mOsm/L). 

Esta es la presión osmótica a la que se vería sometida una célula que se encuentra en un 

medio isotónico al que añadimos en un solo paso un 10% v/v de DMSO. En realidad, la 

adición del crioprotector a las células a criopreservar se hace paulatinamente durante 

aproximadamente cinco minutos a 4ºC, y a partir de adiciones discretas de una solución 

20% v/v DMSO hasta completar una dilución v/v del material a congelar, hasta doblar su 

volumen. De esta manera y a pesar de los movimientos de agua y solutos a través de la 

membrana a consecuencia de la presión osmótica generada, se consigue mantener el 

volumen celular dentro de unos rangos de seguridad que no exceden sus capacidades 

mecánicas.  

 

II.3- Criopreservación celular. 

II.3.1- Conceptos generales. 

II.3.1.1- Congelación.  

El objetivo principal de la criopreservación de PH es mantener la viabilidad y 

funcionalidad de los productos celulares a bajas temperaturas durante periodos cortos de 

tiempo (SP, MO) o incluso durante décadas (SCU). Los productos criopreservados se 

almacenan a -196ºC (N2 líquido). A esta temperatura no existen fenómenos de difusión 

ni energía térmica suficiente para llevar a cabo las reacciones químicas y por tanto las 

dificultades de la congelación no derivan de la permanencia a temperaturas bajas sino 

de los procesos de congelación y descongelación
[181]

. 
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Durante el proceso de congelación se producen diversos cambios fisicoquímicos en el 

espacio extracelular y las células responden a éstos actuando como osmómetros (se 

hidratan y deshidratan).  

El hielo se forma preferentemente en la solución extracelular que, simplificando, está 

formada de agua y solutos. Al producirse la cristalización, las moléculas de agua se 

incorporan al hielo mientras que el soluto queda excluido de la fase sólida. De esta 

manera, el espacio extracelular que se va concentrando progresivamente (se va haciendo 

cada vez más hipertónico) a la vez que el potencial perturba el equilibrio termodinámico 

entre los espacios intra y extracelular y, produce una salida de agua de la células que 

intenta revertir el desequilibrio. En consecuencia, la célula se deshidrata 

progresivamente a medida que el espacio extracelular se va concentrando y al mismo 

tiempo que el agua que exporta la célula se congela en el exterior (fig. 9.1-9.4)
[182;183]

. 

 

II.3.1.2- Descongelación
[181]

. 

Durante la descongelación se reproducen los cambios osmóticos inversos a los 

descritos para la congelación. Así, cuando el agua congelada cambia de estado (sólido a 

líquido), la concentración de solutos en el medio extracelular se reduce progresivamente 

y la célula vuelve a hidratarse para compensar esta diferencia de concentraciones entre 

el exterior y el interior celular (fig. 10.1-10.2). La toxicidad del crioprotector y las 

condiciones de osmolaridad elevada determinaran en este momento la supervivencia 

celular dependiendo, básicamente, del tiempo de exposición a estas condiciones y de la 

temperatura. 
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Fig. 9.1. Adición del crioprotector y equilibrio 

entre el exterior y el interior celular. 
 

 
 

Fig. 9.2. Sobreenfriamiento de la suspensión 

celular. 

 
 

Fig. 9.3. Nucleación, formación de hielo y 

aumento de la osmolaridad extracelular. 

 

 

 

Fig. 9.4. Deshidratación celular en respuesta a la 

congelación. 
(Modificadas de Rodriguez L: "Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat Autònoma Barcelona, 2005, 

p 23). 

 

 
 

Fig. 10.1. Descongelación y disminución de la 

osmolaridad extracelular.      

 
 

Fig. 10.2. Entrada de agua a la célula en el proceso 

de descongelación. 
(Modificadas de Rodriguez L: "Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat Autònoma Barcelona, 2005, 

p 25). 
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II.3.2- Lesiones crioinducidas. 

Existen diferentes teorías sobre los mecanismos de daño celular durante la congelación de 

células vivas. Los más evidentes y demostrados empíricamente son aquellos producidos 

por la formación de hielo y los relacionados con la deshidratación celular (estrés osmótico) 

que tiene lugar durante el proceso de congelación
[184]

. 

 

II.3.2.1- Formación de hielo. 

La existencia de solutos en el agua produce un descenso del punto de congelación 

(descenso crioscópico) y en consecuencia, la cristalización del agua se produce a 

temperaturas menores a la del punto de congelación del agua pura. Este fenómeno 

produce, al disminuir la temperatura, un sobreenfriamiento de la muestra
[185]

. En una 

solución sobreenfriada la formación de hielo depende de la probabilidad de formación 

de un punto de nucleación, punto de inicio de un frente de cristales de hielo, que es 

inversamente proporcional a la temperatura. La nucleación se puede dar al azar 

(nucleación homogénea) o mediante una inducción externa (nucleación 

heterogénea)
[186]

.  

Así, el hielo se forma a partir de un punto de nucleación donde se inicia la transición 

de fase (hielo-agua) y al que se van añadiendo moléculas de agua que hacen crecer el 

cristal de hielo. El crecimiento de cristales de hielo durante el descenso de temperaturas 

podría ejercer un daño mecánico sobre las membranas celulares causando lesiones 

irreversibles que conducirían a la muerte celular. Los cristales de hielo se pueden formar 

en el exterior y en el interior celular (es más difícil su formación por el menor número 

de moléculas de agua libre y el efecto protector de la membrana)
[10]

.  
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II.3.2.1.1- Hielo extracelular. 

La formación de los cristales extracelulares va incorporando moléculas de agua y 

liberando los solutos, con lo que la osmolaridad aumenta progresivamente
[10]

. Se ha 

demostrado que la formación de hielo extracelular no es causa de lesión porque las 

células criopreservadas se mantienen en canales de solución no congelada mientras 

crecen los cristales de hielo en la solución extracelular superenfriada. Cuando la 

temperatura del medio alcanza los -130ºC, el agua no existe en estado líquido y los 

canales donde se encuentran las células se encuentran en un estado vítreo (con una 

alta viscosidad, 10
13

 poises) y sin cristalización, un estado en el que los fenómenos 

de difusión de las reacciones bioquímicas no son posibles
[187]

. 

En el proceso de congelación de material biológico, por encima de los -5ºC, las 

células y el líquido extracelular se mantienen sin congelar (sobreenfriados), entre los 

-5ºC y los -10ºC tiene lugar la formación de hielo en el espacio extracelular pero no 

dentro de la célula posiblemente por la barrera física que impone la membrana 

celular al proceso de nucleación y al crecimiento de los cristales de hielo. Asimismo, 

la probabilidad de iniciar la nucleación en el medio intracelular es mucho menor que 

en el medio extracelular ya que la nucleación (primer evento para la formación de 

hielo) está directamente relacionada con el tamaño del compartimento a congelar
[188]

. 

 

II.3.2.1.2- Hielo intracelular. 

En el momento en el que se inicia la nucleación y posterior crecimiento de los 

cristales de hielo en el espacio extracelular (<-10ºC), se produce una disminución de 

la proporción de agua extracelular en estado líquido que provoca una salida neta de 

agua intracelular para equilibrar el potencial químico del agua a lado y lado de la 
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membrana (deshidratación celular). En este momento, lo que suceda en el espacio 

intracelular depende básicamente de la velocidad de enfriamiento
[188;189]

. 

Si la velocidad con que desciende la temperatura es muy rápida, es posible evitar la 

salida de agua de la célula, pero a costa de que aumente la probabilidad de formación 

de núcleos heterogéneos y cristales de hielo intracelulares, que pueden contribuir a la 

destrucción celular mecánica
[185]

. La célula puede no ser capaz de deshidratarse 

suficientemente rápido y al llegar a la temperatura de nucleación, el agua remanente 

se congela formando hielo intracelular (fig. 11). Este alcanzará un tamaño mayor o 

menor dependiendo de la velocidad de enfriamiento. En general, cuanto más rápida 

es la congelación más pequeños serán los cristales. 

Si por el contrario la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta, este efecto 

puede conducir a la muerte celular por mecanismos no totalmente esclarecidos, pero 

en los que la deshidratación y la reducción del tamaño celular tienen un papel 

importante
[190;191]

. Con una velocidad de enfriamiento adecuada, la célula se 

deshidratará y concentrará intracelularmente antes de alcanzar la temperatura de 

nucleación, de forma que la posibilidad de congelación intracelular y 

consecuentemente de daño celular se minimizará
[192]

. 

En general, la supervivencia celular a la congelación será máxima a una velocidad 

de enfriamiento óptima, que es específica para cada tipo celular. A velocidades 

mayores o menores a la óptima, la muerte celular aumenta y las causas serán la 

formación de hielo intracelular y el daño osmótico resultante de la concentración de 

solutos (fig. 12). Si es posible alcanzar temperaturas en torno a los 40ºC bajo cero, el 

riesgo para la célula disminuye. Esta es la temperatura eutéctica de este sistema, a la 

cual se produce la nucleación homogénea o vitrificación, con formación de cristales 

amorfos, sin estructura cristalina, que no dañan las estructuras celulares
[186]

. 
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Fig. 11. Efecto de la velocidad de congelación en la formación de hielo intracelular. (Modificado de Rodriguez L: 

"Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat Autònoma Barcelona, 2005, p 

30). 

 

 

 

 

 
 

Fig. 12. Naturaleza de los daños crioinducidos según la velocidad de congelación. (Tomado de 

Rodriguez L: "Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat 

Autònoma Barcelona, 2005, p 31). 
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II.3.2.2- Estrés osmótico. 

De acuerdo a  Mazur
[192]

 (uno de los pioneros de la criobiología), los periodos  críticos 

para la supervivencia celular durante la criopreservación son la fase inicial del 

enfriamiento y el periodo de retorno a condiciones fisiológicas. Si bien una velocidad de 

enfriamiento adecuada es necesaria para evitar la congelación intracelular, per sé no 

garantiza la supervivencia celular. Mazur
[192]

, postula que la lesión celular crioinducida 

podría explicarse en función de la formación de hielo intracelular (consecuencia de una 

velocidad de enfriamiento inadecuada) y el estrés osmótico al que se ven sometidas las 

membranas celulares durante la congelación a consecuencia de la formación de hielo y 

al retornar a las condiciones fisiológicas de osmolaridad. 

Existen básicamente dos teorías para explicar el fenómeno de estrés osmótico durante 

la criopreservación; la de Lovelock
[193]

 y la de Merymann
[194]

, son complementarias y 

aunque los resultados experimentales las avalan, los mecanismos celulares exactos no se 

conocen. 

En 1953 Lovelock publica un trabajo con eritrocitos humanos a los que se expone a 

diferentes soluciones hipertónicas para simular el efecto de la congelación y demuestra 

empíricamente que la concentración de solutos produce per sé un efecto deletéreo sobre 

las células. Los mecanismos propuestos a este respecto son las interacciones del soluto 

iónico con las proteínas que producirían la desnaturalización de proteínas de membrana 

y/o facilitarán la formación de puentes disulfuro entre aminoácidos
[195]

. 

Alternativamente, Merymann (1971)
[194]

 propone la hipótesis del volumen celular 

mínimo que relaciona el efecto de la deshidratación producida durante la concentración 

de solutos (congelación) y la muerte celular (lisis) con la vuelta a las condiciones 

isotónicas después de la descongelación (choque osmótico)
[184]

. La hipótesis se basa en 
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la observación de que, aunque algunas células presentan alteraciones en la membrana 

dependiendo de la concentración de solutos y del tiempo de exposición a las 

condiciones hipertónicas, la lisis celular se produce al retornar a condiciones isotónicas 

debido a que la hipertonicidad intracelular produce una entrada masiva de agua que 

conduce a la lisis osmótica (choque osmótico). 

La hipótesis del "volumen celular mínimo"
[196]

 explica los mecanismos de daño celular 

producido por la concentración de sales durante la congelación y se basa en que el 

volumen celular se reduce a medida que aumenta la osmolaridad extracelular 

(formación de hielo). A medida que la célula pierde volumen la compresión del 

contenido citoplasmático aumenta la resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen 

(pérdida de agua), en consecuencia, la progresiva incapacidad de la célula a responder a 

los cambios osmóticos externos produce una presión hidrostática a través de la 

membrana citoplasmática que llegado a un punto (volumen celular mínimo) excederá la 

resistencia física de la membrana y producirá cambios irreversibles en su permeabilidad.  

 

II.3.2.3- Parámetros biofísicos.  

El volumen osmóticamente inactivo de una célula define el agua que nunca dejará el 

interior celular en respuesta a un aumento de concentración de solutos en el espacio 

extracelular por estar asociado a las macromoléculas y estructuras intracelulares, este 

volumen está relacionado con la hipótesis de volumen mínimo de Merymann. Para las 

células CD34+ de SCU se ha definido en un 0,2-0,36 del volumen de la célula en 

condiciones isotónicas
[197]

. Por tanto, si la deshidratación celular llega al volumen 

osmóticamente inactivo, aproximadamente el 60% del volumen celular en condiciones 

isotónicas, se somete a la célula a un estrés osmótico que puede comprometer su 

viabilidad. 
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II.3.3- Concentración celular durante la congelación de progenitores 

hematopoyéticos.  

La concentración celular utilizada en la mayoría de protocolos de criopreservación 

proviene de la aplicación práctica de consideraciones como congelar más de una bolsa de 

aféresis o minimizar el volumen total a congelar para optimizar el espacio destinado al 

almacenamiento
[150]

. El paradigma de este hecho es la sangre de cordón umbilical para la 

que se han desarrollado protocolos de separación de eritrocitos y reducción de volumen 

para congelar volúmenes tan pequeños como de 25 mL asegurando un 90% de 

recuperación de progenitores hematopoyéticos
[198]

. Adicionalmente, aunque algunos 

laboratorios limitan la concentración de células nucleadas en los productos criopreservados 

otros definen la cantidad máxima de eritrocitos, granulocitos o plaquetas a congelar.  

Teóricamente, la congelación de células a altas concentraciones puede resultar en bajas 

recuperaciones postdescongelación a causa del limitado espacio en los canales de solución 

no congelada que existen entre los frentes de hielo formados durante la congelación y la 

presión física de las células en estos canales debida al empaquetamiento. 

Por esta razón desde la introducción de la sangre periférica como fuente de PH se 

recomendaron en los productos criopreservados concentraciones de CT menores de 100     

x10
6
/mL

[160;199]
. Posteriormente y con la intención de reducir costos y espacio en los 

procesos de criopreservación sin comprometer la eficiencia clonogénica, ni la recuperación 

ni la viabilidad de los PH, se realizaron estudios de funcionalidad postdescongelación y 

recuperación hematológica postinfusión con aféresis altamente concentradas
[200;201]

. En 

estos trabajos se utilizaron concentraciones de 243 x10
6
 CT/mL y 370 x10

6
 CT/mL en los 

productos congelados y aunque Keung
[200]

 reportó una pérdida de capacidad clonogénica 

en los productos descongelados, Rowley
[201]

 y otros autores
[202]

 no observaron este 

fenómeno congelando a concentraciones más altas. Es de destacar que ambos coinciden en 
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que la recuperación hematológica y la toxicidad postinfusión no se vieron afectadas por la 

utilización de altas concentraciones en el producto congelado. 

 

II.3.4- Crioprotectores. 

Además de una adecuada velocidad de enfriamiento para mejorar la viabilidad celular, es 

necesario alterar el comportamiento físico-químico de las soluciones acuosas en las cuales 

tiene lugar la criopreservación, para ello se añaden al medio de congelación agentes 

crioprotectores (ACP). Los ACP son sustancias muy hidrosolubles que disminuyen el 

punto eutéctico (temperatura mínima a la que una solución se encuentra en estado líquido) 

de una  solución determinada. El descenso del punto eutéctico implica que se alcanzará una 

concentración dada de solutos a una temperatura menor, de forma que en el momento en el 

que se induce la nucleación en el espacio extracelular la célula estará más hidratada y el 

gradiente osmótico al que estará sometida será menor en el momento en que el espacio 

extracelular se congela
[203]

. 

Los crioprotectores pueden clasificarse en agentes penetrantes y no penetrantes, de 

acuerdo a la permeabilidad a través de la membrana celular
[203]

. 

a) Los ACP penetrantes son sustancias de bajo peso molecular y permeables a través de 

la membrana, que protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones a 

velocidad lenta. Los más utilizados son: 1,2-Propanodiol (PROH), DMSO, Etilen-glicol 

(EG), Glicerol. 

Si bien la célula es permeable a estos agentes su permeabilidad nunca es de la misma 

magnitud que la del agua. 

b) Los ACP no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, que son efectivas 

cuando se utilizan velocidades altas de congelación. No son crioprotectores propiamente 

dichos, ya que no penetran en la célula sino que ejercen su acción crioprotectora 
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promoviendo la rápida deshidratación celular y suelen usarse asociados a los agentes 

penetrantes. Los más utilizados son: Sacarosa, Glucosa, Dextrosa, Polivinil-pirrolidona 

(PVP), Dextrano, Polietilen-glicol (PEG). 

La adición de ACP ejerce per sé un estrés osmótico sobre las células porque aumentan la 

osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para compensar la fuerza 

osmótica inducida por la presencia de los ACP y después se hidratan a la vez que el agua 

vuelve al interior celular junto con el ACP permeable (fig. 13). 

 

 
 

Fig. 13. Variación de volumen de las células CD34+ de SCU en 

presencia de 10% v/v de DMSO a 22ºC. (Tomado de Rodriguez L: "Reconstitución de 

productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", 

Universitat Autònoma Barcelona, 2005, p 34). 

 

 

II.3.4.1- Dimetilsulfóxido. 

El DMSO (C6H6SO) es el crioprotector más utilizado en la congelación de PH de 

cualquier fuente
[204]

.  El DMSO puro es un líquido incoloro e inodoro con una densidad 

de 1108 g/cm
3
 y un peso molecular de 78.13 g/mol. La vida media del DMSO en 

plasma es de 20 horas aunque el DMSO2 (sulfato de dimetilo), resultante del 

metabolismo del DMSO, tiene una vida media de 72 horas y es excretado vía renal
[205]

. 
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Una pequeña proporción del DMSO se reduce a sulfuro de dimetilo (DMS) que es 

excretado a través de la respiración durante 24 horas después de la infusión (origen del 

olor característico, aliento y piel, que aparece durante la infusión)
[206]

. 

La concentración óptima para la criopreservación de progenitores hematopoyéticos 

parece ser la de un 10% v/v aunque concentraciones del 5% v/v
[207]

 y combinaciones 

con hidroxietilalmidón (5%-6%) también han sido reportadas con buenos resultados 

postdescongelación
[208]

. Finalmente, el DMSO se utiliza como crioprotector 

acompañado en la mayoría de los casos de una fuente de proteína (albúmina 

plasmática), autóloga o no, a una concentración final del 2%-5% v/v. 

Varias propiedades de este compuesto contribuyen a proteger las células del daño 

inducido por frío. Por una parte, es un agente coligativo, capaz de ligar moléculas de 

agua. El DMSO reduce el agua disponible para los cristales, haciendo que permanezca 

en su sitio manteniendo el equilibrio osmótico. Por otro lado, la viscosidad el DMSO 

aumenta de forma importante al descender la temperatura, lo que dificulta la formación 

de una estructura cristalina y favorece la vitrificación. Junto a todo ello, el DMSO es 

una sustancia extraordinariamente liposoluble, lo que posibilita su rápida difusión al 

interior de la célula. En contrapartida, este agente tiene un efecto tóxico sobre la célula a 

temperatura ambiente, por lo que es preciso reducir al mínimo el tiempo de contacto con 

las células en estas condiciones. La dilución del DMSO libera calor, y su incorporación 

rápida a la suspensión celular puede producir un daño osmótico.  

