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ANTECEDENTES

Actualmente la criopreservacion de progenitores hematopoyéticos (PH) es un
componente esencial del protocolo clinico de la mayoria de los trasplantes de progenitores
hematopoyéticos (TPH) La criopreservacion soluciona aspectos logisticos, como el intervalo
de tiempo necesario entre la recoleccion de los progenitores hematopoyéticos del paciente y
su posterior infusion tras la administracién del régimen de acondicionamiento previsto en el
trasplante aut6logo. En el caso del trasplante de sangre de corddn umbilical, permite
coordinar en el tiempo el momento de la recoleccion de los PH durante el alumbramiento y
el momento en el que el paciente estd preparado para el trasplante. Ademas, la
criopreservacion proporciona el tiempo necesario para una mejor caracterizacion y control
de la calidad de los progenitores hematopoyéticos.

Desde los primeros estudios publicados sobre la congelacion de PH por Barnes y
Loutit en 1955 (1), se han realizado muchos experimentos para optimizar los protocolos de
criopreservacion con el propésito de mejorar la recuperacion total y la capacidad funcional
de los PH tras el proceso de congelacion y descongelacion. En el afio 1962 Cavins et al.
publicaron por primera vez la utilizacion del dimetil sulfoxido (DMSO) en la
criopreservacion de PH (2). Esta molécula se ha convertido en la méas cominmente utilizada,
normalmente a una concentracion final entre el 5y el 10% (relacion volumen 1:1). EI DMSO
es un agente coligativo capaz de ligar moléculas de agua, reduciendo asi el agua disponible
para la formacion de cristales. Por otro lado, el descenso de la temperatura aumenta la
viscosidad del DMSO, lo que dificulta la formacion de una estructura cristalina y favorece la
vitrificacion.

En contrapartida, el DMSO tiene un efecto tdxico sobre la célula a temperatura
ambiente. Su dilucion libera calor y su incorporacion rapida a la suspensién celular puede
producir dafio osm@tico. Las suspensiones celulares descongeladas en presencia del
crioprotector son hipertonicas, por lo que el retorno a condiciones isotonicas, como ocurre
en el momento de la infusion, puede provocar una entrada masiva de agua al citoplasma

(choque osma@tico) en respuesta al cambio de osmolaridad.

En el afio 1978 Goldman (3) publico las primeras evidencias del choque osmético
sobre la reduccion de capacidad clonogénica en MO descongelada. Este fenémeno, sin
embargo, no tuvo una gran repercusion en los protocolos de criopreservacion,

probablemente, porque el nimero de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) en MO y

3
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en aféresis (CPH-A), estaba por encima del umbral minimo definido para uso clinico. La
situacion cambia cuando se utiliza como fuente de PH la sangre de cordén umbilical (SCU),
debido a su escasez en dicho producto.

En el afio 1995 Rubinstein (4) investigando la relevancia del choque osmotico en
productos hematopoyéticos descongelados, particularmente en la SCU, sugiere la necesidad
de alcanzar la estabilidad osmdtica previa a la infusién para reducir el efecto del cambio
brusco de osmolaridad durante el retorno a condiciones isotonicas. Para conseguir dicha
estabilidad osmotica estos investigadores proponen una dilucién compuesta por solucion
salina isotonica con 25% de albimina humana y 5% de dextrano 40 realizada
inmediatamente tras la descongelacion, con un volumen igual al de la unidad de progenitores
hematopoyéticos de SCU descongelados. Con la eliminacién del DMSO consiguieron reducir
la pérdida de leucocitos viables un 39% respecto al grupo control con DMSO, sin pérdida de
células progenitoras, determinadas por la formacién de colonias clonogénicas (4).