Para garantizar un descenso de la temperatura homogéneo y progresivo, a un ritmo 

adecuado (entre 1º y 3ºC por minuto hasta alcanzar la temperatura de vitrificación) se 

utilizan cámaras de criopreservación programada. Estos dispositivos van suministrando 

el nitrógeno líquido necesario para descender la temperatura de la cámara al ritmo 

previsto por un programa informático configurable según el tipo celular. En el momento 
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del cambio de estado el sistema genera un enfriamiento suplementario para compensar 

la liberación de calor. Una vez superada la temperatura de vitrificación, el descenso se 

puede producir a un ritmo mayor. La congelación programada según este esquema en 

presencia de un 10% de DMSO es un procedimiento reproducible y seguro para 

garantizar la viabilidad de los PH
[209]

 (fig. 14). 

Tras la criopreservación programada, el almacenamiento a temperaturas inferiores a    

-120ºC, ya sea en tanques de nitrógeno líquido o en ultracongeladores mecánicos (fig. 

15), permite la conservación de un producto celular útil para el trasplante durante largo 

tiempo
[210]

. Algunos autores han sugerido que simplemente con temperaturas inferiores 

a –80ºC es posible una conservación satisfactoria, al menos a corto plazo
[211]

. 

 

 

 

Fig. 14. Congelador biológico que permite la 

criopreservación de muestras de forma programada. 

 
 

Fig. 15. Tanque de nitrógeno líquido, que 

mantiene -196ºC en la fase líquida y entre -140ºC 

y -196ºC en la fase de gas para la conservación 

de los progenitores hematopoyéticos. 
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En el momento preciso para su infusión es recomendable descongelar rápidamente el 

producto celular, lo que se suele llevar a cabo en un baño a 37ºC en dos o tres minutos. 

Una descongelación más lenta supone un riesgo de recristalización intracelular, por la 

coexistencia en la bolsa de zonas parcialmente descongeladas con zonas congeladas aún 

a temperaturas muy bajas
[186]

. Una vez descongelado, la práctica habitual es infundir el 

producto celular al paciente en el curso de pocos minutos para evitar el efecto tóxico del 

DMSO a temperatura ambiente sobre las células. 

 

II.3.4.2- Cambios celulares debidos a dimetilsulfóxido tras la descongelación. 

Cuando enfrentamos un producto hematopoyético descongelado a una solución 

isotónica, la gran concentración intracelular de DMSO conducirá una introducción de 

agua del medio circundante a través de la membrana. En consecuencia, las células se 

expandirán para igualar la concentración del crioprotector a lado y lado de la membrana 

al mismo tiempo que el DMSO difundirá hacia el exterior celular que presentará una 

concentración menor de crioprotector. Como las células descongeladas son infundidas 

inmediatamente postdescongelación en la mayoría de instituciones, el plasma del 

paciente será la solución circundante que tendrá una concentración de DMSO igual a 

cero
[212]

. 

La descongelación del producto hematopoyético criopreservado es el último proceso 

antes de la infusión en el paciente. Los eventos fisico-químicos y la respuesta celular 

durante este proceso se han detallado en secciones anteriores (ver II.3.1, II.3.2). 

Simplemente añadir que este proceso se realiza mediante la inmersión del inóculo 

hematopoyético en un baño a 37ºC aplicando un suave masaje sobre la bolsa hasta que 

no queda hielo visible. Este proceso de descongelación rápida (> 100ºC/min) evita la 

recristalización del agua, asociación de pequeños cristales de hielo que al unirse pueden 
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crecer en tiempos cortos y dañar las membranas mecánicamente
[213]

. Si se han formado 

cristales microscópicos durante la congelación y debido a que estos tienen un estado de 

energía libre mayor que los cristales de más tamaño, al descongelarse tenderán a 

asociarse entre ellos para obtener un estado energético menor (termodinámicamente 

favorable) fusionándose y formando cristales de mayor tamaño que pueden perforar la 

membrana citoplasmática
[214]

. 

 

II.3.4.3- Toxicidad del dimetilsulfóxido. 

Podemos considerar la toxicidad del DMSO a dos niveles; toxicidad sobre las células 

criopreservadas (toxicidad celular) y toxicidad relacionada con la infusión. Así, 

debemos diferenciar entre los mecanismos que disminuyen la viabilidad y/o capacidad 

clonogénica de los progenitores hematopoyéticos en presencia de DMSO y la reacción 

fisiológica resultante de la infusión de éste. 

 

II.3.4.3.1- Toxicidad química celular. 

Los resultados experimentales publicados en referencia a la toxicidad química del 

DMSO sobre las células son contradictorios. Así, aunque existe una creencia 

generalizada de que el DMSO es tóxico a temperatura ambiente y no lo es a 4ºC, 

diversos autores reportan resultados a favor y en contra de esta teoría
[215-218]

. 

En 1978 Goldman
[217]

 publica que la capacidad clonogénica en MO descongelada 

disminuye en presencia de un 10% de DMSO y que ésta puede ser prevenida con una 

dilución 1/2 v/v en salino, sugiriendo que el choque osmótico tras una dilución 

brusca de los PH descongelados y la hiperosmolaridad son los factores responsables 

de este fenómeno. En 1982 Douay
[216]

 reporta la pérdida de un 15% de la capacidad 

clonogénica en MO descongelada y la atribuye a la toxicidad química del DMSO a 
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4ºC, sin embargo, estudios más recientes muestran como concentraciones de DMSO 

del 8%-10% tienen poco o ningún efecto sobre la capacidad clonogénica de los PH 

de MO y SP. Así, Rowley en 1993
[218]

 publica que la exposición de una hora de PH 

de MO y SP al DMSO (8-10%) no afecta a la capacidad clonogénica. 

Adicionalmente, en 1994 Branch
[215]

, reporta que la exposición de PH de MO 

descongelada a un 8% de DMSO durante dos horas no tiene efecto significativo en la 

recuperación de colonias. 

Rodriguez y col.
[13]

 demostraron que la presencia de DMSO en productos 

hematopoyéticos es deletérea para la conservación de los injertos descongelados, 

pues tras dos horas postdescongelación, a pesar de estar conservados a 4ºC, existe 

una disminución del recuento de células CD34+ vivas en un 50% y la recuperación 

clonogénica en un 60%. 

 

II.3.4.3.2- Toxicidad asociada a la infusión. 

La infusión del DMSO ha sido relacionada directamente con diversas reacciones 

adversas durante la infusión y está aceptado que éstas son dependientes de la dosis de 

crioprotector administrada
[219-221]

. Estas complicaciones van desde mareos hasta 

fallos renales agudos y paradas cardíacas, aunque las complicaciones más frecuentes 

son las náuseas, el vómito, el dolor abdominal y los escalofríos
[222;223]

. Estos 

síntomas, que no son totalmente prevenidos con la premedicación administrada antes 

de la infusión, desaparecen después de la infusión. 

Otras complicaciones como las variaciones de presión sanguínea, la disnea y la 

toxicidad cardíaca también se han asociado a la administración del DMSO
[224;225]

. En 

este sentido, Alessandrino
[219]

 reporta que la incidencia de la hipertensión fue del 

36% en un estudio con 75 pacientes sometidos a TPH. Aunque poco frecuentes, 
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también se han publicado complicaciones neurológicas
[226]

 en pacientes que han 

recibido PH criopreservados. Así, se han descrito episodios de amnesia global 

transitoria en 3 pacientes de una serie de 179 sometidos a TPH, sugiriendo que, 

aunque inusual, la infusión de DMSO puede dar lugar a isquemias cerebrovasculares 

severas secundarias a una toxicidad neurológica severa, tal y como se había sugerido 

anteriormente en trabajos fuera del contexto del TPH
[227]

. 

Todos estos síntomas coincidieron con la infusión de los PH criopreservados y 

parece improbable por tanto que provengan únicamente de la quimioterapia previa a 

la que se sometieron los pacientes. Por otra parte, aunque se atribuyen al DMSO, la 

aparición de estas complicaciones puede estar influenciada por otros factores como la 

infusión de los restos celulares y de citoquinas provenientes de las células muertas o 

dañadas. En este sentido, las reacciones febriles pueden provenir de la infusión de 

agregados de glóbulos blancos y, la bradicardia y la hemoglobinuria reportadas tras 

la infusión de MO pueden estar relacionadas con la contaminación de glóbulos rojos 

y la consecuente liberación de hemoglobina, electrolitos y restos celulares
[228]

. 

Se ha sugerido que los restos celulares y la baja temperatura de los productos 

hematopoyéticos infundidos podrían provocar per sé respuestas vagales, alteraciones 

electrolíticas locales y expansiones de volumen que estarían asociadas a un ritmo 

cardíaco ralentizado y que por tanto podrían dar origen a las complicaciones 

cardiovasculares observadas durante la infusión de los PH descongelados
[225;229]

. 

Adicionalmente, la premedicación antihistamínica para prevenir la liberación de 

histamina inducida por el DMSO podría causar por sí misma bradicardia. Por tanto, 

la patogénesis de muchas de las complicaciones observadas durante la infusión de 

PH descongelados puede ser multifactorial. 
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II.3.5- Respuesta osmótica de los progenitores hematopoyéticos al lavado post-

descongelación. 

Para reducir y/o evitar la toxicidad asociada al TPH se han propuesto diversas 

aproximaciones; la criopreservación a altas concentraciones de células nucleadas
[202]

, el 

uso de menos DMSO en las soluciones de criopreservación
[230;231]

, la mezcla de 

crioprotectores
[232]

, el fraccionamiento de las infusiones
[233]

 y la selección de células 

progenitoras para reducir el volumen de producto criopreservado
[234]

. Sin embargo, todas 

estas técnicas resultan en una reducción limitada de crioprotector y de los restos celulares y 

moléculas resultantes de la lisis celular postdescongelación.  

Alternativamente, se ha propuesto la eliminación del DMSO antes de la infusión 

mediante técnicas de centrifugación y extracción de volumen sobrenadante tanto 

manual
[235;236]

 como semiautomática
[237]

. En estas técnicas el sobrenadante que contiene 

parte del DMSO es descartado tras la centrifugación y el "pellet" que contiene las células 

es resuspendido en un medio isotónico antes de la infusión. Los resultados reportados al 

respecto son variables y casi siempre resultan en poca eliminación del DMSO y nada o casi 

nada de reducción de los restos o detritus celulares. Además, estas técnicas pueden dar 

lugar a una pérdida sustancial de progenitores comprometiendo la probabilidad de injerto y 

por tanto deben considerarse con cautela. Existe experiencia en la utilización de sistemas 

automáticos de lavado sobre todo en unidades de SCU, siendo efectivos tanto desde el 

punto de vista de recuperación celular y colonias clonogénicas como de seguridad 

microbiológica; además la eliminación de DMSO con estos sistemas llegan a un 98% y el 

producto resultante muestra una osmolaridad similar a la del plasma, lo que prevendría un 

posible choque osmótico durante la infusión del producto descongelado
[238]

. 

Por tanto, el uso de sistemas automáticos de lavado celular postdescongelación que 

aseguren una recuperación celular aceptable, que produzcan resultados reproducibles y 
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funcionen en sistemas cerrados podría ser de gran utilidad para aminorar los efectos de la 

infusión directa de productos hematopoyéticos descongelados. De hecho existen 

publicaciones con la utilización de sistemas automáticos con sistemas cerrados para el 

lavado de PH obtenidos de sangre periférica tras su descongelación mediante el procesador 

Cytomate
®
 (Baxter Oncology, Chicago, IL), y de PH de SCU con procesador Sepax

®
 S-

100
 
(Biosafe, Eysins, Switzerland), documentando que se trata de un procedimiento eficaz  

desde el punto de vista de viabilidad celular y recuperación de PH tras los lavados, además 

de ser seguro y más rápido en el ámbito de laboratorio de investigación
[238;239]

.  
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La capacidad terapéutica del trasplante autólogo de PH reside en la administración de altas dosis 

de quimioterapia -en ocasiones asociada a radioterapia- durante el tratamiento de 

acondicionamiento. El trasplante celular permite que sea viable esta estrategia, pero no elimina 

completamente la toxicidad hematopoyética y extrahematopoyética que conlleva un tratamiento de 

tal magnitud y que en último término condiciona sus resultados finales. Sin duda, la toxicidad del 

trasplante es un factor clave en la estimación del balance riesgo/beneficio a la hora de tomar una 

decisión clínica sobre la indicación del procedimiento. La aplasia medular que sigue al 

acondicionamiento es la principal causa de morbi-mortalidad en la fase precoz del trasplante, pero 

hemos visto como otros factores contribuyen de manera directa o indirecta a la toxicidad 

relacionada con el trasplante en este periodo. Entre ellos, cabe destacar los efectos adversos 

derivados de la infusión del DMSO de los productos criopreservados, así como de los restos 

celulares y de citoquinas provenientes de las células muertas o dañadas.  

La aplasia postrasplante es de duración variable y tiene relación directa con la aparición del injerto 

hematopoyético. Existen múltiples variables relacionadas con los pacientes y con el procedimiento 

del trasplante que tienen influencia sobre la recuperación hematopoyética, como el tipo de 

enfermedad de base, el grado de daño medular ocasionado por la enfermedad y por los tratamientos 

recibidos, el tipo de acondicionamiento, y sobre todo, la dosis de progenitores trasplantados. 

Una maniobra que podría disminuir la morbilidad del trasplante en la fase de infusión de los PHSP 

previamente criopreservados, es la eliminación del crioprotector (DMSO) tras la descongelación 

mediante un método de lavado que no afecte a la eficacia y seguridad del inóculo. 

La hipótesis de este trabajo es que la eliminación del DMSO contenido en las bolsas 

criopreservadas de PHSP mediante un sistema automático cerrado disminuirá la aparición de 

efectos secundarios relacionados con la infusión de DMSO, sin que ello suponga un mayor riesgo 

de contaminación bacteriana ni diferencias en el tiempo hasta el injerto hematopoyético.  
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En base a esta hipótesis, nos propusimos investigar la eficacia y seguridad de un nuevo método de 

lavado de PHSP para eliminar el DMSO del producto celular descongelado antes del trasplante 

autólogo de progenitores hematopoyéticos (TASPE).  Los objetivos principales y específicos de 

esta tesis doctoral son los siguientes: 

1- Estudiar la eficacia del procedimiento de lavado del DMSO de los PHSP 

criopreservados, antes de su infusión, mediante un sistema automático y cerrado. Los 

objetivos específicos serán:  

1.1- Estudiar las características del inóculo: 

1.1.1- Desde el punto de cuantitativo, con la determinación de CT y de células CD34+. 

1.1.2- Desde el punto de vista funcional, con el recuento de colonias granulomacrofágicas, 

eritroides y megacariocíticas. 

1.2- Estudiar las características del injerto hematopoyético: 

1.2.1- Tiempos de injerto leucocitario y plaquetar. 

1.2.2- Requerimientos transfusionales. 

2- Estudiar la seguridad del procedimiento de lavado del DMSO de los PHSP 

criopreservados, antes de su infusión, mediante un sistema automático cerrado.  Los 

objetivos específicos serán: 

2.1- Estudiar la tasa de  contaminación bacteriana durante el proceso. 

2.2- Estudiar las reacciones adversas durante la infusión de PHSP secundarias a la toxicidad 

derivada del DMSO. 
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I. Pacientes. 

En este trabajo estudiamos a 128 pacientes sometidos a altas dosis de quimioterapia (ADQT) y 

TPH autólogo entre septiembre del 2008 y diciembre del 2010, en el programa de trasplantes del 

Hospital Clínico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA). Las indicaciones para el 

TASPE, realizadas por los responsables clínicos de la Unidad de Oncohematología infantil y del 

Servicio de Hematología y Hemoterapia, incluyeron hemopatías malignas, neoplasias sólidas y 

enfermedades autoinmunes, según los protocolos de la unidad de TPH y del grupo español de 

trasplante hematopoyético (GETH) y del grupo europeo de trasplante de médula ósea (EBMT). 

De forma prospectiva estudiamos 64 pacientes a los que se infundió un producto celular de 

PHSP lavados con un nuevo sistema automatizado y cerrado para la depleción de DMSO, que se 

compararon con un grupo control histórico de 64 pacientes sometidos a TASPE, con 

características clínicas similares. 

En todos los casos se obtuvieron los consentimientos informados correspondientes para todos 

los procedimientos según los requisitos del Comité de ética y ensayos clínicos del HCUVA. La 

información acerca de la movilización y recolección de PH fue facilitada directamente por los 

hematólogos responsables de estas actividades. 

Antes del trasplante cada paciente fue sometido a una evaluación completa del estatus de su 

enfermedad y su estado general, según los protocolos rutinarios de actuación de la unidad de 

TPH. Estas evaluaciones incluyeron hemograma, pruebas de coagulación, bioquímica general, 

proteinograma (con inmunoelectroforesis y cuantificación de la banda monoclonal en su caso), 

inmunoglobulinas, sistemático de orina y sedimento (con cuantificación e inmunoelectroforesis 

de proteínas y excreción de cadenas ligeras en 24 horas en su caso), aclaramiento de creatinina, 

tomografía computarizada (TC) cervico-toraco-abdomino-pélvico y/o tomografía por emisión de 

positrones (PET), gammagrafía ósea (en tumores sólidos), serie ósea metastásica (gammapatías 
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monoclonales), espirometría, test de difusión de CO, ecocardiograma con medición de la 

fracción de eyección del ventrículo izquierdo y aspirado con o sin biopsia de médula ósea. 

II. Movilización. 

Para la movilización se utilizó un régimen homogéneo en todos los pacientes, basado en una 

modificación del propuesto por Sheridan y col.
[240]

 Tras la recuperación de la hematopoyesis, al 

menos un mes después del último ciclo de quimioterapia, en todos los pacientes se administró G-

CSF recombinante (filgrastim; Neupogen
®
, Amgen Europe B.V., ZK Breda, Países Bajos) a una 

dosis de 5 mcg/Kg/12 horas por vía subcutánea desde 4 días antes de la primera leucoaféresis (al 

menos 9 dosis de G-CSF), hasta el día de la última leucoaféresis. Todo el procedimiento de 

movilización y recolección se llevó a cabo de forma ambulatoria, salvo en pacientes que 

debieran permanecer ingresados por otras causas. 

Para aquellos casos en que tras una movilización no fuera posible recolectar un número 

suficiente de PH para el trasplante se planificó una segunda movilización: similar a la primera 

sólo con filgastrim o utilizando doble dosis de filgastrim o utilización quimioterapia previamente 

al filgastrim. En estos casos el total del producto infundido en el trasplante fue el que se 

consideró para el análisis del injerto. 

 

III. Recolección celular. 

Antes de comenzar el proceso de aféresis si el paciente no era portador de un catéter venoso 

central de alto flujo tipo Hickman, se colocó uno tipo Shaldon. La colocación del catéter se 

realizó en una unidad de radiología vascular intervencionista, en la unidad de cuidados 

intensivos o por parte del Servicio de Cirugía Infantil en el caso de pacientes pediátricos.  

La recolección celular se inició el quinto día desde el comienzo de la movilización o en el día 

establecido tras la administración de quimioterapia movilizadora, realizando una sesión diaria de 

leucoaféresis hasta recolectar un número suficiente de PH para el trasplante o bien hasta tener 
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constancia de que la movilización se encontrara en fase regresiva y la cifra de PH en sangre 

periférica no aconsejaba realizar más por el bajo rendimiento previsible (CD34+ ≤10/mcL). El 

número mínimo de leucoaféresis programadas por movilización fue de una.  

El criterio para considerar un producto como suficiente e interrumpir las recolecciones fue 

alcanzar una cantidad mínima de 2 x10
6
/Kg células CD34+ medidas por citometría de flujo.  

Las leucoaféresis se llevaron a cabo en procesadores celulares de flujo continuo, procesando 

cuatro veces el volumen sanguíneo calculado
[241]

 del paciente por sesión (fig. 16).  

 

 
 

Fig. 16. Fórmula volumen sanguíneo. VS= 

volumen sanguíneo en litros. A= altura en metros. 

P= peso en kilogramos. (Tomado de Nadler y col: "Prediction of 

blood volume in normal human adults". Surgery 1962). 

 

Como anticoagulante se utilizó citrato de dextrosa fórmula A (ACD-A, Baxter, Deerfield, IL., 

USA) junto con heparina sódica (Laboratorios Rovi S.A., Madrid, España) a razón de 10U por 

cada mililitro de ACD-A. A lo largo del estudio se utilizaron dos  procesadores celulares, el 

Fenwall CS-3000 plus
®
 (Baxter, Deerfield, IL, USA) y Cobe

®
 Spectra (Gambro BCT, 

Lakewood, CO, USA). El procesador CS-3000 plus
®
 se utilizó con flujo de entrada entre 30-40 

mL/min en pacientes pediátricos y 60-80 mL/min en adultos (fig. 17). En el procesador Cobe
®

 

Spectra se utilizó con la versión 5.1 de software con el programa convencional de recolección de 

CMN, y una proporción de anticoagulante entre 1:24 (fig. 18).  

En el momento de la aféresis se extrajo una muestra de sangre para los recuentos de CT, CMN 

y determinación de células CD34+, y a la mitad del procedimiento de aféresis se recogió una 

muestra de 30 mcL con la jeringa de 1 mL de la bolsa de recolección para comprobar el número 

de células CD34+ obtenidas, y estimar la volemia que sería necesario procesar finalmente para la 

obtención de la celularidad programada para la realización del trasplante autólogo. 
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Fig. 17. Procesador celular CS-3000 plus
®
.  

 

 

 
Fig. 18. Procesador celular Cobe

® 
Spectra. 

 

 

 

IV. Caracterización, procesamiento, criopreservación y conservación celular. 

Como se ha comentado en al apartado anterior, antes, durante y después de la recolección se 

realizó un recuento y caracterización de los PH, con las técnicas que se especifican más adelante 

en este apartado.  

Los productos celulares de aféresis fueron procesados y criopreservados inmediatamente en la 

mayor parte de los casos. Cuando no fue posible procesarlos inmediatamente se almacenaron a 

4º C y fueron criopreservados al día siguiente, antes de cumplirse 24 horas de su obtención con 

una mediana de 17 horas (14-19 horas). 

Para la criopreservación, se añadió al producto de la leucoaféresis una mezcla crioprotectora 

para conseguir una concentración celular final inferior a 150 x10
9
 células/L y una concentración 

final de DMSO del 10% (fig. 19). La mezcla crioprotectora se preparó con DMSO y plasma 

autólogo o heterólogo isogrupo y se añadió lentamente y con agitación suave al producto celular 
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manteniendo las bolsas refrigeradas sobre bloques acumuladores de frío. El producto de la 

aféresis se repartió en caso de ser necesario en varias bolsas de criopreservación (Cryocyte
®
, 

Baxter Healthcare Corporation, Immunotherapy Division, Deerfield, IL., USA) para no exceder 

un volumen final por bolsa de 160 mL. 

Se realizaron controles de calidad antes de la mezcla con plasma y DMSO, para contaje celular, 

determinación de CD34+, y cultivos de colonias; y tras la adición de la mezcla criopreservadora 

para estudio de la viabilidad y control microbiológico. 

 

 
 

Fig. 19. Fórmula para el cálculo del volumen final. mL: mililitros. nº: número. CT: células totales. L: litros. 

 

 

Finalmente, los productos celulares con la mezcla crioprotectora se sometieron a 

criopreservación programada mediante un congelador biológico CM-2000 (Carburos Metálicos, 

Barcelona, España). Estos congeladores enfrían las muestras según unas curvas programadas de 

congelación; la transmisión de temperatura entre la cámara interior y las muestras a criopreservar 

se maximiza mediante el uso de placas metálicas que cubren las muestras dentro del congelador 

manteniendo un grosor homogéneo. Las curvas programadas de congelación se componen de 

segmentos, cada uno de los cuales tiene una velocidad de enfriamiento (1-2ºC/min) determinada 

empíricamente para obtener una máxima viabilidad tras el proceso de congelación.  

Una vez alcanzada la temperatura de -120 ºC se retira las bolsas del congelador biológico y se 

introducen para su almacenamiento en la fase líquida de un tanque de nitrógeno a -196ºC.  

 

IV.1- Recuentos celulares. 

La cuantificación de CT en los productos celulares se llevó a cabo mediante contadores 

celulares automáticos. Las muestras procesadas se tomaron de la bolsa de recolección de 
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aféresis; del producto final tras la mezcla con plasma y DMSO; del producto de PHSP tras su 

descongelación y del producto de PHSP tras ser sometidos a la depleción del DMSO (sólo en 

el caso de los pacientes de este grupo). De cada muestra se realizó un recuento con el 

contador Sysmex
®
  KX-21N (Roche Diagnostics S.L., San Cugat del Valles, Barcelona, 

España). Todas las muestras se diluyeron hasta una proporción de 1:10 con suero salino antes 

de los recuentos automáticos para evitar el error de contaje por exceso de concentración 

celular (mayor de 100 x10
9
/L). Para el análisis estadístico se han tenido en cuenta los 

recuentos de la muestra pre-criopreservación y post-lavado (en los casos con depleción del 

DMSO) proporcionados por el contador. La variable estudiada, como se indica más adelante, 

es el número de CT por Kg de peso del paciente. La fórmula utilizada para hallar este dato es 

la siguiente: Leucocitos x 10
9
/L en muestra diluida al 1:10 x Volumen de la bolsa en mL x 10 

/ Peso en Kg. 

El contador Sysmex
®
 KX-21N (fig. 20) calcula el recuento de los leucocitos, hematíes y 

plaquetas por el método directo de detección de corriente con la corrección de coincidencia. 

 

 
Fig. 20. Contador celular automático Sysmex

®
  KX-21N. 
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La discriminación automática en la separación de las poblaciones se basa en algoritmos 

complejos. La intensidad del pulso electrónico de cada célula analizada es proporcional al 

volumen de la célula.  

 

IV.2- Cultivos de unidades formadoras de colonias granulomacrofágicas. 

Los cultivos clonogénicos para colonias granulomacrofágicas y eritroides se realizaron en un 

medio de cultivo enriquecido semisólido (Methocult
®
 H4434; Stem Cell Technologies, 

Vancouver, Canadá) y para colonias megacariocíticas utilizando un medio semisólido con 

trombopoyetina (MegaCult-C
®
, Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadá). Se sembraron 

2 x10
4
 células por placa, utilizándose 2 placas por muestra. Las placas así sembradas se 

cultivaron durante 14 días en una estufa a 37ºC con 5% de CO2 y en ambiente saturado de 

humedad. Al cabo de este tiempo, las placas fueron examinadas en fresco mediante un 

invertoscopio: se contaron el número de colonias por placa calculando la media de éstas para 

el posterior cálculo del número total de colonias (fig. 21). Los resultados se expresaron como 

número de unidades formadoras de colonias x10
4
 por Kg de peso del paciente. 

 

 
 

Fig. 21. Fórmula para el cálculo del número (nº) de colonias totales. 

 

IV.3- Viabilidad celular. 

La viabilidad se determinó con el método de exclusión de azul tripán al 0.2% (Trypan blue, 

Difco laboratorios, West Molesey, Surrey, UK). El azul de tripán es un colorante utilizado 

para el recuento de células íntegras por exclusión de dicho colorante. Este método está basado 

en que las células vivas (viables) no captan el colorante y se ven refringentes mientras que las 

células muertas (no viables) se tiñen de azul, expresándose la viabilidad como el porcentaje de 

células viables. 
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IV.4- Citometría de flujo. 

Los granulocitos, monocitos, linfocitos y las células CD34+ en los productos de aféresis, así 

como en los controles post-descongelación y post-lavado, se midieron mediante citometría de 

flujo con un citómetro de flujo BD FACSCanto II
®
 (Becton-Dickinson, San José, CA., USA). 

El procedimiento estándar para el marcaje de células se realizó con el anticuerpo monoclonal 

anti-CD14 para células presentadoras de antígenos (APC) (Inmunostep S.L., Salamanca, 

España) y el BD
®
 Stem Cell Enumeration Kit (Becton-Dickinson, San José, CA., USA) que 

contiene 50 tubos BD
®
 trucount, BD

®
 reactivos para PH (anticuerpos monoclonales CD45-

FITC/CD34-PE para la identificación de leucocitos y PH), 7-amino-actinomicina D (7-ADD) 

como colorante de ácidos nucleicos para medir la viabilidad celular y solución de lisis de 

cloruro de amonio. Para ello en un tubo trucount se puso 10 mcL de los anticuerpos  anti- 

CD45-FITC/CD34-PE, 10 mcL de 7-ADD y 2,5 mcL de anti-CD14 APC; añadimos 50 mcL 

del producto de aféresis y dejamos incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en la 

oscuridad.  Posteriormente se lisaron con 1 mL de la solución lisante diluido 1/10, se agitaron 

y se dejaron a temperatura ambiente otros 10 minutos y en la oscuridad. Una vez lisadas se 

adquirieron a través del citómetro de flujo BD FACSCanto II
®

 (fig. 22) recogiéndose 100.000 

eventos y analizándolos con el programa informático utilizando el módulo de software BD
®

 

SCE para la adquisición (Becton-Dickinson, San José, CA., USA)  y con el software BD
®

 

FACSCanto para el análisis clínico (Becton-Dickinson, San José, CA., USA) siguiendo el 

protocolo de análisis de la International Society for Hematotherapy and Graft Engineering 

(ISHAGE)
[242]

.  
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Fig. 22. Citómetro de flujo BD FACSCanto II®. 
(Tomado de http://www.immunology.utoronto.ca/FlowCytometry/equipment.htm, 

acceso 10/07/12). 

 

IV.5- Cultivos bacteriológicos. 

Los cultivos bacteriológicos se realizaron inmediatamente después de la mezcla de los PHSP 

con el DMSO (muestra pre-criopreservación) y en el momento de la infusión. Para ello se 

tomó 1 mL de la muestra y se inyectaron en botellas de cultivo de aerobios y anaerobios 

BacT/ALERT
®
 (Bio-Mérieux, Marcy-l'Etoile, Ródano, Italia), y luego se incubaron y se 

analizaron para la detección de bacterias de forma diaria durante todos los días durante una 

semana. Para las muestras positivas en la tinción de Gram se sembraron en diferentes medios 

de cultivo según este resultado (agar chocolate, agar sangre, SCS, Mc Conkey y agar 

Saboraud dextrosa) para la identificación de la bacteria y determinar la sensibilidad a 

diferentes antibióticos. 

 

V. Acondicionamiento. 

Una vez comprobado que el paciente cumplía todos los criterios de inclusión y ninguno de 

exclusión para la realización del trasplante, y que el producto recolectado se consideraba 

suficiente, se planificaba el tratamiento de acondicionamiento y se procedía al ingreso. Se 

utilizaron diferentes esquemas de altas dosis de quimioterapia en función de la enfermedad de 

base
27

. La tabla 2 resume los regímenes de acondicionamiento utilizados. Como es habitual, se 

contabiliza como “día cero” el de la infusión del producto celular. 
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En los pacientes con Linfoma no Hodgkin (agresivos e indolentes) y Linfoma de Hodgkin se 

utilizó el protocolo BEAM, a base de BCNU o carmustina 300 mg/m
2
 iv el día -6, etopósido 200 

mg/m
2
/día iv del día -5 al -2 (dosis total: 800 mg/m

2
), citarabina 200 mg/m

2
/12 horas iv los días  

-5 al -2 (dosis total: 1600 mg/m
2
) y melfalán 140 mg/m

2
 iv el día -1 o protocolo ICT-Cy, a base 

de irradiación corporal total 2 Gy/12 horas del día -7 a -5 (dosis total: 12 Gy) y ciclofosfamida 

60 mg/Kg/día del día -3 a -2 (dosis total: 120 mg/Kg). Los pacientes con Linfoma cerebral 

primario se acondicionaron con protocolo BCNU-Tiotepa, donde BCNU se utiliza a dosis de 400 

mg/m
2
 iv el día -6 y Tiotepa 5 mg/Kg/día los días -5 y -4 (dosis total: 10 mg/Kg). 

Los pacientes diagnosticados de leucemia aguda recibieron el régimen  uC , a base de 

busulfán entre 3,  a 4,  mg/ g iv cada  4  oras (seg n se tratase de pacientes adultos    3,  

mg/ g    o de pacientes pediátricos según su peso) del día -7 al -4 (dosis total: 12,8-19,8 mg/Kg) 

y ciclofosfamida 60 mg/Kg IV al día los días -3 y -2 (dosis total: 120 mg/Kg). En la tabla 3 se 

representan las dosis de busulfán intravenoso según el peso en la edad pediátrica. 

Los pacientes con mieloma múltiple fueron acondicionados con melfalán 100 mg/m
2
/día iv 

durante los días -2 y -1 (dosis total: 200 mg/m
2
) o BuMel con busulfán 3,2 mg/Kg/día desde el 

día -5 a -3 (dosis total: 9,6 mg/Kg) y melfalán 140 mg/m
2
 el día -1; en el caso de los pacientes en 

hemodiálisis se acondicionaron con melfalán 140 mg/m
2
/día iv durante el día -2 en el día de 

descanso de la hemodiálisis. 

Los pacientes afectos de meduloblastoma fueron acondicionados con Tiotepa-BCNU, a dosis 

de tiotepa 200 mg/m
2
/día iv los días -5, -4 y -2 (dosis total: 600 mg/m

2
) y de BCNU a dosis de 

100 mg/m
2
/día iv los días -5, -4 y -2 (dosis total: 300 mg/m

2
); y con Tiotepa-Carboplatino, a 

dosis de tiotepa 200 mg/m
2
/día iv los días -5, -4 y -2 (dosis total: 600 mg/m

2
) y de carboplatino a 

dosis de 400 mg/m
2
/día iv los días -5, -4 y -2 (dosis total: 1200 mg/m

2
). En pacientes pediátricos 

con tumores sólidos se acondicionaron con protocolo BuMel, con busulfán 3,2-4,8 mg/Kg/día 

desde el día -6 a -3 (dosis total: 12,8-19,8 mg/Kg) y melfalán 140 mg/m
2
 el día -1. 
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Tabla 2. Acondicionamientos utilizados en los trasplantes autólogos de progenitores 

hematopoyéticos. 

 
Régimen de 

Acondicionamiento 
Diagnóstico Fármacos 

Melfalán 200
[243;244]

 Mieloma múltiple Melfalán 200 mg/m
2
 

Melfalán 140
[245]

 Mieloma múltiple Melfalán 140 mg/m
2
 

BuMel
[246]

 Mieloma múltiple Busulfán iv 9,6 mg/Kg +  Melfalán 140 mg/m
2
 

BEAM
[247;248]

 

Linfomas agresivos 

Linfomas indolentes 

Linfomas de Hodgkin 

Carmustina o BCNU 300 mg/m
2
 + Etopósido 800 mg/m

2
 + 

Citarabina 1600 mg/m
2
 + Melfalán 140 mg/m

2
 

BUCY
[249;250]

 
Leucemias agudas mieloides 

Leucemias agudas linfoides 
Busulfán iv 12,8 - 19,2 mg/Kg + Ciclofosfamida 120 mg/Kg 

ICT-Cy
[251]

 
Linfomas de Hodgkin 

Linfomas Agresivos 
Irradiación corporal total 12 Gy + Ciclofosfamida 120 mg/Kg 

BCNU-Tiotepa Linfoma cerebral primario 
Carmustina o BCNU 400 mg/m

2
 + Tiotepa 10 mg/Kg 

 

Cy-ATG
[252]

 Esclerosis múltiple 
Ciclofosfamida 200 mg/Kg + Globulina antitimocítica de conejo 6 

mg/Kg 

Tiotepa-BCNU
[253]

 Tumores embrionarios Tiotepa 600 mg/m
2 
+ Carmustina 300 mg/m

2
 

Tiotepa-Carboplatino
[253]

 Tumores embrionarios Tiotepa 600 mg/m
2 
+ Carboplatino 1200 mg/m

2
 

BuMel
[254]

 Tumores sólidos  Busulfán iv 12,8 - 19,2 mg/Kg +  Melfalán 140 mg/m
2
 

 

 

 

Tabla 3. Dosis de busulfán intravenoso en pacientes pediátricos según peso del paciente. 

Peso corporal real (Kg) Dosis de Busulfán intravenoso (mg/Kg/día) 

< 9 4,0 

9 a < 16 4,8 

16 a 23 4,4 

> 23 a 34 3,8 

> 34 3,2 

 

 

VI. Infusión celular. 

Transcurrido un margen mínimo de seguridad de 24 horas tras el final de la quimioterapia de 

acondicionamiento se procedió a la infusión del producto celular. 
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Con una técnica aséptica, las bolsas de criopreservación son extraídas del contenedor de 

nitrógeno líquido y rápidamente se sumergen en un baño de agua a 40ºC. En el caso de los 

pacientes en los que se infundió el producto final sin lavar, se realizó la infusión en los siguientes 

15 minutos a la descongelación. Se utilizó una premedicación a base de actocortina 100 mg iv, 

paracetamol 1 g iv, dexclorfeniramina 5 mg iv (o dosis equivalentes pediátricas). La infusión se 

llevó a cabo en la habitación de aislamiento del paciente con control de constantes y presión 

venosa central y, utilizando un filtro de agregados de 170 micras para evitar la infusión de 

microagregados. La infusión se realizó a través de una vía venosa central; para aquellos 

pacientes que se sometieron a varias infusiones, éstas se realizaron con un intervalo  20 minutos 

entre cada bolsa. 

 

VII. Sistema automático de lavado de dimetilsulfóxido en productos hematopoyéticos 

descongelados. 

En el grupo experimental, tras la descongelación de los PHSP, se procedió a su lavado 

mediante un sistema automatizado y cerrado con el procesador Sepax
®
 S-100 (Biosafe S.A., Rte 

du Petit-Eysins, Eysins, Switzerland), para la depleción del DMSO y su posterior infusión. 

 

VII.1- Sepax
®
 S-100. 

El Sepax
®
 S-100 (fig. 23) es un procesador celular que consta de una cámara centrífuga para 

la separación de componentes sanguíneos según su densidad y tamaño. Este sistema utiliza 

equipos desechables estériles de un solo uso y el producto final se recoge en una bolsa de 

transferencia de 150 mL (Teruflex
®
 transfer bag, Terumo Corporation, Tokio, Japón) lista 

para su uso clínico. La cámara centrífuga incorpora un sistema neumático (émbolo) que 

permite el llenado y vaciado así como la transferencia de los diferentes componentes a bolsas 

de recogida en un sistema de tubulares cerrado y estéril. 
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La cámara neumática produce una presión negativa (retirada del émbolo) que permite el 

paso de la suspensión celular de su bolsa inicial al interior de la cámara donde da comienzo la 

centrifugación que separará los componentes de la sangre y permite al finalizar el proceso, 

mediante la aplicación de una presión positiva (avance del émbolo) la transferencia de los 

componentes a diferentes compartimentos finales. 

 

 
 

 

Fig. 23. Procesador celular Sepax
®
 S-100.  

 

VII.2- Equipo desechable (Kit CS-600.1 para el Sepax
®
). 

El equipo desechable (fig. 24) consiste en un equipo de tubos apirogénicos, estéril y de un 

solo uso al que se conectan la/s solución/es de lavado, el producto inicial, una bolsa para 

desecho (sobrenadante) y una bolsa para el producto final. 

 

VII.3- Protocolo de lavado (fig. 25). 