Ademas del efecto tdxico sobre la célula, el DMSO genera otros efectos adversos
durante la infusién que suelen ser dosis dependiente (5-7). Las complicaciones pueden ser
leves como los mareos, 0 muy graves como fallos renales agudos y paradas cardiacas.
Aunque las més frecuentes son las nauseas, el vomito, el dolor abdominal y los escalofrios
(8,9). Una encuesta multinacional reciente que incluye datos de 97 centros trasplantadores de
la EBMT, revelé que el DMSO produce una toxicidad distinta de nduseas y/o vomitos en
aproximadamente uno de cada 50 trasplantes con una incidencia media de 2,2% de todas las
unidades administradas. Los efectos secundarios cardiovasculares fueron el grupo de eventos
adversos mas frecuentemente observados, descritos en el 27% de los centros participantes.
Se observaron eventos respiratorios en el 17%, toxicidad del SNC- incluyendo convulsiones-
en el 5%, y efectos adversos renales en el 5% (10).

En consecuencia, la eliminacion del DMSO del producto celular tras la
descongelacion y antes de la infusion parace l6gica y necesaria para aumentar la seguridad del
procedimiento, particularmente en los nifios. Sin embargo, no esta aun clara cual es la técnica
Optima para evitar la pérdida de progenitores hematopoyéticos y minimizar los riesgos de
infeccion durante el procedimiento de eliminacion del DMSO. Recientemente se han
propuesto procedimientos automaticos con sistemas cerrados. Estos sistemas fueron objeto
de nuestro interés cientifico ya que, ademas de cumplir las premisas de seguridad, nos
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permitian el lavado en el laboratorio en lugar de en la cabecera del enfermo, evitando

posibles imprevistos y ofreciendo una mayor flexibilidad temporal para iniciar la infusion.

Fruto de ese interés, nuestro grupo publicd sus primeros datos en el afio 2012,
comparando la infusion de PH lavados mediante un sistema automaético para eliminar el
DMSO (Sepax®, Biosafe) frente a la infusion de PH no lavados. En dicho trabajo
demostramos que el lavado disminuia dramaticamente y con significacion estadistica los
efectos adversos relacionados con la infusion. Como puede verse de forma resumida en la
tabla 1, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos en el nimero de
células CD34+ infundidas ni en su viabilidad. Como era de esperar en base a los resultados
previos, la cinética del injerto también fue similar en ambos grupos, sin apreciarse ningdn
fallo de injerto en el grupo experimental en el que se realiz6 el lavado automatico. Por otro
lado fue la primera experiencia publicada del uso de suero salino suplementado con
Albdmina al 5% (SSA) como solucion de lavado (11).

Variables PH descongelado PH lavado Recuperaciones (%) p
CNT(x108/kg) 3,43 (£0,28) 2,44 (£0,34) 75,47 (£3) <0,0001
CD34+(x106/Kkg) 2,49 (+0,19) 2,15 (+0,31) 94,66 (+4) NS
Viabilidad (%) 78,13 (+14) 76,05 (+1,44) NS
*Medias (£SEM)

Tabla 1. Recuperaciones de CNT y células CD34+ y viabilidad celular tras descongelado y tras lavado con
Sepax®. Tomado de Sanchez-Salinas et al. (11)

Posteriormente nuestro grupo se involucré en un grupo cooperativo internacional
para investigar nuevas soluciones de lavado (Voluven, hidroxietil almidén) usando el mismo
sistema automatico Sepaxe. Esta solucion también ofreci6 excelentes resultados en términos
de recuperacion de células CD34+ (recuperacion del 101,2% =+ 27,0 en contraste con los
recuentos pre-congelacion), viabilidad (recuperacion del 87,2% =+ 10,0), injerto y disminucién
de eventos adversos relacionados con la infusion (12).
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El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es comparar frente a frente la eficacia
y seguridad de estas dos soluciones de lavado para la eliminacién del DMSO y de los detritus
celulares contenidos en los PH criopreservados, utilizando en ambos casos el sistema

automatico y cerrado de lavado Sepaxe.
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1.MEDULA OSEA

La primera biopsia de médula ésea descrita fue realizada por Mosler en el afio 1876
(13), aunque el aspirado medular no se convirtié en una practica segura y Util en el estudio de
las enfermedades hematoldgicas hasta los afios treinta del pasado siglo. En los afios sesenta
se describio la existencia de una célula stem hematopoyética en los experimentos realizados
por Till y McCulloch (14). Y en los afios setenta, Friedenstein et al. identificaron la célula
progenitora del estroma medular (15), conocida actualmente como célula stem mesénquimal
(MSC, mesenchymal stem cell).