Una vez conectadas las bolsas de muestra y de solución de lavado compuesta por suero 

salino al 0,9% (82,5 mL por cada 100 mL de solución final) con ACD-A (5 mL por cada 100  



Eficacia y Seguridad del Lavado de DMSO en PHSP para TASPE  

 

 
96 

 

Material y Métodos Material y Métodos 

 
A: Doble línea de entrada. Conexión bolsa inicial. B: Distribuidor de llaves 

de paso. C: Entrada de la solución de lavado. D: Doble línea de salida. 

Conexión bolsa final. E: Transductor de presión. F: Cámara de separación. 

220 mL. G: Bolsa de desecho. 1000 mL. H: Adaptador de conexión.  

 

Fig. 24. Equipo desechable del sistema Sepax
®
 S-100. (Tomado de Rodriguez L: 

"Reconstitución de productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", 

Universitat Autònoma Barcelona, 2005, p 61). 

 

mL de solución final; Baxter S. A., Lessines, Belgium) y albúmina humana al 20% (12,5 mL 

por cada 100 mL de solución final), la cámara centrífuga retira el émbolo y permite la entrada  

de la unidad de PHSP descongelados a su interior seguida de la entrada de un volumen igual 

de solución de lavado, la mezcla permanece durante cinco minutos en agitación para permitir 

el equilibrio osmótico de la muestra (1, 2). Posteriormente, se llena la cámara totalmente con 

solución de lavado (3) y da comienzo la centrifugación (4), los componentes celulares se 

separan por densidad hasta que el émbolo fuerza la salida del sobrenadante, en el que se 

encuentran los restos celulares y DMSO que van a la bolsa de desecho (5). Las células son 

entonces diluidas con 10 mL de solución de lavado para aumentar la recuperación y el émbolo 

las extrae hacia la bolsa final (6). Finalmente, la cámara es lavada una vez para minimizar las 

pérdidas celulares inespecíficas.  

La dilución total de la muestra durante el lavado fue de 1:9. El proceso consumió una media 

de 28 minutos y el volumen final de la muestra fue de 100 mL. Para cada proceso se 

prepararon un mínimo de 300 mL de solución de lavado. 
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En los pacientes a los cuales se les lavó el producto final para eliminar el DMSO, tras la 

descongelación de la/s bolsa/s (hasta un volumen máximo de 220 mL), conectamos la bolsa/s 

a un sistema cerrado en el procesador Sepax
®
 S-100

 
y la/s sometimos a lavado con una 

solución anteriormente descrita (suero salino al 0,9%, ACD-A y albúmina humana al 20%). A 

través de un punzón acoplador para toma de muestras (Fenwal Inc, Lake Zurich, IL, USA) se 

conectó la bolsa de los PHSP descongelados a un kit de lavado (Kit CS-600.1 para el Sepax
®) y 

se realizó un programa de lavado consistente en un ciclo (para un volumen máximo de 220 

mL de PHSP).  

Tras haber realizado el lavado de los PHSP se tomaron muestras para contaje celular, 

determinación de células CD34+, controles microbiológicos, viabilidad celular y cultivos de 

colonias granulomacrofágicas, eritroides y megacariocíticas. 

 

 
 

Fig. 25. Esquema del protocolo de lavado Sepax
®
 S-100. (Tomado de Rodriguez L: "Reconstitución de 

productos hematopoyéticos criopreservados: control de calidad, estabilidad osmótica y lavado de DMSO", Universitat Autònoma Barcelona, 

2005, p 62). 
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VIII. Manejo clínico del paciente y criterio transfusional. 

Los pacientes permanecieron ingresados en habitaciones individuales con medidas de 

aislamiento invertido simple y con filtros HEPA mientras el recuento de neutrófilos permaneció 

por debajo de 0,5 x 10
9
/L. El cuidado corrió a cargo de equipos médicos y de enfermería de la 

Unidad de TPH según los protocolos estandarizados del programa de trasplante, y con presencia 

física las 24 horas. Se realizaron controles analíticos con periodicidad diaria (hemograma, 

creatinina, ionograma, urea) o dos/tres veces por semana (bioquímica general, coagulación, etc.). 

Se utilizaron antivíricos y antifúngicos azólicos por vía intravenosa de forma profiláctica (desde 

el inicio del acondicionamiento) y a partir del año 2007 se utilizó en los TASPE el meropenem 

anticipado (desde el día -1). 

En caso de fiebre neutropénica se añadió al meropenem un glicopéptido y/o un aminoglucósido 

según la focalidad clínica, aislamientos microbiológicos o si el paciente presentaba inestabilidad 

hemodinámica. En caso de nuevo pico febril o persistencia de fiebre tras 4-7 días del inicio de 

los antibióticos se añadió anfotericina B liposomal o Caspofungina como tratamiento antifúngico 

empírico. 

En el día +5 post-infusión de PHSP se administró G-CSF diariamente hasta que el paciente 

superase la cifra de 500 neutrófilos/mcL durante tres días consecutivos. 

Se administraron transfusiones profilácticas de plaquetas ante recuentos inferiores a 10-15        

x10
9
/L. Las transfusiones fueron en su mayor parte productos de donación dirigida mediante 

aféresis. En ausencia de plaquetas de aféresis se administraron dosis de 1 pool de plaquetas (5 

unidades de plaquetas random procedentes de donaciones de sangre total). Se procuró la 

transfusión plaquetaria isogrupo siempre que fue posible. En casos de retraso prolongado del 

injerto plaquetar (más allá de seis semanas) en ausencia de causas de consumo plaquetar 

acelerado, el umbral para la transfusión profiláctica se bajó hasta 10 x10
9
/L. Se indicaron 

transfusiones de hematíes ante recuentos inferiores a 8 g/dL de hemoglobina. Salvo 
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circunstancias excepcionales, el número de unidades de hematíes concentrados (UHC) 

transfundidos cada vez fue de dos al día o 10 mL/Kg en los pacientes pediátricos con peso 

inferior a 40 Kg. 

 

IX. Metodología estadística. 

Para realizar el estudio, se diseñó una hoja de recogida de datos, cuyos pormenores se detallan a 

continuación: 

Las variables demográficas de los pacientes y las características de las enfermedades tanto del 

grupo de los trasplantes con depleción de DMSO como en el grupo control se recogieron a partir 

de la historia clínica, mientras que los datos referentes a los procedimientos de recolección y las 

características del inóculo se obtuvieron de los registros disponibles en la sección de criobiología 

del Servicio de Hematología del HCUVA. 

 

IX.1- Variables clínicas: demográficas y de la enfermedad.  

Las variables recogidas en ambos grupos (control y deplecionado de DMSO) fueron las 

siguientes:  

- Edad. Sexo. Peso. Diagnóstico. 

- Líneas de tratamiento recibidas previas al trasplante. 

- Acondicionamiento quimioterápico recibido. 

- Máquina de aféresis utilizada.  

- Número de infusiones de PH realizadas por trasplante en cada paciente. 

- Número de días de fiebre durante el procedimiento del trasplante y microorganismo 

aislado en su caso. 

- Número de días de hospitalización (contando a partir del día 0, para evitar las diferencias 

que pudiesen ocasionar el uso de diferentes acondicionamientos). 
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IX.2- Variables del inóculo. 

Las características del inóculo que utilizamos como variables de seguridad del 

procedimiento del TPH tanto en el grupo control como en el deplecionado de DMSO tras el 

procedimiento de lavado fueron: 

- Ausencia o presencia de efectos adversos relacionados con la infusión.  

- Tipo de efecto adverso: exantema cutáneo/flush facial, disgeusia/picor de garganta, 

náuseas/vómitos, dolor abdominal, disnea/tos, hipoxia, bradicardia, taquicardia, 

hipertensión arterial, hipotensión arterial, aumento presión venosa central, fibrilación 

auricular, fiebre, alteraciones neurológicas, opresión torácica, cefalea. 

- Células totales infundidas (10
8
/Kg paciente) por trasplante. 

- Células CD34+ infundidas (10
6
/Kg paciente) por trasplante. 

- Número de UFC-GM (10
4
/Kg paciente)  del inóculo infundido. 

- Número BFU-E (10
4
/Kg paciente) del inóculo infundido. 

- Número de UFC Meg (10
4
/Kg paciente) del inóculo infundido. 

- Control microbiológico del producto infundido por trasplante. 

- Viabilidad celular del producto infundido por trasplante. 

Las características del inóculo del grupo deplecionado de DMSO antes y después de 

someterse al procedimiento de lavado que también se recogieron se describen a continuación: 

- Células totales antes y después del lavado (10
8
/Kg paciente) por trasplante. 

- Células CD34+ antes y después del lavado (10
6
/Kg paciente) por trasplante. 

- Número de UFC-GM (10
4
/Kg paciente) antes y después del lavado. 

- Número BFU-E (10
4
/Kg paciente) antes y después del lavado. 

- Número de UFC Meg (10
4
/Kg paciente)  antes y después del lavado. 

- Control microbiológico antes y después del lavado. 

- Viabilidad celular antes y después del lavado. 
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IX.3- Variables del injerto hematopoyético. 

Las variables del injerto hematopoyético que recogimos para estudio fueron: 

- Día del trasplante en el que se produjo el injerto de leucocitos (primer día de tres días 

consecutivos con una cifra  superior a 500 leucocitos/mcL). 

- Día del trasplante en el que se produjo el injerto de neutrófilos (primer día de tres días 

consecutivos con una cifra superior a 500 neutrófilos/mcL). 

- Día del trasplante en el que se produjo el injerto de plaquetas (primer día con cifra 

superior a 20.000 plaquetas/mcL mantenida sin requerimiento transfusional). 

- Número de concentrados de hematíes y número de pooles de plaquetas transfundidos 

durante el procedimiento del trasplante. 

 

IX.4- Análisis estadístico. 

Se realizó primero un estudio descriptivo, calculando las frecuencias y los porcentajes para las 

variables cualitativas, y las medias, desviaciones estándar, valores máximos y mínimos para las 

mediciones cuantitativas. El estudio descriptivo se llevó a cabo en la muestra global y en los 

subgrupos investigados. Se incluyó el cálculo de intervalos de confianza del 95%. 

Parte de este proyecto se planteó como un  estudio de no inferioridad, utilizando como 

variables de eficacia, los días de injerto de leucocitos, neutrófilos y plaquetas. Por tanto 

asumimos como hipótesis a demostrar, que el subgrupo de pacientes sometido al nuevo 

procedimiento no superaría un límite establecido a priori denominado “margen de no 

inferioridad” Δ1= 1 día para el injerto de los leucocitos y de los neutrófilos y Δ2= 2 días para el 

injerto de las plaquetas.  

Ho:  µNL - µL ≤ Δ1     Ho:  µNL - µL ≤ Δ2 

H1:  µNL - µL > Δ1    H1:  µNL - µL > Δ2 
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El resto de variables (aparición de fiebre, días de duración de la fiebre, requerimiento 

transfusional, consumo de CH y plaquetas) se comparó la existencias de diferencias entre los dos 

grupos. Se utilizó el test de la Chi-cuadrado cuando las variables eran cualitativas u ordinales 

con la corrección de Yates en caso necesario. Para contrastar los valores medios de las variables 

continuas usamos la T-Student tras confirmar la normalidad de la distribución mediante el test de 

Kolmogor-Smirnoff.  

Todos los resultados se consideraron significativos para un nivel α<0.05.  

El estudio de seguridad, se planteó como un estudio de superioridad típico de contraste de 

hipótesis, empleando para ello los parámetros de seguridad del procedimiento (eventos adversos 

durante la infusión).  

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS v.18.0. 

Para la elaboración de los restantes gráficos y la edición del trabajo se ha utilizado el 

procesador de textos Microsoft Office Word y Excel 2007. 
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Se describen en primer lugar los datos referentes a la homogeneidad  del grupo control (sin 

depleción de DMSO) y del grupo experimental del estudio (con depleción de DMSO), tanto en las 

características clínicas de los pacientes como en las propiedades biológicas tras la descongelación. 

Seguidamente veremos en qué medida el procedimiento del lavado celular afecta  a las células, 

cuantitativamente y funcionalmente, comparando los datos pre-lavado y post-lavado.  

Finalmente expondremos los resultados de los trasplantes, con la composición del inóculo en los 

dos grupos, los efectos adversos durante la infusión, el injerto hematopoyético, los requerimientos 

transfusionales, las complicaciones infecciosas y los días de hospitalización.      

 

I. Estudio de la homogeneidad de los dos grupos de trasplantes, con y sin depleción de 

dimetilsulfóxido.  

En el estudio se han incluido un total de 128 TASPE. De ellos 64 conforman el grupo 

experimental en el que se utilizó el sistema automatizado  y cerrado para la depleción de DMSO 

en los PHSP criopreservados. Como control utilizamos 64 TASPE realizados a una población 

histórica de pacientes a los cuales no se les había deplecionado el DMSO. 

 

I.1- Estudio de la homogeneidad de las características de los pacientes en los dos grupos. 

   Las características clínicas más relevantes de ambos grupos se muestran en la tabla 4. La 

media de edad de toda la serie fue de 49,45 ± 16,82 años y su distribución por decenios se 

expone en el gráfico 1. En el grupo sin depleción de DMSO la edad media fue de 52,23 ± 

14,49 años, con un rango entre 2,9 y 73 años, mientras que en el grupo deplecionado la media 

de edad fue de 46,67 ± 18,56 años con rango entre 1,5 y 72 años. No se observaron 

diferencias significativas en la edad de los grupos de estudio (p=0,061).  
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Tabla 4. Características de los pacientes sometidos a TPH autólogo. 

Características 
TPH no deplecionados 

DMSO 
TPH deplecionados DMSO 

Edad (años  media+/- desviación) 52,23 ± 14,49 46,67 ± 18,56 

Sexo (Hombre / Mujer) 37 / 27 39 / 25 

Diagnóstico   

Mieloma múltiple 34 25 

Linfomas agresivos 13 15 

Linfomas indolentes 8 4 

Leucemias agudas 4 3 

Linfoma de Hodgkin 3 10 

Tumores sólidos y EAI 2 7 

Líneas de tratamiento previas al TPH   

1 35 18 

2 24 32 

3 5 14 

Número de aféresis requeridas   

1 11 18 

2 22 24 

3 15 7 

4 5 6 

5 6 4 

6 5 5 

Número de infusiones realizadas por TPH   

1 11 18 

2 22 24 

3 15 7 

4 5 6 

5 6 4 

6 5 5 

EAI: Enfermedades autoinmunes. PHSP: Progenitores hematopoyéticos de sangre periférica. TPH: Trasplante progenitores 

hematopoyéticos. 
 

 

 
 

El grupo de TPH sin depleción estuvo formado por 37 hombres y 27 mujeres mientras que 

en el grupo de TPH con depleción de DMSO se incluyeron 39 hombres y 25 mujeres. La 

distribución de los pacientes en cuanto a los diagnósticos de la enfermedad de base se resume 

en la tabla 4 y en el gráfico 2.  
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Gráfico 1. Distribución de la población según rangos de edad. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante 

de progenitores hematopoyéticos. 
 

 

 

 

 

Gráfico 2. Distribución de la población por diagnósticos. EAI: Enfermedades autoinmunes. TPH: 

Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 

 

 

Tampoco observamos diferencias significativas entre los dos grupos en cuanto al sexo de 

los pacientes (p=0,719) o los diagnósticos de la enfermedad de base (p=0,089). En contraste, 

como se muestra en el gráfico 3, los pacientes con depleción de DMSO habían recibido un 

número de líneas de tratamiento antes del TASPE significativamente superior a los no 

deplecionados (p=0,006).  
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Gráfico 3. Distribución de la población según número de líneas de 

tratamiento recibidas antes del TASPE. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: 

Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
 

 

Las aféresis se realizaron con el procesador celular Fenwall CS-3000 plus
®

 en 65 pacientes 

(13 pacientes del grupo TPH con depleción del DMSO y 52 pacientes  del grupo TPH sin 

depleción de DMSO) y  63 con la Cobe
®
 Spectra (51 pacientes del grupo TPH con depleción 

de DMSO y 12 pacientes del grupo TPH sin depleción del DMSO).  

En el grupo de TPH sin depleción de DMSO los pacientes requirieron una media de 2,84 ± 

1,55 aféresis para obtener al menos 2x10
6
 de células CD34

+
 por Kg de peso corporal (objetivo 

prefijado para el trasplante), y en el grupo de TPH con depleción de DMSO la media fue de 

2,62 ± 1,81 aféresis (p=0,465), representado en el gráfico 4.  

Durante el tiempo que duraron las aféresis ningún paciente tuvo signos clínicos de 

infección, siendo el procedimiento bien tolerado en todos los pacientes en ambos grupos.  

En la tabla 5 se recogen los trasplantes realizados con cada uno de los regímenes de 

acondicionamiento utilizados en la serie. 
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Gráfico 4. Distribución de la población según número de aféresis requeridas para obtener 2 

x10
6
/Kg peso del paciente de células CD34+. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de 

progenitores hematopoyéticos. 
 

 

 

Tabla 5. Regímenes de acondicionamiento utilizados en los TPH autólogos con y sin 

depleción de DMSO.  
 

Régimen de Acondicionamiento TPH no deplecionados DMSO 
TPH deplecionados 

 DMSO 

Melfalán 200 34 19 

Melfalán 140 0 6 

BEAM 20 22 

Z-BEAM 4 4 

BUCY 4 3 

ICT-Cy 0 2 

Carboplatino-VP16-Melfalan 2 0 

BuMel (tumores sólidos) 0 3 

Otros 0 5 

Total 64 64 

BEAM: Carmustina, Etopósido, Citarabina, Melfalán. BuCy: Busulfán iv, Ciclofosfamida. BuMel: Busulfán 

iv, Melfalán. DMSO: Dimetilsulfóxido. ICT-Cy: Irradiación corporal total, Ciclofosfamida. TPH: Trasplante 

progenitores hematopoyéticos. Z-BEAM: Zevalín
®
 (Ibritumomab tiuxetan), Carmustina, Etopósido, 

Citarabina, Melfalán.   

 

Las medias de edad en los distintos grupos distribuidos según los diagnósticos se muestran 

en el gráfico 5 y la tabla 6. 
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Gráfico 5. Distribución de edades (media) por enfermedades. EAI: Enfermedades autoinmunes. TPH: 

Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 

 

 

Tabla 6. Distribución de edades (media ± desviación estándar en años) según los diagnósticos de los 

grupos a estudio. 

 

Diagnósticos 
TPH no deplecionados 

DMSO 

TPH deplecionados  

DMSO 

Mieloma múltiple 57,76 ± 9,18 58,76 ± 8,46 

Leucemias agudas 36,75 ± 10,24 54,33 ± 23,69 

Linfomas agresivos 58,69 ± 7,48 48 ± 17,2 

Linfomas indolentes 44,87 ± 9,17 51,75 ± 11,02 

Linfoma de Hodgkin 33,66 ± 16,01 33,7 ± 3,88 

Tumores sólidos y EAI 4,25 ± 3,88 12,98 ± 10,34 

DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante progenitores hematopoyéticos. EAI: enfermedad autoinmune.  

 

En el gráfico 6 se representa la distribución de la población tanto en el grupo de TPH sin 

depleción como con depleción de DMSO, según el número de infusiones realizadas en cada 

trasplante. En el grupo de TPH con depleción de DMSO existe un número de pacientes que 

recibieron sólo una o dos infusiones significativamente más elevado (p=0,049). Esto se debe 

en parte a que en el procedimiento de lavado se mezclaron varias bolsas del mismo paciente 

obteniéndose una única bolsa para infundir (42 bolsas concentradas en 19 bolsas).  
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Gráfico 6. Distribución de pacientes según el número de infusiones realizadas. TPH: Trasplante 

progenitores hematopoyéticos. 
 

I.2- Estudio comparativo de las características de los productos celulares, tras la 

descongelación, entre los grupos de trasplante de progenitores hematopoyéticos con y sin 

depleción de dimetilsulfóxido. 

El número de bolsas congeladas en el grupo con depleción de DMSO fue de 166 y en el 

grupo sin depleción fue de 182 bolsas.  

Las propiedades del producto celular criopreservado de ambos grupos fueron estudiadas 

inmediatamente tras la descongelación, antes de cualquier lavado, para comprobar su 

homogeneidad. Los parámetros analizados fueron las CT, las células CD34+ y viabilidad 

celular, también se realizaron cultivos clonogénicos  (UFC-GM, BFU-E y UFC-Meg) para 

conocer la funcionalidad de los PH. Como se ha detallado en el material y métodos, todas 

estas determinaciones se llevaron a cabo en cada una de las bolsas descongeladas para cada 

trasplante, sumando los datos de las mismas y dividiéndolos por el peso del  paciente.  Los 

resultados de los dos grupos de trasplantes se muestran en la tabla 7. Como puede verse, no 

existieron diferencias entre los grupos en cuanto a la cantidad de CT, células CD34+, 
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progenitores eritroides y progenitores megacariocíticos. Sin embargo, la  viabilidad celular 

fue significativamente inferior en el grupo con depleción de DMSO con respecto al grupo sin 

depleción (74,19% vs 82,25%; p<0,001), y también fue significativamente inferior el recuento 

de UFC-GM en el grupo experimental con respecto al control sin depleción (76,36 ± 53,48 

x10
4
/Kg vs 101,36 ± 71,78 x10

4
/Kg; p=0,028) (tabla 7). Estos datos indican una menor 

riqueza y calidad del producto celular en el grupo de pacientes que iban a recibir trasplante 

con depleción de DMSO con respecto al control. 

 

Tabla 7. Valores de los recuentos celulares (CT, CD34+, UFC-GM, BFU-E, UFC-Meg) por 

cada TASPE (media ± desviación estándar) en cada uno de los grupos a estudio tras la 

descongelación. 
 

Variable 
TPH sin depleción 

DMSO (n= 64) 

TPH con depleción 

DMSO antes del 

lavado (n= 64) 

Significación 

estadística (p) 

CT x10
8
/Kg 5,97 ± 3,43 6,29 ± 4,47 0,652 

CD34+ x10
6
/Kg 4,03 ± 3,07 5,15 ± 4,62 0,111 

UFC-GM x10
4
/Kg 

101,36 ± 71,78 

(n= 63) 

76,36 ± 53,48 

(n= 63) 
0,028 

BFU-E x10
4
/Kg 

52,46 ± 43,1 

(n= 60) 

43,27 ± 35,52 

(n= 63) 
0,198 

UFC-Meg x10
4
/Kg 

32,69 ± 29,55 

(n= 57) 

41,82 ± 43,07 

(n= 56) 
0,191 

Viabilidad celular 

(%) 
82,25 ± 8,75 74,19 ± 9,77 <0.001 

BFU-E: Unidad formadora de explosiones de colonias o "Burst forming unit" eritroides. CT: Células totales. 

CD34+: Células progenitores hematopoyéticas CD34 positivas. DMSO: Dimetilsulfóxido. TASPE: Trasplante 

autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica. TPH: Trasplante progenitores hematopoyéticos. 

UFC-GM: Unidad formadora de colonias granulomacrofágicas. UFC-Meg: Unidad formadora de colonias 

megacariocíticas.  

  

II. Estudio de los efectos del procedimiento de lavado de dimetilsulfóxido sobre los 

progenitores hematopoyéticos. 

Cualquier manipulación llevada a cabo con células en el laboratorio puede afectar tanto a la 

cantidad como a la función de las mismas, lo que puede afectar a la calidad del injerto 

hematopoyético. De igual modo la manipulación puede incrementar el riesgo de contaminación 
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bacteriana, incluso realizando los procedimientos en campana de flujo laminar y observando 

todas las medidas de asepsia. Por este motivo, se procedió al estudio del impacto del 

procedimiento del lavado de DMSO sobre variables con repercusión conocida sobre la calidad 

del producto celular final, y para ello se compararon estas variables antes y después del lavado. 

 

II.1- Estudio de la eficacia del procedimiento de lavado celular para la depleción de 

dimetilsulfóxido. 

Para estudiar cómo afecta el procedimiento de la depleción de DMSO a la calidad del 

producto celular final, comparamos antes y después del lavado las siguientes variables: CT, 

CD34+, viabilidad celular, UFC-GM, BFU-E y UFC-Meg en las 166 bolsas descongeladas 

antes del procedimiento de lavado y en las 143 bolsas resultantes tras el procedimiento de 

depleción. Ya se ha comentado previamente que 42 bolsas se sometieron al procedimiento de 

lavado con la mezcla de varias de ellas, pues el volumen resultante era lo suficiente para 

aprovechar un kit de lavado.  

Como puede verse en la tabla 8, es importante resaltar que no se apreciaron pérdidas 

estadísticamente significativas ni en la cantidad de células CD34+, ni de progenitores 

megacariocíticos ni en la viabilidad celular antes y después del lavado del DMSO. Aunque las 

células totales disminuyeron significativamente tras el procedimiento del lavado en 

comparación con los datos obtenidos antes del lavado (2,05 x10
8
/Kg vs 2,43 x10

8
/Kg; 

p<0,001), paralelamente se observó un incremento significativo en el recuento de UFC-GM 

(34,60 x10
4
/Kg vs 23,50 x10

4
/Kg, p=0,001) y de BFU-E (19,38 x10

4
/Kg vs 13,45 x10

4
/Kg, 

p=0,004) tras el lavado del DMSO.   

El cálculo en porcentajes de todos estos parámetros en el producto celular tras el lavado 

con respecto al producto antes del mismo, para conocer los porcentajes de recuperación se 
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exponen en la tabla 9. Contrasta la disminución de la recuperación de las CT (72%), 

mientras que paralelamente existe una recuperación superior al 150% en las unidades 

formadoras de colonias, aunque se advierte una gran dispersión de los datos. 

 

Tabla 8. Datos de los valores celulares y de la viabilidad en las bolsas descongeladas antes y 

después de los lavados (media ± desviación estándar).  

 

Variable 

Bolsas  deplecionadas de DMSO  
Significación 

estadística (p) Antes lavado 

(n=166) 

Tras lavado 

(n=143) 

CT x10
8
/Kg 2,43 ± 1,04 2,05 ± 0,83 <0,001 

CD34+ x10
6
/Kg 1,97 ± 2,87 2,12 ± 2,66 0,631 

UFC-GM x10
4
/Kg 23,50 ± 24,43 34,60 ± 32.86 0,001 

BFU-E x10
4
/Kg 13,45 ± 14,69 19,38 ± 20,46 0,004 

UFC-Meg x10
4
/Kg 

22,82 ± 26,34 

(n= 79) 

19,54 ± 36,67 

(n= 102) 
0,494 

Viabilidad celular (%) 74,86 ± 10,67 74,51 ± 10,72 0,775 

BFU-E: Unidad formadora de explosiones de colonias o "Burst forming unit" eritroides. CT: Células totales. CD34+: 

Células progenitores hematopoyéticas CD34 positivas. DMSO: Dimetilsulfóxido. TASPE: Trasplante autólogo de 

progenitores hematopoyéticos de sangre periférica. TPH: Trasplante progenitores hematopoyéticos. UFC-GM: Unidad 

formadora de colonias granulomacrofágicas. UFC-Meg: Unidad formadora de colonias megacariocíticas.  

 

 

Tabla 9. Recuperación post-lavado de los valores celulares y de la viabilidad 

respecto a los observados antes del procedimiento del lavado (media ± 

desviación estándar). 
 

Variable Recuperación  (%) 

CT x10
8
/Kg 72,37 ± 15,63 

CD34+ x10
6
/Kg 101,44 ± 27,84 

UFC-GM x10
4
/Kg 157,08 ± 105,96 

BFU-E x10
4
/Kg 170,24 ± 181,01 

UFC-Meg x10
4
/Kg 

185,93 ± 329,28 

(n= 79) 

Viabilidad celular  101,91 ± 13,18 

BFU-E: Unidad formadora de explosiones de colonias o "Burst forming unit" eritroides. CT: 

Células totales. CD34+: Células progenitores hematopoyéticas CD34 positivas. DMSO: 

Dimetilsulfóxido. TASPE: Trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre 

periférica. TPH: Trasplante progenitores hematopoyéticos. UFC-GM: Unidad formadora de 

colonias granulomacrofágicas. UFC-Meg: Unidad formadora de colonias megacariocíticas.  
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II.2- Estudio de la seguridad del procedimiento de lavado para la depleción de 

dimetilsulfóxido. 

En cuanto a los datos de contaminación microbiológica del procedimiento de depleción del 

DMSO mediante el Sepax
®
 S-100, obtuvimos que, de un total de 166 bolsas descongeladas, 

antes del lavado se aislaron 8 agentes microbiológicos (4,81%), y tras el lavado se aislaron 9 

agentes microbiológicos en 143 bolsas (6,29%), sin existir diferencias estadísticamente 

significativas (p= 0,572) (gráfico 7).  

 

 
 

Gráfico 7. Contaminación bacteriana en las bolsas de PH en el grupo de TPH con depleción del 

DMSO antes y después de ser lavados. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante progenitores 

hematopoyéticos. 

 

 

 

Los microorganismos aislados en las bolsas antes del proceso de lavado fueron: 6 

Staphylococcus (epidermidis: 4, hominis: 2); y 2 Streptococcus (1 Streptococcus sp y 1 

Streptococcus viridans). Tras el procedimiento de depleción del DMSO, los microorganismos 

aislados fueron: 7 Staphylococcus (epidermidis: 4, hominis: 1, warnerii: 2); 1 Streptococcus 

viridans y 1 Bacilo gram negativo fermentador (tabla 10). En cinco bolsas coincidieron los 

aislamientos microbiológicos antes y después del procedimiento de lavado. 
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Tabla 10. Distribución de los gérmenes bacterianos identificados en los cultivos de control de las 

bolsas antes y después del proceso de lavado. 

 

Código TPH 

(nº de bolsas) 

nº de bolsas con 

cultivos positivos 

Microorganismo 

Antes lavado Tras lavado 

224 

(1 bolsa) 
1 

Staphylococcus 

hominis 
Negativo 

228 

(3 bolsas) 

1 Streptococcus sp Negativo 

2-3 Negativos Negativos 

227 

(4 bolsas) 

1 Negativo Streptococcus viridans 

2-4 Negativos Negativos 

234 

(1 bolsa) 
1 Streptococcus viridans Negativo 

238 

(1 bolsas) 
1 

Staphylococcus 

epidermidis 

Staphylococcus 

epidermidis 

259 

(5 bolsas) 

1 Negativo 
Staphylococcus 

warnerii 

2-5 Negativos Negativos 

260 

(2 bolsas) 

1 Negativo 
Bacilo gram negativo 

fermentador 

2 Negativo Negativo 

262 

(7 bolsas) 

1 Negativo 
Staphylococcus 

warnerii 

2-7 Negativos Negativos 

270 

(7 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

hominis 

Staphylococcus 

hominis 

2 
Staphylococcus 

epidermidis 

Staphylococcus 

epidermidis 

3-7 Negativos Negativos 

271 

(2 bolsas) 
1-2 

Staphylococcus 

epidermidis 

Staphylococcus 

epidermidis 

DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos.  

 

III. Comparación de la seguridad y eficacia del trasplante del progenitores 

hematopoyéticos entre el grupo control y grupo experimental. 

Para valorar la seguridad y eficacia del TPH con el producto celular lavado, se realizó un 

estudio comparativo de este grupo de pacientes con respecto a un grupo control considerando por 

un lado la composición celular del inóculo y las reacciones adversas tras la infusión, y por otro 

lado su impacto en el injerto hematopoyético, y en las necesidades de soporte hemoterápico, y 

días de fiebre y hospitalización. 
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III.1-  Características del inóculo celular.  

Los resultados de las variables relacionadas con el inóculo, indicativas de la eficacia 

técnica del procedimiento, se resumen en la tabla 11 y se detallan a continuación:  

 

III.1.1- Composición celular del inóculo. 

La media de CT en el momento de la infusión en cada paciente del grupo de TPH sin 

depleción de DMSO fue de 5,97 ± 3,43 x10
8
/Kg. La media de células CD34+ fue de 4,03 ± 

3,07 x10
6
/Kg, y la media de la viabilidad celular tras su descongelación fue de 82,25 ± 

8,75% respectivamente (tabla 11). 

En el grupo experimental de TPH con depleción de DMSO la media de CT en el 

momento de la infusión fue de 4,6 ± 3,57 x10
8
/Kg y para las células CD34+ de 4,77 ± 3,74 

x10
6
/Kg. Tras el proceso de lavado la media de la viabilidad celular fue de 74,99 ± 9,87 %. 

Como puede verse en la tabla 11 la comparación de los datos de los productos celulares 

infundidos entre los grupos de estudio, demostró un incremento significativo en el número 

de células totales (p=0,029), y en la viabilidad celular DMSO (p<0,001), en el grupo de 

pacientes sometidos a TPH sin depleción de DMSO con respecto al deplecionado, aunque 

la cifra de células CD34+ fue similar en ambos grupos. 

 

III.1.2- Unidades formadoras de colonias granulomacrofágicas, eritroides y 

megacariocíticas. 

 El recuento de colonias UFC-GM, BFU-E y UFC-Meg presentes en el producto a 

infundir se consideró como índice de eficacia desde un punto de vista cualitativo. La media 

del número de colonias por TASPE en cada paciente del grupo control antes de la infusión 

fue de 101,36 ± 71,78 x10
4
/Kg UFC-GM, de 52,46 ± 43,1 x 10

4
/Kg BFU-E, y de 32,69 ± 

29,55 x10
4
/Kg UFC-Meg (tabla 11).  
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En cuanto al número de colonias por TASPE del grupo de TPH con depleción de 

DMSO tras el lavado y antes de la infusión, fue de 103,76 ± 74,67 x10
4
/Kg CFU-GM, de 

58,83 ± 53,35 x10
4
/Kg BFU-E y de 41,89 ± 57,37 x10

4
/Kg CFU-Meg.  

No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos (tabla 11). 

 

Tabla 11. Valores de los recuentos celulares (CT, CD34+, UFC-GM, BFU-E, UFC-Meg) en el 

inóculo infundido por cada TASPE (media ± desviación estándar) en cada uno de los grupos a 

estudio. 
 

Variable 
TPH sin depleción 

DMSO (n= 64) 

TPH con depleción 

DMSO (n= 64) 

Significación 

estadística (p) 

CT x10
8
/Kg 5,97 ± 3,43 4,6 ± 3,57 0,029 

CD34+ x10
6
/Kg 4,03 ± 3,07 4,77 ± 3,74 0,224 

UFC-GM x10
4
/Kg 

101,36 ± 71,78 

(n= 63) 
103,76 ± 74,67 0,854 

BFU-E x10
4
/Kg 

52,46 ± 43,1 

(n= 60) 
58,83 ± 53,35 0,467 

UFC-Meg x10
4
/Kg 

32,69 ± 29,55 

(n= 57) 

41,89 ± 57,37 

(n= 50) 
0,286 

Viabilidad celular 

(%) 
82,25 ± 8,75 74,99 ± 9,87 <0.001 

BFU-E: Unidad formadora de explosiones de colonias o "Burst forming unit" eritroides. CT: Células 

totales. CD34+: Células progenitores hematopoyéticas CD34 positivas. DMSO: Dimetilsulfóxido. 

TASPE: Trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica. TPH: Trasplante 

progenitores hematopoyéticos. UFC-GM: Unidad formadora de colonias granulomacrofágicas. UFC-

Meg: Unidad formadora de colonias megacariocíticas.  

 

 

 

III.2- Estudio de la seguridad del procedimiento de infusión del inóculo en el trasplante 

de progenitores hematopoyéticos. 

En este apartado se consideran dos grupos de variables de seguridad: las reacciones 

adversas durante la infusión y la contaminación bacteriana del inóculo.  

 

III.2.1- Reacciones adversas durante la infusión de progenitores hematopoyéticos. 

En el grupo de TPH sin depleción del DMSO se infundieron 182 bolsas y se 

documentaron reacciones adversas en 33 pacientes (51,6%), pudiéndose observar en un 

mismo paciente varias de ellas.  Las reacciones adversas más frecuentes fueron: flush 
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facial o exantema (18), opresión torácica (13), disgeusia (6), náuseas (6), dolor abdominal 

(6), hipoxia (5), bradicardia (3), cefalea (2), taquicardia (1) y disnea (1) (gráfico 8); 

mientras que en el grupo de TPH con depleción del DMSO no se observó reacción adversa 

alguna (p<0,001) (gráfico 9). 

 

 
 

Gráfico 8. Efectos adversos más frecuentes en grupo de 

TPH sin depleción de DMSO.  

 

 
 

Gráfico 9. Número de pacientes con efectos adversos tras infusión de 

progenitores hematopoyéticos. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de 

progenitores hematopoyéticos. 
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III.2.2- Contaminación bacteriana.  

 

A pesar de las medidas de esterilidad adoptadas para la manipulación de PH, durante los 

procedimiento de recolección, criopreservación y depleción del DMSO, existe riesgo de 

contaminación bacteriana. 

En nuestra serie la contaminación bacteriana documentada en el grupo de los TPH sin 

deplecionar de DMSO fue de 17 aislamientos microbiológicos de un total de 182 bolsas 

(9,34%); mientras que tan sólo se documentaron 9 aislamientos en 144 bolsas (6,25%) en 

el grupo de los TPH deplecionados tras someterse al procedimiento de lavado del DMSO, 

una diferencia sin significación estadística (p=0,298) (gráfico 10).  

En la tabla 12 se representa los diferentes microorganismos aislados en los estudios 

microbiológicos de ambos grupos. Los microorganismos aislados con más frecuencia 

fueron los Staphylococcus (7 S. epidermidis, 2 S. hominis, 1 S. coagulasa negativo, 1 S. 

warnerii), además de 2 Streptococcus y 1 Stenotrophomonas maltophilia.  

 

 
 

Gráfico 10. Contaminación bacteriana en las bolsas de PH en el grupo de TPH sin y en el grupo 

con depleción del DMSO después de ser lavados. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de 

progenitores hematopoyéticos.  
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Tabla 12. Distribución de los gérmenes bacterianos identificados en los cultivos de control. 
 

 

Contaminación bacteriana 

TPH sin depleción DMSO TPH con depleción DMSO 

Código 

TPH 

nº de 

bolsa 
Microorganismo 

Código 

TPH 

nº de 

bolsa 

Microorganismo 

Tras lavado 

137  

(2 bolsas) 

1 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
227 

(4 bolsas) 

 

 

1 Streptococcus viridans 

2 
Staphylococcus 

epidermidis 
2-4 Negativos 

141 

(2 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

epidermidis 

234 

(1 bolsa) 
1 Negativo 

2 
Staphylococcus 

epidermidis 

238 

(1 bolsas) 

 

1 Staphylococcus epidermidis 

146 

(3 bolsas) 

1 Streptococcus sp 259 

(5 bolsas) 

1 Staphylococcus warnerii 

2 Streptococcus sp 2-5 Negativos 

3 
Staphylococcus 

epidermidis 
260 

(2 bolsas) 

 

 

1 
Bacilo gram negativo 

fermentador 

147 

(5 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

warnerii 
2 Negativo 

2-5 Negativos 262 

(7 bolsas) 

 

 

1 Staphylococcus warnerii 

161 

(2 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

epidermidis 
2-7 Negativos 

2 Negativo 

270 

(7 bolsas) 

1 Staphylococcus hominis 

166 

(2 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

hominis 
2 Staphylococcus epidermidis 

2 Negativo 3-7 Negativos 

183 

(1 bolsa) 
1 

Staphylococcus 

epidermidis 

271 

(2 bolsas) 

 

1-2 Staphylococcus epidermidis 

198 

(4 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

epidermidis 

 

2-4 Negativos 

202 

(2 bolsas) 

1 
Staphylococcus 

coagulasa negativo 

2-3 Negativos 

206 

(4 bolsas) 
1-4 

Staphylococcus 

hominis 

DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos.  
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III.2.3- Tiempos de injerto leucocitario y plaquetar. 