1.1.Células madre o células troncales

Las células madre son células indeferenciadas que pueden encontrarse en embriones,
algunos tejidos fetales, cordon umbilical, placenta y en tejidos adultos. Son células pluri-o
multipotenciales (en algunos casos totipotenciales) que pueden dar lugar a distintos tipos
celulares, dependiendo de su origen y plasticidad. Las células madre embrionarias proceden
de la masa celular interna del blastocisto. Sus caracteristicas principales son la capacidad de
renovarse a si mismas indefinidamente (auto-renovacién) y la capacidad de diferenciarse en
las tres lineas germinales del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo) y, por lo tanto,
en cualquier tipo celular (imagen 1). Este proceso de desarrollo estd genéticamente
controlado y la clave es la conversiébn de grupos de células mulipotentes a células
diferenciadas y altamente especializadas, estrechamente ligadas a la funcion del tejido (Caplan
2007) (16)
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Los estudios iniciales de Friedenstein y Owen (17,18) establecieron que la médula
6sea contiene células que pueden dar lugar a un amplio espectro de tejido conectivo
totalmente diferenciado. La médula Gsea contiene tres tipos celulares fundamentales:
células endoteliales, células troncales hematopoyéticas y células estromales. En 1976
Friedenstein et al. (19) aislaron de médula Osea células clonogénicas precursoras de
fibroblastos (CFU-F), y observaron que podian formar colonias con capacidad para formar
hueso y cartilago. Estudios posteriores han investigado los mecanismos que regulan esta
diferenciacion especifica hacia una linea celular, particularmente hacia hueso y cartilago. En
1999 Pittenger et al. (20) mostraron que las células aisladas por aspiracion de médula dsea
eran capaces de permanecer en un estado de no diferenciacion cuando se cultivaban in vitro
durante largos periodos de tiempo y que las colonias aisladas de una simple célula podian ser
inducidas a diferenciarse en lineas de células osteogénicas, adipogénicas y condrogénicas,
cuando se las colocaba en un medio adecuado (imagen 2). A partir de entonces surgen
trabajos con métodos de aislamiento celular y preparacion de medios mas homogéneos con
la posibilidad de clonar células procedentes de colonias mesenquimales.
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Imagen 2.Células troncales hematopoyéticas (HSCs) y células troncales mesenquimales
(MSCs)(21).
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Segun su origen y caracteristicas las células madre las clasificamos en totipotentes,
pluripotentes, multipotentes o unipotentes (tabla 2):

Célula Caracteristica Ubicacion
Totipotente  Origina a todo un organismo y sus anexos Cigoto a moérula
Pluripotente Origina cada capa embrionaria Blastocisto

) Produce células comprometidas al linaje de Endodermo, mesodermo,
Multipotente _ _
su capa embrionaria. ectodermo
Cada uno de los 6rganos, ej:

Unipotentes  Producen células slo de una linea celular dermi
ermis

Tabla 2. Origen y caracteristicas de las células madre

1.2. Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso por el que las células madre pluripotentes proliferan'y
se diferencian, de forma ordenada y controlada, para generar células progenitoras,
precursoras y maduras. Las células hematopoyéticas independientemente de su linaje, linfoide
0 mieloide, derivan de un Unico progenitor pluripotente comdn (célula “stem”, troncal o
madre, hematopoyética) que es capaz de auto renovarse, asi como de diferenciarse
progresivamente(22).

De acuerdo con el modelo de la hematopoyesis, el proceso de maduracion de las
células sanguineas en la médula 6sea comienza con un reducido grupo celular denominado
células progenitoras hematopoyéticas de largo plazo (long-term hematopoietic stem cells,
LT-HSC). Las LT-HSC son necesarias para el mantenimiento del sistema hematopoyético
durante toda la vida de un organismo. Estas dan origen a otro grupo celular denominado
células progenitoras hematopoyéticas de corto plazo (short-term hematopoietic stem cells,
ST-HSC), las cuales se caracterizan por su mayor cantidad, por entrar mas facil en el ciclo
celular y dar origen a los progenitores comprometidos en la hematopoyesis (23,24). Las
células hematopoyéticas evolucionan hacia el tipo celular final a través de una sucesion de
estadios madurativos bajo el influjo del microambiente medular (imagen 3).
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Hematopoyesis
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Imagen 3. Esquema general de la Hematopoyesis (25)

La transicion desde el compartimento “stem” hasta el de célula progenitora
(compromiso de linaje) se asocia a una disminucién de las capacidades de autorenovacién y
proliferacion, que se pierden cuando la célula progenitora se compromete a un linaje
concreto (pérdida progresiva de capacidad de autorenovacion) o inicia su maduracién
(pérdida progresiva de capacidad de proliferacion) hacia un tipo celular hematopoyético

concreto como el granulocito, monocito, etc.

Segun el modelo de hematopoyesis actualmente admitido, podemaos distinguir:(25):

- Células progenitoras linfomieloides o UFC-LM: capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion hacia la linea celular linfoide y mieloide. Son las verdaderas células madre o
stem, y tienen capacidad de autorrenovacion indefinida.

- Células progenitoras con capacidad de diferenciacion polivalente, pero s6lo dentro
de la linea mieloide (UFC-GEMM) o linfoide (UFC-L): capacidad de autorrenovacién muy
limitada.

- Células progenitoras comprometidas en su diferenciacion a cada una de las lineas
celulares especificas, eritroide (BFU-E), granulomacrofagica (UFC-GM) o megacariocitica
(UFC-Meyg).
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- Células precursoras: morfologicamente reconocibles con microscopio éptico

(mieloblastos, promonacitos, eritroblastos, megacariocitos, etc.).

- Células maduras: no tienen capacidad de division y son funcionalmente activas

(leucocitos, hematies y plaquetas).

La hematopoyesis en el ser humano se realiza en diferentes localizaciones anatomicas
a lo largo del desarrollo embrionario. Sobre la tercera semana de gestacion se desarrolla la
hematopoyesis extraembrionaria a partir de las células mesenquimales del saco vitelino. Entre
el segundo y el séptimo mes los lugares mas importantes de produccién son el higado, el
bazo, ganglios linfaticos y timo. A partir del séptimo mes de gestacion, la médula dsea es el
principal 6rgano hematopoyético. En el recién nacido, el tejido hematopoyético activo rellena
las cavidades de todos los huesos y a partir de los 20 afios se reduce a las vértebras, al
esterndn, a las costillas y a la pelvis.(25).

El microambiente medular engloba un conjunto de sustancias quimicas, hormonales
y diversos tipos celulares (células endoteliales, linfocitos T, macrofagos, células reticulares y
adipocitos), entre otros varios factores menos conocidos. Cada tipo celular se desarrolla en
un ambiente especifico de la médula, denominado nicho, que esta formado por elementos del
microambiente que, ademas de intervernir en el proceso de diferenciacion celular, ofrecen a
la célula soporte fisico y punto de adhesion (26). El concepto de “nicho” de células troncales
fue introducido por primera vez por Schofield en 1978 (27) y hace referencia a la ubicacion
de un complejo estructural tisular microambiental con responsabilidad en la generacion de