Del total de 128 trasplantes de la serie todos injertaron, llegando a recuperar una cifra de 

neutrófilos superior a 0,5 x10
9
/L. Durante el TPH se observaron sólo dos éxitus (1,56% del 

total), uno en el día +18 y otro en el día +31 postrasplante, ambos en el grupo de pacientes 

con depleción del DMSO. El primer  paciente era un mujer de 50 años de edad 

diagnosticada de mieloma múltiple que recibió como acondicionamiento melfalán 200 y 

que desarrolló una sepsis y progresión de su enfermedad; el segundo era un hombre de 62 

años diagnosticado de mieloma múltiple que recibió como acondicionamiento melfalán 

200 y que presentó como complicación sepsis y fracaso renal. Estos dos pacientes  no 

llegaron a recuperar una cifra de plaquetas estable superior a 20 x10
9
/L,  no obstante, la 

muerte no fue debida a hemorragia en  ninguno de los dos. 

La hipótesis de investigación fue que una la intervención de la depleción de DMSO no 

fue clínicamente inferior a la no depleción si los intervalos de confianza (IC) que las 

compararon cubren valores menores a los preespecificados. Se consideró aceptable una 

diferencia de 1 día (Δ1) para probar la no inferioridad del tratamiento que implicaba el 

procedimiento de lavado con respecto al que no llevaba el lavado para las variables injerto 

leucocitario   neutrofílico   una diferencia de   días (Δ2) para la variable injerto plaquetar. 

Las medias y diferencias en las medias de días hasta recuperación hematológica y sus 

intervalos de confianza del 95% (IC) se presentan en la tabla 13.  

El número de días hasta alcanzar el injerto leucocitario (leucocitos >0,5 x10
9
/L) fue de 

10,31 en el grupo de pacientes en el que los PH no se sometieron al procedimiento de 

lavado y de 10,25 días en aquellos pacientes que si fueron sometidos al procedimiento de 

lavado, las diferencias absolutas en las medias de días fueron de 0,06 días (IC -0,34 a 0,45 

días). El número de días hasta alcanzar el injerto neutrofílico (neutrófilos >0,5 x10
9
/L) fue 

de 11,05 en el grupo de pacientes en el que los PH no se sometieron al procedimiento de 
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lavado y de 10,98 días en aquellos pacientes que si fueron sometidos al procedimiento de 

lavado, las diferencias absolutas en las medias de días fueron de 0,06 días (IC -0,80 a 0,92 

días). Dado el Δ1 que hemos utilizado para las variables injerto leucocitario y neutrofílico  

probamos la no inferioridad del tratamiento que implicaba el procedimiento de depleción 

del DMSO lavado con respecto al grupo que no se manipulaba el injerto (gráfico 11). 

 

Tabla 13. Parámetros estadísticos de injerto leucocitario, neutrofílico y plaquetar en cada uno de los 

grupos a estudio. 

 
Media no 

lavados 

Media 

lavados 

Diferencia 

de medias 

Error típico 

de la 

diferencia 

95% Intervalo de 

confianza para la 

diferencia 

Inferior Superior 

Días injerto 

leucocitos 
10,31 10,25 0,06 0,20 -0,34 0,45 

Días injerto 

neutrófilos 
11,05 10,98 0,06 0,43 -0,80 0,92 

Días injerto 

plaquetar 
11,25 13,17 -1,92 1,00 -3,92 0,07 

 

 

Gráfico 11. Intervalos de confianza 95% para la diferencia entre los grupos en 

cuanto al día de injerto leucocitario (>0,5 x10
9
/L) y neutrofílico (>0,5 x10

9
/L). 
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Ningún paciente alcanzó el injerto de neutrófilos antes del día +8. Sin embargo, en la 

segunda semana postrasplante el 96,92% de los pacientes vivos de ambos grupos habían 

injertado de neutrófilos. El paciente que más tiempo tardó en alcanzar el injerto 

granulocítico fue en el día +15 en el grupo de TPH sin depleción de DMSO y en el día +34 

en el grupo de TPH con depleción de DMSO (gráficos 12 y 13).  Éste último paciente 

trasplantado por una leucemia aguda mieloide, tras objetivar un inicio de recuperación sin 

cumplir criterios de injerto granulocítico presentó episodio febril documentándose 

infección por citomegalovirus, lo que pudo contribuir al retraso del injerto. 

 

Gráfico 12. Día injerto Leucocitos (>0,5 x10
9
/L). TPH: Trasplante de 

progenitores hematopoyéticos. 

 

 

 
 

Gráfico 13. Día de injerto de Neutrófilos (>0,5 x10
9
/L). TPH: Trasplante de 

progenitores hematopoyéticos. 
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En las tablas 14 y 15 se muestra la distribución de los pacientes según el día de injerto 

para leucocitos y para neutrófilos respectivamente. 

 

Tabla 14. Número de pacientes en los dos grupos del estudio, según el día de 

injerto leucocitario (>0,5 x10
9
/L). 

 

Día injerto leucocitario 8 9 10 11 12 13 16 

TPH sin depleción DMSO 1 13 21 24 4 1 0 

TPH con depleción DMSO 3 12 27 13 8 0 1 

 

Tabla 15. Número de pacientes en los dos grupos del estudio, según el día de injerto de 

neutrófilos (>0,5 x10
9
/L). 

 

Día injerto granulocítico 8 9 10 11 12 13 14 15 17 34 

TPH sin depleción DMSO 0 4 15 28 13 1 1 2 0 0 

TPH con depleción DMSO 1 10 22 18 7 4 0 0 1 1 

 

El número de días hasta alcanzar una cifra de plaquetas superior a 20 x10
9
/L fue de 

11,25 en el grupo de pacientes cuya sangre no fue sometida al procedimiento de lavado y 

de 13,17 días en aquellos pacientes que si fueron sometidos al procedimiento de lavado, las 

diferencias absolutas en las medias de días fueron de -1,93 días (IC -3,92 a 0,06 días), 

como se muestra en el gráfico 14. En este caso, dado el Δ2 que hemos utilizado para la 

variable injerto plaquetar  no podemos demostrar la no inferioridad estadística del 

tratamiento que implicaba el procedimiento de depleción del DMSO con respecto al grupo 

en el que no se manipuló el injerto; para estudiar si el procedimiento de depleción del 

DMSO implica un número mayor de días de injerto plaquetar, comparamos ambos grupos 

en cuanto a esta variable utilizando el método T de student, y objetivamos la no existencia 

de diferencias estadísticamente significativas (p=0.06) (gráfico 15). 
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Gráfico 14. Intervalos de confianza 95% para la diferencia entre los grupos en 

cuanto al día de injerto plaquetar (>20 x10
9
/L). 

 

En términos actuariales, a las dos semanas del TPH el 90,47% de los pacientes del 

grupo no deplecionado y el 80,95% de los pacientes del grupo deplecionado presentaban 

más de 20 x10
9
/L plaquetas, y al cabo de 21 días estas cifras eran del 99,41% y del 90,47% 

respectivamente. En el gráfico 15 se representa la cinética de recuperación plaquetaria y en 

la tabla 16 se muestra la distribución de los pacientes. 

 
 

Gráfico 15. Día de injerto Plaquetario (>20x10
9
/L). TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
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Tabla 16. Número de pacientes en los diferentes grupos del estudio, según el día de injerto de 

plaquetar (>20 x10
9
/L). 

 

Día injerto 

plaquetario 
2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20 21 23 29 31 39 50 

TPH sin 

depleción 

DMSO 

2 1 1 2 2 4 8 9 14 9 7 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TPH con 

depleción 

DMSO 

0 0 2 0 4 8 16 9 1 10 0 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 

 

III.2.4- Requerimientos transfusionales. 

En el grupo control sin depleción de DMSO, el 31% de los pacientes (n=20), no 

precisaron transfusión de concentrado de hematíes durante el ingreso del TPH. Este 

porcentaje de pacientes sin necesidad de transfusión de hematíes durante el TPH fue 

superior en el grupo experimental con lavado de DMSO (45%, n=29), aunque las 

diferencias no alcanzaron significación estadística (p=0,087). 

En cuanto al soporte plaquetario, 62 de los 64 pacientes del grupo control sin depleción 

de DMSO precisaron transfusiones de concentrado de plaquetas, mientras que 61 de los 64 

pacientes sometidos a TPH con PH lavados requirieron transfusiones de plaquetas, cifras 

estadísticamente similares (p=0,635) (gráficos 16A y 16B).  

 

 
 

Gráficos 16. Distribución de la población según si precisaron de requerimientos transfusionales: A) 

Concentrados de hematíes. B) Pooles de plaquetas. CH: Concentrados de hematíes. DMSO: 

Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
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La mediana de CH transfundidos fue de 2 (1-4) en el grupo de TPH no deplecionado y 

de 2 (1-23) en el grupo de TPH deplecionado (p=0,072); y la mediana de transfusión de 

pooles de plaquetas fue de 2,5 (1-10) en el grupo de TPH no deplecionado y de 2 (1-14) en 

el grupo de TPH deplecionado (p=0,58) (gráficos 17A y 17B). 

 
 

Gráficos 17. Distribución de los pacientes según: A) número de concentrados de hematíes 

recibidos. B) Pooles de plaquetas recibidos. CH: Concentrados de hematíes. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: 

Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 

 

 

III.3- Días de fiebre y hospitalización. 

 

Otras variables recogidas durante el estudio, con el fin de evaluar la funcionalidad de los 

PH infundidos tras el lavado del DMSO, fueron la aparición de episodios febriles y la 

duración de la hospitalización en el proceso del TPH.  

 
 

Gráfico 18. Distribución de la población según días de hospitalización. DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: 

Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
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La estancia hospitalaria media de los pacientes desde el día 0 del TPH fue de 16,86 +/- 

3,13 días en los TPH del grupo no deplecionado, y de 17,26 +/- 8,9 días en los TPH del grupo 

deplecionado (p=0,737) (gráfico 18 y tabla 17). 

 

Tabla 17. Número de pacientes en los diferentes grupos del estudio, según los intervalos de  días de 

hospitalización tras TASPE. 

 

Días de hospitalización 10-15 16-20 21-25 26-30 31-40 41-50 51-60 

TPH sin depleción DMSO 25 25 10 1 0 0 0 

TPH con depleción DMSO 42 8 4 3 3 1 1 

 

EL 84,37% (54 de 64) de los pacientes  del grupo control no deplecionado de DMSO 

presentaron fiebre durante su estancia hospitalaria, con una media de 3,23 ± 2,98 días de 

fiebre (gráfico 19). En el grupo de pacientes sometido a TPH deplecionado de DMSO 

presentaron fiebre 30 de 63 pacientes (47,62%), con una media de días de fiebre de 1,43 ± 

2,24. Tanto el número de episodios febriles (p<0,001), como la duración de la fiebre 

(p=0,0002), fue significativamente menor en el grupo de pacientes sometido a TPH 

deplecionado de DMSO (gráfico 19).  

 

 
 

Gráfico 19. Distribución de la incidencia de fiebre durante el TPH. 
DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
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En el gráfico 20 y en la tabla 18 se representa la distribución de los pacientes según los 

días de fiebre y en función de los grupos a estudio. 

 
 

Gráfico 20. Distribución de la población según días de fiebre. DMSO: Dimetilsulfóxido. 

TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
 

 

Tabla 18. Número de pacientes en los diferentes grupos del estudio, según la duración de 

la fiebre (días) durante la hospitalización durante el TASPE. 

 

Días de fiebre 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 15 

TPH sin depleción DMSO 10 12 9 10 7 2 0 2 1 2 2 

TPH con depleción DMSO 11 3 6 3 1 1 3 0 1 0 0 

 

En la tabla 19 se resume los resultados de los aislamientos microbiológicos identificados 

en los pacientes con episodios febriles. Los cultivos positivos en los pacientes febriles de 

grupo sin depleción fueron los siguientes: 8  Staphylococcus (hominis: 3, epidermidis: 2, 

haemolyticus: 2, coagulasa negativo: 1); 2 Enterococcus faecium, 1 Corynebacterium sp, 3 

Bacilos gram negativos (Escherichia coli: 1, Pseudomonas aeruginosa: 1 y 

Stenotrophomonas maltophilia: 1); y 2 Campylobacter jejuni en heces. En el grupo de TPH 

con depleción del DMSO los cultivos positivos de los pacientes febriles correspondieron a: 3 

Staphylococcus (epidermidis: 2, haemolyticus: 1); 3 Enterococcus faecium, 1 Pseudomonas 

aeruginosa y 5 infecciones por CMV (1 neumonitis y 4 reactivaciones). 
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Tabla 19. Relación de aislamientos microbiológicos en pacientes con episodios febriles 

sometidos a TPH. 

Aislamientos microbiológicos 

TPH no deplecionados de DMSO TPH deplecionados de DMSO 

Código TPH Microorganismo Código TPH Microorganismo 

153 
Staphylococcus 

hominis 
224 Reactivaciones CMV 

167 
Staphylococcus 

coagulasa negativo 
238 

Staphylococcus 

haemolyticus 

176 
Campylobacter jejuni 

en heces 
241 

Pseudomonas 

aeruginosa 

177 
Staphylococcus 

hominis 
253 

Neumonitis por 

CMV 

180 
Staphylococcus 

epidermidis 
258 Reactivaciones CMV 

187 Escherichia coli 261 Reactivaciones CMV 

190 
Campylobacter jejuni 

en heces 
265 Reactivaciones CMV 

191 Corynebacterium sp 267 
Staphylococcus 

epidermidis 

193 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
278 

Staphylococcus 

epidermidis 

195 
Enterococcus 

faecium 
280 

Enterococcus 

faecium 

196 
Staphylococcus 

hominis 
286 

Enterococcus 

faecium 

197 
Enterococcus 

faecium 
289 

Enterococcus 

faecium 

198 
Staphylococcus 

epidermidis 

 

199 
Staphylococcus 

haemolyticus  

203 
Staphylococcus 

haemolyticus 

232 
Pseudomonas 

aeruginosa 

DMSO: Dimetilsulfóxido. TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
 

 

Cabe resaltar que tan sólo en un paciente correspondiente al grupo de TPH sin depleción, 

que presentó fiebre durante su hospitalización, la documentación del microorganismo aislado 
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en el proceso febril, coincidió con el microorganismo aislado en el cultivo de control 

realizado al inóculo antes de su infusión. 
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El trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica constituye hoy en 

día un procedimiento terapéutico ampliamente utilizado, con ciertas indicaciones sólidamente 

establecidas y muchas otras donde su uso está siendo evaluado de forma experimental
[10]

. La 

constatación preliminar del beneficio clínico que podía aportar al paciente y de sus potenciales 

ventajas sobre otras técnicas de trasplante hematopoyético llevó a la generalización de su uso a 

principios de la década de los 90
[10]

. Se puede afirmar que la inclusión de este procedimiento en el 

arsenal terapéutico diario ha precedido al conocimiento en profundidad de ciertos aspectos 

biológicos, metodológicos y clínicos relevantes para garantizar el resultado del trasplante
[10]

.  

Entre los conocimientos biológicos y metodológicos que han facilitado el éxito del trasplante en 

la práctica clínica se incluyen la importancia de infundir un mínimo de 2x10
6
 células CD34+/Kg del 

receptor para asegurar injerto de los PH
[255]

, y el manejo apropiado de las técnicas de 

criopreservación para mantener viables los PH mientras se realiza el acondicionamiento, o hasta que 

sean clínicamente necesarios
[231]

. Merced a los conocimientos en criobiología ha sido posible 

identificar moléculas  crioprotectoras como el DMSO, que a concentraciones entre el 5 - 10%, 

permiten una excelente viabilidad de los progenitores y su criopreservación por largos periodos de 

tiempo
[231]

. Pese a su uso generalizado y de tener un adecuado balance riesgo-beneficio, el DMSO 

dista de ser una sustancia ideal para la clínica humana ya que debido a sus propiedades químicas 

tiene efectos secundarios relevantes, que contribuyen a la morbi-mortalidad precoz del 

trasplante
[231]

.  Por tal motivo se investigan nuevas moléculas, pero dado el excelente rendimiento 

crioprotector del DMSO y la amplia experiencia de su utilización en el TPH, se han propuesto otras 

alternativas para eliminar los efectos tóxicos del DMSO, como intentar retirarlo mediante el lavado 

de los PHSP tras su descongelación y antes de su infusión al paciente
[136]

. 

Se han publicado algunos estudios en relación a la efectividad y seguridad de la eliminación del 

DMSO del producto de PH criopreservados
[181;228;237-239;256-261]

. Muchos de estos estudios coinciden 

en destacar que con el lavado se puede retirar un elevado porcentaje de DMSO y de restos celulares, 
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pero también en que existe un porcentaje variable de pérdida de células CD34+. Por otro lado, la 

mayoría de los trabajos son en fase preclínica, y no utilizan procedimientos de lavado 

automatizados 
[228;238;239;256;257;259-261]

. 

Existe muy poca experiencia de la seguridad y eficacia del trasplante autólogo realizado con 

PHSP lavados para eliminar el DMSO
[256;261]

.   

Nuestra hipótesis de trabajo, basada en los datos expuestos previamente, es que la depleción del 

DMSO de los PH infundidos en el TASPE es beneficiosa para los pacientes al disminuir la 

toxicidad sin disminuir la eficacia, cuando se emplea una técnica automatizada y cerrada con un 

procesador como el Sepax
®
 S-100. Para confirmarla realizamos un estudio biológico comparativo 

de las características del inóculo celular antes y después del lavado con este procedimiento, y un 

estudio clínico de una serie de 64 pacientes consecutivos sometidos a TASPE con PH 

deplecionados de DMSO, cuyas características se compararon con un control histórico de pacientes 

trasplantados con PH sin deplecionar de DMSO.  

En nuestro conocimiento, no existe ningún estudio en el que se haya utilizado el sistema 

automático cerrado con el procesador Sepax
®
 S-100 para la depleción de DMSO y su aplicación 

clínica en pacientes sometidos a TASPE. 

A continuación discutiremos los hallazgos de nuestro estudio siguiendo el orden de los apartados 

de los resultados.   

 
 

I. Estudio de la homogeneidad de los dos grupos de trasplantes, con y sin depleción de 

dimetilsulfóxido.  

I.1- Estudio de la homogeneidad de las características de los pacientes en los dos grupos. 

El grupo experimental estaba formado por 64 pacientes trasplantados de forma consecutiva 

entre Septiembre del 2008 y Diciembre del 2010, en los que se utilizó el sistema automatizado 

cerrado para la depleción de DMSO de los PHSP criopreservados antes de su infusión. El grupo 

control histórico estaba formado por 64 pacientes consecutivos sometidos a TASPE sin 
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deplecionar de DMSO entre Noviembre de 2004 y Agosto del 2008. Todos los pacientes de esta 

serie fueron sometidos a TASPE por el mismo equipo clínico del programa de TPH del Hospital 

Clínico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia, utilizando los mismos protocolos de 

trabajo autorizados por los comités hospitalarios correspondientes. Todo ello contribuye a 

minimizar el riesgo de un sesgo de selección y dado su carácter de estudio observacional, las 

características del tratamiento administrado no se han modificado en función de los objetivos 

científicos del estudio. 

Al tratarse de un estudio observacional, nuestra serie presentó algunos disbalances entre los 

grupos, como el número de líneas de tratamiento recibidos. Sin embargo, en el resto de las 

variables relevantes estudiadas como la edad, el sexo, la enfermedad de base, o el número de 

aféresis realizadas para obtener más de 2 millones de  células CD34+/Kg, los grupos de estudio   

mostraron una gran homogeneidad.  