células con actividad funcional (imagen 4).
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Imagen 4. Nicho osteoblastico y nicho vascular (21).
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Las HSC migran continuamente entre la médula désea y la sangre en el adulto,
pasando desde los cordones medulares hacia la circulacion en los senos, que se comunican
con los capilares intracorticales y drenan hacia la vena central. Esta migracion representa la
base del trasplante de médula dsea. Los farmacos que se utilizan en la movilizacion estimulan
la salida natural de las HCS de la médula 6sea al torrente circulatorio. Y el mismo proceso de
injerto de las HSC que retornan a la médula désea, favorecido por el acondicionamiento,
permite la reconstitucién exitosa de la hematopoyesis en los pacientes sometidos a trasplante
(28).

El nimero de HSC circulantes esta regulado por el sistema nervioso autbnomo, de
modo que los terminales nervioso simpaticos contactan en la médula ésea con células que
expresan nestina y mediante la activacion del receptor adrenérgico beta3, regulan la expresion
de la quimiocina Cxcl12, estimulando asi la migracion de las HSC (29).

1.2.1. Células progenitoras hematopoyéticas (HSC)

Los progenitores hematopoyéticos no son reconocibles mediante técnicas
microscopicas ya que no poseen distintivos morfol6gicos precisos. Son células
mononucleadas pequefias, agranulares, parecidas a pequefias células linfoides, cuya
cuantificacion se cifra en una por cada 2000 elementos medulares nucleados (0,05%) (30,31).
Estas células pueden estudiarse mediante técnicas de cultivo in vitro, la marcacion de sus
antigenos de diferenciacion con anticuerpos monoclonales y con el estudio de la efusién de
colorantes fluorescentes tipo rodamina-123Rho y Hoescht 33342 (32). Con la ayuda de estas
técnicas se sabe que existe una célula con capacidad de proliferacion, diferenciacion y
autorrenovacion, denominada célula madre pluripotente o stem cell y asimismo conocida
como célula madre linfomieloide (CFU-LM). A partir de las CFU-LM aparecen la célula
germinal linfoide (CFU-L) y la célula germinal mieloide (CFU-M) (33)

La célula germinal pluripotente mieloide, estimulada por el microambiente, da lugar a
otras poblaciones comprometidas hacia la diferenciacion de una o varias de las lineas
mieloides, que pueden ser monopotentes, bipotentes o tripotentes (30-32). Estas células se
denominan células formadoras de colonias (CFU-C) o unidad formadora de colonias (CFU).
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Las células progenitoras estan englobadas dentro de una poblacion medular muy
heterdgenea que se caracteriza por presentar el antigeno CD34" y, débilmente, el CD45. El
marcador CD45 permite la identificacion de todos los leucocitos y la diferenciacion de las
distintas poblaciones mediante la intensidad de expresion del marcador y la granularidad de
las mismas (CD45 ***-SSC bajo (linfocitos); CD45"*-SSC intermedio (Monocitos), CD45"-
SSC (granulocitos)). Estudios recientes sobre la composicién bioquimica y estructural de la
molécula CD34, incluido el de la secuencia de los aminoacidos y carbohidratos que la
componen, han revelado que este antigeno es una molécula altamente glicosilada y acidica
(punto isoeléctrico < 4,0), con peso molecular de 110.000 daltons (34). Otros experimentos
indican que CD34 es una fosfoproteina. Puesto que los procesos relacionados con
fosforilacion estan involucrados como un mecanismo que regula el funcionamiento de las
glicoproteinas de superficie y de los receptores de los factores de crecimiento, este hecho
podria dar una clave sobre el papel del CD34 como un regulador de los procesos
hematopoyéticos (22). En definitiva, el CD34 es el marcador mas utilizado para el contaje y
aislamiento de PH, puesto que se expresa en las células progenitoras hematopoyéticas desde
el nivel de célula madre hasta el estadio de progenitor comprometido, cuando pierde la
capacidad de formar colonias in vitro (35).