Conviene destacar que nuestro estudio es el único en el que se utiliza el sistema automático 

cerrado Sepax
®
 S-100 para deplecionar el DMSO de PHSP aplicado a pacientes sometidos a 

TASPE. Los estudios de depleción de DMSO publicados previamente en la literatura utilizan 

métodos manuales de centrifugación para la depleción del DMSO
[136;256;258]

 o un procesador 

celular distinto al nuestro
[228;238]

 (Cytomate
®
, por ejemplo). Existen tres trabajos en los que 

utilizó el procesador celular Sepax
®
 S-100, pero con un objetivo diferente, el de reducir volumen 

del producto recolectado de PH para su posterior criopreservación
[239;260;261]

. 

 

I.1- Estudio comparativo de las características de los productos celulares, tras la 

descongelación, entre los grupos de trasplante de progenitores hematopoyéticos con y sin 

depleción de DMSO. 

En nuestra serie también se observó homogeneidad en muchas de las características de los 

productos celulares tras la descongelación, como la cifra de CT, de células CD34+, y el número 
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de progenitores eritroides y megacariocíticos. Sin embargo, la  viabilidad celular y las UFC-

GM fueron significativamente inferiores en el grupo con depleción de DMSO (82% vs 74% 

p<0,001 y 101 x10
4
/Kg vs 76 x10

4
/Kg p=0,028 respectivamente), aunque este hecho no se 

tradujo en diferencias en cuanto a eficiencia clínica entre ambos grupos.  

 

II. Estudio de los efectos del procedimiento de lavado para la depleción  de dimetilsulfóxido 

sobre los progenitores hematopoyéticos. 

Como se ha comentado en la metodología, la criopreservación de los PH es un paso necesario 

para la realización de los trasplantes autólogos. Ello implica la manipulación “in vitro” de los PH 

recolectados para su congelación y almacenamiento a temperaturas de -196ºC, y la 

descongelación y reinfusión en el momento del trasplante. Es conocido que todos estos procesos 

contribuyen a disminuir el número de células y su viabilidad, reduciéndose ambos parámetros 

respecto a los valores precongelación
[255]

. En consecuencia, la pérdida celular durante la 

criopreservación y las manipulaciones posteriores hace que el número de PH en el producto 

infundido sea menor que el número de células congeladas
[255;262-264]

.  

Aunque existe un acuerdo general para considerar la cifra de al menos 2 x10
6
 células CD34+, 

como la adecuada para asegurar el injerto en un tiempo razonable, realmente no se conoce la 

cifra mínima de células CD34+ necesarias para conseguir el injerto, ya que en la práctica, se han 

realizado trasplantes con éxito infundiendo cifras entre uno y dos millones, e incluso con menos 

de un millón de células CD34+/Kg, aunque ello puede suponer un retraso sustancial en el tiempo 

de reconstitución hematopoyética. Por otro lado, las dosis dintel de células CD34+/Kg peso del 

receptor consideradas en estas recomendaciones son las obtenidas en los recuentos antes de la 

criopreservación, y es muy posible que estén sobrevaloradas. Así, en la práctica habitual, se 

tiende a considerar las cifras de los parámetros pre-congelación como las células infundidas, y 
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son pocos los estudios de calidad que se realizan en el material realmente infundido, es decir tras 

la descongelación celular
[255;262-264]

. 

La implicación clínica de esta pérdida de PH dependerá de la extensión del daño celular 

originado durante la criopreservación, la descongelación y en nuestro caso la depleción del 

DMSO en el producto hematopoyético, y tendrá un impacto distinto según la fuente de PH, pues 

en el caso de la sangre de cordón umbilical, dado que la celularidad es baja, una pérdida 

significativa de células CD34+ podría dar lugar al fallo de implante del inóculo
[239;258;259]

. 

Las técnicas de laboratorio para la tipificación y monitorización de los productos 

hematopoyéticos antes de su criopreservación incluyen el recuento de CT y de células CD34+ 

mediante el uso de contadores automáticos y CMF, así como viabilidad celular mediante el 

marcaje con 7-AAD o mediante la técnica de exclusión de azul de tripán, que, aunque menos 

exacta, es más rápida y económica.  

Por tanto, para obtener información real sobre el estado de las células progenitoras después de 

la congelación, es preciso determinar el recuento y viabilidad del subconjunto de células CD34+ 

por citometría de flujo y sus características funcionales mediante ensayos in vitro de su 

capacidad clonogénica (ensayos UFC, cultivos clonogénicos). De esta manera, el recuento de 

colonias post-descongelación nos indica si nuestro injerto está o no en el rango de eficiencia 

clonogénica (nº CFU/nº CD34) esperada. 

La optimización de las técnicas de control de calidad de los productos celulares 

descongelados permitiría establecer el impacto real de su manipulación sobre la recuperación de 

los PH antes de la infusión, así como la detección precoz de cualquier evento que pudiese 

comprometer la viabilidad y/o recuento celular. Además, el conocimiento de la dosis de células 

CD34+ viables en el momento de la infusión permitirá definir mejor las dosis mínimas y 

probablemente establecería umbrales menores a los actuales. 
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Los PH criopreservados deben ser descongelados para uso clínico, lo que implica que todo los 

cambios biológicos que se produzcan durante la congelación celular afectarán al producto 

descongelado. Las células descongeladas heredan una situación de hiperosmolaridad debida, 

principalmente, a la presencia del DMSO. Estos cambios de osmolaridad implican movimiento 

de solutos a través de las membranas citoplasmáticas dependientes de concentración (ósmosis, 

difusión), que pueden alterar su integridad
[174]

. La hiperosmolaridad afecta negativamente a la 

recuperación de PH descongelados a partir de 60 minutos, y a la capacidad clonogénica de los 

injertos a partir de 90 minutos post-descongelación
[13]

. Este es un "largo plazo" teniendo en 

cuenta que el tiempo necesario para el restablecimiento de la osmolaridad fisiológica, desde la 

descongelación hasta la infusión, se da en cuestión de minutos (15-40). En su estudio, Rodriguez 

y col.
[13]

 demuestran que pese a mantener los PH a 4ºC, se produce una reducción significativa 

(60%) de la capacidad clonogénica y de la viabilidad de las células CD34+ en el plazo de una a 

dos horas post-descongelación si el DMSO está presente en la solución, mientras que la pérdida 

es aproximadamente la mitad (30%) si se elimina el crioprotector. Además, el resto de células 

del injerto, linfocitos, monocitos y granulocitos siguieron el mismo patrón. Estos y otros autores 

concluyen que la presencia del crioprotector es deletérea para los productos hematopoyéticos 

descongelados independientemente de la etiología del mecanismo responsable sea la toxicidad 

química del DMSO y/o la hiperosmolaridad per sé, y que el producto hematopoyético 

descongelado debería ser infundido lo antes posible si no se elimina el crioprotector 
[13]

. También 

sugieren que el tiempo máximo desde la descongelación hasta la infusión no debe sobrepasar el 

límite de seguridad de los 90 minutos. Por tanto, no sólo es importante el beneficio de la 

depleción del DMSO en cuanto a la disminución de la aparición de los efectos secundarios 

asociados a la infusión, sino porque los PH no se verán afectados tras la descongelación por la 

hiperosmolaridad y el efecto deletéreo del DMSO en la viabilidad celular
[13]

. Por todo ello, es 

una práctica generalmente admitida la infusión rápida de los PH tras su descongelación
[13]

. En 
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nuestro trabajo, en el grupo control la infusión se realizó en menos de 20 minutos tras la 

descongelación de los PH, mientras que en el grupo experimental se procedió a la estabilización 

de la osmolaridad con la solución de lavado (suero salino, ACD-A y albúmina) y la consiguiente 

depleción del DMSO antes de la infusión del inóculo. 

 
 

II.1- Estudio de la eficacia del procedimiento de lavado celular para la depleción de 

dimetilsulfóxido. 

La eliminación del DMSO para mejorar la infusión de progenitores criopreservados no es 

una nueva estrategia
[236;265]

 para reducir la toxicidad del TPH. Se han propuesto diversas 

técnicas que van desde la utilización de menos concentración de DMSO en la mezcla de 

congelación, la congelación de productos altamente concentrados y la selección celular 

precongelación, hasta el lavado manual del producto descongelado
[230;231;235]

. Estos métodos 

han resultado en una eliminación insuficiente del crioprotector como para abolir la morbilidad 

asociada a su infusión y poco o nada eficientes  en lo que se refiere a la eliminación de restos 

celulares. Menichella y col.
[266]

, utilizaron como métodos para eliminar glóbulos rojos 

hemolizados, granulocitos, agregados plaquetarios y DMSO, un proceso de centrifugación y 

sedimentación utilizando hidroxietilalmidón y un sistema semiautomático mediante un 

procesador celular sanguíneo, documentando una recuperación tanto de CMN como de CT 

superior al 80% con ambos métodos, no así con las UFC-GM con el sistema semiautomático, 

en las que la recuperación fue menor del 40%
[266]

, mientras en nuestro estudio la recuperación 

de CN fue del 72% y del 157% en las UFC-GM, si bien no es comparable con estos trabajos, 

pues en nuestro caso utilizamos un proceso automático y una solución de lavado diferente 

(salino, ACD-A y albúmina).  

La evaluación preclínica de dos sistemas automáticos de lavado (Sepax
®
, Cytomate

®
) de 

productos hematopoyéticos descongelados mostró, de forma reproducible, una eliminación del 

98% del DMSO sin contaminación microbiológica y una pérdida de progenitores y de 
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capacidad clonogénica irrelevantes después del proceso
[228;238;239;259]

. Adicionalmente, como 

estos procesadores celulares funcionan en sistemas cerrados, una potencial pérdida celular 

podría haber sido revertida mediante un nuevo procesamiento de la bolsa de desecho.  

Se han publicado los datos de varios estudios con diferentes sistemas de lavado de DMSO, 

manual, semiautomático y automático, en los que se indica el grado de eficacia del 

procedimiento y las pérdidas de células durante el proceso. En la tabla 20 se resumen los datos 

más relevantes de estas publicaciones en comparación con los obtenidos en nuestro estudio. 

Como se refleja en la tabla 20, en nuestro estudio la recuperación de CN tras el lavado fue de 

un 72%, similar a lo publicado en el lavado de PHSP utilizando métodos manuales
[136]

 o los 

procesadores Sepax


 S-100
[261]

, Cytomate
[238]

 y Cobe


 2991
[237]

 que oscilaron entorno a un 

89%; mientras que la recuperación de CN en el lavado de PH de SCU observada por otros 

autores utilizando método manual, Sepax


 S-100 y Cytomate
 

en PH de SCU, las fue del 

92%
[258]

, 89%
[239]

 y del 63%
[259]

 respectivamente. 

La viabilidad celular de las muestras ya sometidas al proceso de depleción del DMSO en 

nuestro trabajo fue del 74% en células totales, en concordancia con el 73% reportado por 

Rodriguez y col.
[238]

 en la depleción del DMSO con procesador Cytomate
 

en PHSP (tabla 20). 

Este porcentaje fue menor que el publicado por Perotti  y col.
[259]

 con el Cytomate


 para PH de 

SCU (89%) o por Zinno y col.
[261]

 utilizando nuestro mismo procesador en PHSP (98%), pero 

con el propósito de reducir volumen y por tanto sin que los PHSP estuviesen expuestos al 

proceso de la criopreservación. Aunque este último estudio no es por tanto comparable al 

nuestro, si es interesante desde el punto de vista de la inocuidad del procedimiento respecto a la 

viabilidad celular. 

En nuestro estudio no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la 

cantidad de células CD34+, en las UFC-Meg ni en la viabilidad celular al comparar los valores 

antes y después del lavado. Sin embargo, las células totales disminuían tras el procedimiento 
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del lavado comparadas con las pre-lavado (pérdida de un 28%) probablemente como 

consecuencia de la pérdida de granulocitos, tal como se describe en otros trabajos
[239]

. 

Paralelamente hubo un incremento en la cantidad de UFC-GM y BFU-E tras el lavado de 

DMSO, que también ha sido observado en otros estudios
[216;238]

, y que es atribuible a la 

toxicidad del DMSO sobre las colonias granulomacrofágicas y eritroides (aunque no constan 

datos de éstas últimas en otros estudios).  Reich-Slotky y col.
[264]

 publicaron que como 

consecuencia de la diferente composición de la membrana celular y un mayor volumen 

osmótico inactivo, las células CD34+ están mejor protegidas frente al choque osmótico y a la 

formación de cristales de hielo, y son por lo tanto más resistentes a los daños producidos por la 

criopreservación comparadas con el resto de poblaciones celulares. Estos autores demostraron 

que la viabilidad celular CD34+ tras el proceso de criopreservación no se correlaciona con la 

viabilidad de las CT medidas por azul de tripán, al reducirse ésta última en más de un 25%, 

principalmente debido a la pérdida de los granulocitos
[264]

. Otra explicación sería el posible 

choque osmótico producido durante el lavado celular pues en varios trabajos
[137;259]

 no se 

equilibraron osmóticamente las muestras descongeladas antes de diluirlas directamente en 

medios isotónicos. Sin embargo en otros estudios como el de Beaujean y col.
[237] 

sí se cuidó el 

equilibrio osmótico utilizando albúmina en la solución de lavado, o el estudio de Rodriguez y 

col.
[239]

, con solución de dextrano-albúmina, y nuestro estudio con ACD-albúmina. 

Las recuperaciones de células CD34+ obtenidas en nuestra serie tras la depleción de DMSO 

mediante este sistema automático cerrado fue del 101%, muy similares a los resultados 

obtenidos para PHSP con el procesador celular Cytomate
 

por Calmels y col.
[228]

 con un 99%, 

y por Rodriguez y col.
[238]

 con un 103%, todos ellos superiores a los conseguidos con el método 

manual en PHSP (65%)
[136]

.  

La incorporación del lavado celular de los PH al procedimiento del trasplante, comparada 

con la  infusión directa de los PH tras su descongelación, consume tiempo y reactivos. Los 
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procesos de lavado reportados consumieron una media de 20-30 minutos por bolsa de aféresis 

procesada (tiempo reducido si se compara con el método manual que necesita 40 minutos de 

promedio
[261]

). Sin embargo, si su utilización se traduce en menos reacciones adversas 

asociadas a la infusión y menos tratamientos y tiempos de cuidados, esta técnica podría ser 

costo-eficaz y por tanto debería recomendarse su uso rutinario en el TPH de productos 

criopreservados. Adicionalmente, como el producto resultante del lavado celular se encuentra 

en una osmolaridad citoplasmática, esta técnica podría presentar una ventaja adicional en la 

recuperación hematológica. 

 

II.2- Estudio de la seguridad del procedimiento de lavado para depleción de 

dimetilsulfóxido.  

Como previamente se ha comentado, en todo procedimiento de manipulación celular en el 

laboratorio, pese a las medidas asépticas realizadas, existe riesgo de que se produzca 

contaminación bacteriana, lo que  en el TASPE es de la mayor trascendencia pues se trata de 

productos que con posterioridad son infundidos por vía venosa central en el torrente sanguíneo. 

En nuestro estudio, los aislamientos microbiológicos en las bolsas antes del procedimiento del 

lavado fueron del 4,79% y tras la manipulación los aislamientos fueron del 6,25% (no 

estadísticamente significativos), similares a los resultados publicados por Majado y col.
[267]

, 

que presentaron un 5% de aislamientos microbiológicos y algo superiores a los publicados por 

Smolyaninov y col.
[260]

, utilizando el mismo procesador automático, aunque estos autores 

tenían el objetivo de reducir el volumen de unidades de SCU. No observamos diferencias 

estadísticamente significativas en los aislamientos microbiológicos documentados antes y 

después del procedimiento de lavado para depleción de DMSO.  

En cuanto a la identificación de los microorganismos aislados en nuestro estudio 

correspondieron en un 100% a bacterias gram positivas (probablemente procedentes de la piel) 
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en el grupo a estudio antes del procedimiento de lavado. Tras el lavado más del 85% fueron 

bacterias gram positivas (sólo se identificó un germen gram negativo de los 8 aislamientos 

documentados). Estos datos son similares a los obtenidos por Majado y col.
[267]

 en el que las 

bacterias gram positivas supusieron más del 95% de los aislamientos microbiológicos (sin 

existir manipulación posterior a la descongelación); no hemos encontrado otros trabajos 

publicados con datos de los aislamientos microbiológicos antes y después de los 

procesamientos de depleción de DMSO, o reducción de volumen del inóculo. Las posibles 

fuentes de estas bacterias incluyen la piel del paciente en el procedimiento de recolección, uso 

de reactivos contaminados (anticoagulantes,...), y la contaminación bacteriana durante el 

procedimiento de criopreservación. 

 

 

III. Comparación de la seguridad y eficacia del trasplante de progenitores 

hematopoyéticos entre el grupo control y el grupo experimental. 

 

III.1- Características del inóculo celular. 

Los resultados de las variables que evalúan la eficacia del procedimiento del TPH teniendo 

en cuenta las características del inóculo infundido las podemos dividir en los siguientes 

apartados:  

 

III.1.1- Composición celular del inóculo. 

Según Syme y col.
[136]

, la calidad del producto del injerto autólogo se mide por la 

viabilidad de las células, el número de CT y el número de CD34+. En nuestro trabajo 

documentamos la ausencia de diferencias estadísticamente significativas comparando los 

productos infundidos de los dos grupos estudiados en cuanto al número de CD34+. Sin 

embargo las CT y la viabilidad celular fueron significativamente más altas en el grupo 
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control, sin depleción de DMSO. Esta pérdida significativa de CT sin que se reduzcan las 

células CD34+, han sido también documentadas en otros estudios a pesar de utilizar para la 

depleción de DMSO métodos manuales
[136;258]

 o automáticos
[237-239;259;261]

 con los 

procesadores celulares Cytomate
®[238;259]

 y Sepax
®
 S-100

[239;261]
 sobre diferentes tipos de 

PH (MO
[237]

, SP
[136;237;238;261]

 o SCU
[239;258;259]

), y se explica porque la pérdida celular se 

produce  a expensas de los granulocitos
[239]

, ya que estas células son menos resistentes al 

daño ocasionado por la criopreservación que las células mononucleadas, y que las células 

CD34+
[228;238;258]

. 

 

III.1.2- Unidades formadoras de colonias granulomacrofágicas, eritroides y 

megacariocíticas. 

Basados en los estudios de viabilidad de las células de la médula ósea, Branch y col., no 

encontraron toxicidad del DMSO sobre las UFC-GM hasta transcurridas 2 horas a 4ºC
[215]

. 

Por el contrario, otros autores
[216;238;268]

 comunicaron una pérdida de UFC-GM, más 

elevada cuanto mayor era el tiempo de exposición al DMSO tras la descongelación; en este 

contexto Rodríguez y col.
[238]

 observaron una rápida reducción de la viabilidad de las 

células CD34+ y de las colonias UFC-GM, con una recuperación del 50% en el grupo 

control en comparación con el 70% en el grupo de lavado 2 horas después del mismo.  

Actualmente no está generalizado el estudio de los cultivos clonogénicos en las 

Unidades de Trasplante de PH, pero, en nuestra opinión, es un buen control de la 

funcionalidad de las células progenitoras, por ello investigamos mediante cultivos 

clonogénicos si el DMSO es tóxico para las células tras la descongelación. En nuestro 

estudio, el número de colonias UFC-GM, BFU-E y UFC-Meg por TASPE, cultivadas en el 

grupo control de TPH sin depleción de DMSO antes de la infusión fue similar al obtenido 

en el grupo experimental, tras el proceso de depleción de DMSO. Estos datos difieren de  
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los trabajos de Rodríguez y col.
[238]

, que utilizó para la depleción de DMSO el procesador 

automático Cytomate
®
, en el que se observó una recuperación de UFC-GM mayor que el 

grupo control  y una pérdida de UFC totales, pero sin alcanzar significación estadística. Por 

otro lado, Syme y col.
[136]

 con un método de depleción mediante centrifugación, observó 

una pérdida significativa de las UFC en cultivo (UFC-C) tras la depleción, pero no 

demostraron diferencias en las recuperaciones de las BFU-E ni para UFC-Meg. En nuestro 

trabajo la recuperación de las colonias UFC-GM fue del 157%, algo superior a los 

resultados publicados en la literatura que varían entre 116% obtenido por Zinno y col.
[261]

 

utilizando el mismo procesador celular que el nuestro, el 63% obtenido por Calmels y 

col.
[228]

, y el 91% obtenido por Rodriguez y col.
[238]

 que utilizaron el sistema automático 

Cytomate
®
; y del 94% obtenido por Beajuean y col.

[237]
 utilizando el procesador celular 

Cobe


 2991 para PHSP. También fueron menores las recuperaciones de UFC-GM cuando 

las depleciones se realizaron con los procesadores Sepax


 S-100 y Cytomate


 para PH de 

SCU, siendo los resultados de 96%
[239]

 y 74%
[259]

 respectivamente.  

Las recuperaciones para BFU-E y UFC-Meg en el grupo experimental tras la 

descongelación y lavado del DMSO fueron de 170% y 185% respectivamente, no 

existiendo referencias a la utilización de cultivos para este tipo de colonias en la literatura 

revisada. 

 

III.2- Estudio de la seguridad del procedimiento de infusión del inóculo en el trasplante 

de progenitores hematopoyéticos. 

 

III.2.1- Reacciones adversas durante la infusión de progenitores hematopoyéticos. 

El otro gran problema que afecta a la infusión directa de los productos hematopoyéticos 

descongelados son los síntomas adversos asociados a la infusión de DMSO. La infusión 
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directa al paciente de PH descongelados es la técnica más utilizada en el TASPE por la 

baja probabilidad de contaminación, la ausencia de costes adicionales, el ahorro de tiempo 

y un menor riesgo de pérdida de progenitores asociados a las manipulaciones del producto 

descongelado. No obstante, la infusión directa de PH sin lavar implica no sólo la infusión 

de DMSO, sino también de restos celulares como los granulocitos y de hemoglobina libre, 

ocasionada por la lisis tanto de los hematíes como de los granulocitos, que son células 

menos resistentes a los procesos de congelación y descongelación
[138;139]

. Estos factores 

parecen ser los responsables de la toxicidad asociada al TPH reportada en muchos 

pacientes
[219;220;225;269;270]

. 

Algunos de los signos y síntomas clínicos asociados a la infusión de PH sin lavar 

pueden estar relacionados con la liberación de histamina inducida por DMSO
[219;238]

. Así, 

se ha reportado que la ruborización, los dolores abdominales y la sensación de dificultad 

respiratoria pueden ser consecuencia de la liberación de este mediador y la premedicación 

con antihistamínicos no es suficientemente eficaz en muchos casos para eliminar estos 

síntomas
[137;269]

. Adicionalmente otras complicaciones más graves como las alteraciones 

cardiovasculares y la toxicidad neurológica también han sido asociadas a la infusión del 

DMSO y detritus celulares de los PH sin lavar
[137;269]

. Por tanto, la toxicidad asociada al 

trasplante podría ser multifactorial y la eliminación del DMSO y los restos celulares 

podrían disminuir la morbilidad durante y después de la infusión 
[137;269]

. Por último, no se 

puede despreciar el hecho de que una toxicidad aguda durante la infusión puede afectar a la 

tolerancia de un paciente a trasplantes posteriores
[13]

. 

La toxicidad del DMSO durante la infusión es dosis dependiente
[136;219;220;225]

, en 

general se acepta un límite de 1g de crioprotector por Kg de peso del paciente en cada 

infusión como un umbral máximo de toxicidad. La eliminación del DMSO representa para 

los PHSP una optimización del estado celular a lo largo del tiempo así como una medida 
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para estabilizar osmóticamente el injerto antes de su infusión. La aparición de eventos 

adversos durante la infusión de PH sin lavar, intenta minimizarse mediante la 

administración previa de antihistamínicos, antipiréticos e incluso corticoides
[269]

.  

En nuestro estudio, para evitar sesgos tanto para el grupo de TPH sin depleción de 

DMSO como para en el grupo experimental se administró como premedicación actocortina 

100 mg iv, paracetamol 1 g iv y dexclorfeniramina 5 mg iv (o dosis equivalentes 

pediátricas).   

En el caso de un TASPE, el enriquecimiento de células mononucleadas mediante 

técnicas de separación adicionales o el lavado de los PH antes de la infusión para eliminar 

el DMSO, sería beneficioso y podría reducir o eliminar la toxicidad asociada al TPH en 

pacientes frágiles, sin necesidad de recurrir a la infusión en días consecutivos
[230;233]

. En 

este sentido se han realizado infusiones fraccionadas del volumen total de injerto
[233]

, se ha 

lavado el DMSO del injerto de forma manual mediante centrifugación
[136;236;256]

, y más 

recientemente se han utilizado métodos automáticos con procesadores celulares como 

Cytomate
®
. En todos estos trabajos se reportó una reducción de los eventos adversos de 

forma significativa (Calmels y col.
[137]

 presentaron 13,5%
 
y, Syme y col.

[136]
 una reducción 

importante al comparar un grupo de PH con DMSO frente a un grupo con depleción de 

DMSO), a excepción del trabajo de Córdoba y col.
[138]

, en el que presentaron un 67% de 

eventos adversos, aunque la mayoría de ellos fueron de grado 1-2. 

En nuestro estudio en el grupo de TPH con depleción de DMSO se infundieron 144 

bolsas sin documentarse reacción adversa alguna. En contraste, en el grupo de TPH sin 

depleción de DMSO se documentaron  reacciones adversas en 33 pacientes (51,6%), no 

siendo infrecuente la aparición de más de una de ellas en un mismo enfermo.   

Las reacciones adversas más frecuentes fueron: flush facial o exantema (32% de las 

reacciones adversas), opresión torácica (23%), disgeusia (11%), náuseas (11%), dolor 
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abdominal (11%), hipoxia (9%), bradicardia (5%), cefalea (3,5%), taquicardia (1,8%) y 

disnea (1,8%). Los efectos adversos observados en nuestros pacientes son inferiores a los 

publicadas en la literatura. En otros trabajos las toxicidades más comunes son las náuseas 

(45%)
[219;269;270]

, vómitos (24%), escalofríos (31%) y fiebre (18%)
[219;270]

 y molestias 

abdominales
[269]

. Davis y col.
[219;269]

, comunicaron bloqueos cardiacos de segundo grado y 

bradicardia asintomática (29%)
[219;220;270]

, hipertensión arterial (36%)
[219;220;225;270]

, y 

molestias torácicas tipo opresión (1,3%)
[219;237]

 cuya patogénesis no está clara pues aparte 

del DMSO otros autores la atribuyen a productos de la lisis celular, la hipotermia del 

producto infundido que puede inducir respuestas vagales
[225]

, anomalías electrolíticas 

(sistémicas o locales)
[220]

 o a la expansión aguda de volumen
[219;220;225;270]

, e hipotensión 

transitoria
[270]

. Davis y col.
[270]

, documentaron disnea leve; Kessinger y col.
[219]

, 

objetivaron una alta incidencia de insuficiencia renal probablemente secundaria a injertos 

con alta contaminación con glóbulos rojos, menos comúnmente se han descrito reacción 

anafiláctica
[269]

, hemólisis intravascular
[271]

, daño hepático
[271]

 y daño del SNC con 

obnubilación y convulsiones
[225;271]

, e incluso la muerte, durante o inmediatamente después 

de la infusión de PH criopreservados
[220]

. La insuficiencia renal es un factor favorecedor en 

la aparición de eventos adversos relacionados con la infusión de PH criopreservados por 

una excreción de DMSO y sus metabolitos más retardada
[225]

. En nuestro estudio no se 

observaron reacciones adversas graves en el grupo de TPH sin depleción de DMSO, y 

siendo todas ellas reversibles con tratamiento sintomático. 

 

III.2.2- Contaminación bacteriana.  

 

Durante el procedimiento de recolección, criopreservación y depleción del DMSO, a 

pesar de las medidas de esterilidad adoptadas para la manipulación de PH, existe riesgo de 

contaminación bacteriana. En nuestro estudio la incidencia de contaminación bacteriana 
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fue del 9,3% en el grupo control y del 4,79% en el grupo del lavado del DMSO antes de la 

depleción y del 6.25% tras la depleción. Esta incidencia es inferior a la incidencia del 

12,7% publicada por Stroncek y col.
[201]

, a pesar de que  ellos usaban antibióticos en los 

PHMO cultivados, y es similar al 5% reportado por Majado y col.
[267]

 en PHSP, cuya 

incidencia y a los datos publicados por Rodriguez y col.
[260]

 utilizando el sistema Sepax
®
 

para reducción de volumen en unidades de SCU (2,9%). Las posibles fuentes de estas 

bacterias incluyen la piel del paciente, que se produzca bacteriemia en el momento de la 

recolección, el uso de reactivos contaminados (anticoagulantes,...), y la contaminación 

bacteriana durante el procedimiento de recolección y criopreservación, así como el uso de 

métodos manuales y el uso de sistemas abiertos para la depleción de DMSO
[267]

. El uso de 

los nuevos sistemas disponibles en el mercado para la recogida de PH que requieren menor 

manipulación, y el uso de separadores automatizados para aislar células mononucleadas y 

para el lavado del DMSO han reducido la incidencia de contaminación bacteriana, como ha 

sucedido en nuestro estudio al utilizar un sistema de lavado cerrado, que no incrementó la 

tasa de contaminación bacteriana. Entre los microorganismos documentados en nuestro 

caso sólo se aisló una bacteria gram negativa en el grupo control (1/17) y una en el grupo 

experimental tras el proceso de lavado (1/9). También habría que destacar la menor 

incidencia de éstos microorganismos frente a los microorganismos gram positivos, como 

ocurre en los trabajos de Majado y col.
[267]

 (1 microorganismo gram negativo de los 17 

inóculos de PHSP contaminados con bacterias infundidos a pacientes) y de Stroncek y 

col.
[270]

 (6 microorganismos gram negativos de los 17 inóculos de PHMO contaminados 

con bacterias). 
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III.2.3- Tiempos de injerto leucocitario y plaquetar. 

El estándar de oro de la calidad del inóculo viene dado por el tiempo hasta el injerto 

hematopoyético
[136]

. No está del todo claro si el lavado de DMSO después de la 

descongelación afecta a la cinética injerto. Se ha investigado el papel del DMSO en la 

cinética del injerto en estudios clínicos de pacientes sometidos a TPH de SCU
[265]

 y PHSP 

[232]
. En este último se comparó la cinética diferencial del injerto de PH entre un inóculo 

con 10% de DMSO y un inóculo con una mezcla de DMSO 5% e hidroxietilalmidón al 

6%, observándose un injerto de leucocitos y de neutrófilos más rápido en el grupo con 

menos DMSO
[232]

.  

Nuestro estudio fue diseñado para evaluar si se podría eliminar el DMSO de los PH sin 

afectar el tiempo al injerto hematopoyético después del TPH.  

Como se observa en la tabla 13, nuestros datos demuestran que la recuperación 

hematopoyética fue similar entre los dos grupos del estudio, tanto en el tiempo al injerto de 

leucocitos superior a 0,5 x10
9
/L (media de 10 días en ambos grupos), como en el tiempo al 

injerto de neutrófilos superior a 0,5 x10
9
/L (media de 11 días para los dos grupos) lo que 

confirma la no inferioridad del procedimiento. Estos resultados son discretamente mejores  

a los publicados por Syme y col.
[136]

, que reportaron un tiempo al injerto de leucocitos de 

12 días para el grupo que recibió PH sin depleción de DMSO y de 11 días para el grupo 

que recibió PH con depleción del DMSO respectivamente y un tiempo al injerto de 

neutrófilos de 13 versus 12 días. Sin embargo, el tiempo al injerto de plaquetas mayor que 

20 x10
9
/L fue más tardío en el grupo sometido a la depleción de DMSO (media de 13 días 

versus 11 días en el grupo control), sin poder demostrar la no inferioridad estadística de 

este procedimiento; pero al estudiar si el procedimiento de depleción del DMSO implicaba 

un número mayor de días de injerto plaquetar, objetivamos la no existencia de diferencias 

estadísticamente significativas entre los dos grupos. Estos resultados son diferentes de los 
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obtenidos por Syme y col.
[136]

, que reportaron un tiempo al injerto de plaquetas de 11 días 

en el grupo sin depleción de DMSO versus 12 días en el grupo con depleción. A diferencia 

de nuestro trabajo, en este estudio se utilizó una solución de lavado con suero salino junto 

a solución de citrato dextrosa y un sistema automático diferente (Cytomate
®
). 

 

III.2.4- Requerimientos transfusionales. 

La transfusión de hemoderivados es un soporte necesario en el periodo de aplasia 

medular hasta que se produce el injerto, por lo que es un buen indicador de la seguridad del 

mismo. Este es un parámetro que no está descrito en la mayoría de los trabajos 

publicados
[136]

, pero que consideramos importante como índice de la calidad del inóculo. 

 La mediana de concentrados de hematíes transfundidos por paciente en el 69% de los 

pacientes que lo precisaron en el grupo control, y en el 55% de los pacientes del grupo 

experimental que lo precisaron fue de 2 concentrados de hematíes en ambos grupos (no 

diferencias). De igual modo, la mediana de pooles de plaquetas transfundidos en aquellos 

pacientes que precisaron transfusión plaquetaria tampoco mostró diferencias entre ambos 

grupos (2,5 y 2 para grupo control y grupo experimental respectivamente), indicando que 

la depleción del DMSO no tuvo impacto en los requerimientos transfusionales. Nuestros 

resultados coinciden con el estudio  publicado por Syme y col.
[136]  

en el que incluyeron 56 

pacientes sometidos a TASPE (21 pacientes a los que se infundieron los PHSP con DMSO 

y 35 pacientes en los cuales se procedió a la depleción del DMSO mediante lavado y 

posterior centrifugado manual); en este estudio no se encontraron diferencias en el número 

de componentes transfundidos tanto para CH (media de 2,7 en el grupo control y 2 en el 

grupo a estudio, incluyendo aquellos pacientes que no precisaron transfusiones) como para 

unidades de plaquetas (1,7 vs 1,9 respectivamente). 
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Tabla 20. Resultados del uso de diferentes métodos de depleción de DMSO en trabajos revisados y en nuestro estudio. 

Autores 
Año 

publicación 

Método  

lavado DMSO 
Tipo PH 

Número  

procedimientos 

(n) 

Recuperación 

CN (%) 

Recuperación 

UFC-GM (%) 

Recuperación 

CD34+ (%) 

Viabilidad 

celular total (%) 

Beaujean y col.
[237]

 1991 Cobe
®
 2991 

MO 50 80.8 73.9 - - 

SP 12 89 93.9 - - 

Calmels y col.
[228]

 2003 Cytomate
®
 SP 39 - 63 99 78 (en CD34+) 

Perotti y col.
[259]

 2005 Cytomate
®
 SCU 25 63 74.3 70.2 89 

Rodriguez y col.
[238]

 2005 Cytomate
®
 SP 15 89 91 103 73 

Rodriguez y col.
[239]

 2004 Sepax
®
 S-100 SCU 20 89 96 94 94 (en CD34+) 

Zinno y col.
[261]

 2011 Sepax
®
 S-100 SP 104 89 116 90.5 98 

Laroche y col.
[258]

 2004 Manual SCU 10 92 379 173 87 

Syme y col.
[136]

 2004 Manual SP 35 - - 65 >80 

Sánchez-Salinas 2012 Sepax
®
 S-100 SP 167 72 157 101 74 

CN: células nucleadas. DMSO: dimetilsulfóxido. MO: médula ósea. PH: progenitores hematopoyéticos. SCU: sangre de cordón umbilical. SP: sangre periférica. UFC-

GM: unidades formadoras de colonias granulomacrofágicas.  
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III.4- Días de fiebre y hospitalización.  

Otros parámetros clínicos relevantes en el TPH, tanto por su impacto en la calidad de vida 

de los pacientes como en el de su impacto económico, son los días de hospitalización y de 

fiebre tras el TPH. 

Un 84% de los pacientes sometidos a TPH en el grupo control no deplecionado presentaron 

algún episodio febril durante su estancia hospitalaria con una media de 3 días de fiebre 

(gráfico 16). En contraste, sólo un 48% de los pacientes del grupo de TPH deplecionado de 

DMSO presentaron fiebre, con una media de menos de 2 días febriles, lo que representa unas 

diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos, tanto en la incidencia como en 

la duración de la fiebre experimental. Con todo, esta diferencia está probablemente 

relacionada con la introducción de la antibioticoterapia anticipada de amplio espectro a partir 

del año 2007, más que con el procedimiento de depleción de DMSO. 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos en la 

duración de la estancia hospitalaria de los pacientes.  

Es interesante constatar que tan sólo en un paciente del grupo de TPH sin depleción, que 

presentó fiebre durante su hospitalización, se documentara un microorganismo que coincidió 

con el microorganismo aislado en el cultivo de control realizado al inóculo antes de su 

infusión, de forma similar a lo ocurrido en el estudio de Stroncek y col.
[270]

. La razón de que 

la infusión de inóculos con cultivos positivos no produzcan episodios de septicemia con 

mayor frecuencia, puede deberse en parte al uso habitual de antibióticos de amplio espectro en 

estos pacientes (el 76,5% de los pacientes estaban recibiendo antibióticos de amplio espectro 

24 horas antes de la infusión de PH en el estudio de Stroncek y col.
[270]

 y el 100% de nuestros 

pacientes). Aunque en nuestra opinión, también  podría explicarse por el hecho de que en el 

momento de la infusión la mayoría de los pacientes aún mantienen una cantidad de 

granulocitos adecuados para combatir algunos gérmenes con baja patogenicidad. 
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En referencia a la documentación microbiológica objetivada en los episodios febriles de los 

pacientes de nuestro estudio una posible explicación a la aparición de reactivaciones y 

enfermedades por CMV en el grupo de TPH con depleción de DMSO podría atribuirse al uso 

de dexametasona a dosis de 4 mg diarios durante todo el ingreso del TPH y a su 

documentación precoz debido a la instauración de un protocolo de monitorización del CMV 

mediante PCR de forma semanal a todos los TPH desde 2008, así como la disponibilidad de 

la técnica de laboratorio en nuestro centro. Por otro lado en el grupo de TPH sin depleción de 

DMSO la presencia de microorganismos gram negativos ha sido mayor que en el grupo a 

estudio, siendo una posible explicación la utilización de meropenem como antibiótico de 

amplio espectro desde el día -1 del TPH a todos los pacientes de dicho grupo. 
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Conclusiones Conclusiones 

 

 

La interpretación de los resultados obtenidos con nuestro protocolo de lavado del DMSO de los 

PHSP mediante un sistema automático y cerrado con la Sepax® S-100 en el TASPE nos permite 

concluir:  

 

1- El procedimiento de lavado del DMSO de los PHSP previamente criopreservados, 

mediante un sistema automático y cerrado, no produce una pérdida significativa de células 

CD34+ y UFC-Meg. 

 

2-  El procedimiento de lavado del DMSO con la Sepax
®
 S-100 es seguro: no incrementa el 

riesgo de contaminación bacteriana, no afecta al tiempo de injerto de leucocitos, 

neutrófilos, y no aumenta los requerimientos transfusionales de los pacientes trasplantados. 

 

3- El procedimiento de lavado del DMSO con la Sepax
®
 S-100 es eficaz: disminuye 

drásticamente el número de reacciones adversas durante la infusión de PHSP, secundarias 

a la toxicidad derivada del DMSO y de restos celulares. 
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