Entre estas células CD34" se han identificado varios progenitores en diferentes
estadios madurativos. Entre ellos la célula CD34 positiva, CD38 negativa y sin expresion
HLA-DR, identificada como la célula madre comun totipotente (32). La diferenciacion de las
células progenitoras se asocia con la pérdida de CD34 y con el inicio de la expresion de otros
antigenos caracteristicos de estadios de diferenciacion mas avanzados. La célula progenitora
pluripotente mieloide (CFU-GEMM) expresa junto al CD34 el HLA-DR, adquiere el CD38
y es positiva para el CD33. Cuando se compromete hacia la linea granulomonocitica y pasa a
CFC-GM, expresa ademas el CD13, antigeno que conserva durante toda su evolucién hacia
granulocito maduro. La linea monocitica tiene como marcador el CD14. Los progenitores
eritroides BFU-E y CFU-E comparten el CD33 y el CD34, asi como la glicoforina C. Los
progenitores megacariociticos CFU-Meg comparten el CD33 y el CD34 con el CD61 vy el
CD41, que se expresan durante toda su maduracion. El antigegno HLA-DR se halla en
estadios muy tempranos de la célula granulomono-eritromegacariocitica, y desaparece en
estadios tempranos de diferenciacion, excepto en la serie monocito-macréfago, en la que

permanece hasta los elementos maduros (imagen 5) (33).
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Imagen 5. Perfil Antigénico durante la hematopoyesis (33)

1.2.2. Mecanismos de regulacion

La hematopoyesis esta regulada por mecanismos de gran complejidad, en los que las
células hematopoyéticas interaccionan entre si, con su microambiente, con factores de
crecimiento y con la matriz extracelular. Estas interacciones coordinan la funcién de la célula
y, para conseguirlo, requieren un amplio numero de receptores en la superficie celular, muy
especializados, que intervienen en la adhesion celular, asi como en la transmision de sefiales

procedentes de otras células, de los factores de crecimiento y de la matriz extracelular (36).

Por otra parte, las células medulares secretan unas glucoproteinas denominadas
factores de crecimiento que son indispensables para el desarrollo de las células
hematopoyéticas. Estos factores pueden actuar sobre la proliferacién, maduracion y funcién
celular. Entre los factores de crecimiento hay un grupo denominado “factores de
supervivencia” que son los responsables de mantener la viabilidad y la supervivencia de las
células madre. Estos factores no son capaces por ellos mismos de actuar en la proliferacion
de células madre hematopoyéticas. Sin embargo, su ausencia lleva a la muerte celular

programada (apoptosis), mientras que su presencia preserva la viabilidad celular (36). Entre
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los factores de crecimiento hematopoyéticos se incluyen la eritropoyetina (EPO), la

trombopoyetina (TPO), los factores estimulantes de colonias (FEC) y las interleucinas (IL)

(tabla 3). Actualmente se sabe que su accidn no esta restingida a una linea celular, sino que la

mayoria actian de forma sinérgica entre ellos (36).

PROGENITORES

FACTORES DE CRECIMIENTO REGULADORES

CELULARES

CFU-GEMM SCF + IL-3, IL-6, GM-CSF, EPO

BFU-E SCF + IL-3, GM-CSF, EPO

CFU-GM SCF + G-CSF 0 M-CSF més GM-CSF, IL-3
CFU-G SCF + G-CSF méas GM-CSF, IL-3

CFU-M SCF + M-CSF més GM-CSF, 1L-3
CFU-Meg SCF + IL-3, IL-6, TPO

Tabla 3. Accion de los factores de crecimiento sobre los progenitores hematopoyéticos.

CFU-GEMM: colony-forming unit - granulocytes, erythrocytes, monocytes and megakaryocytes; BFU-E:
erythroid burst-forming unit; CFU-GM: granulocyte macrophage colony-forming unit; CFU-G: granulocyte
colony-forming unit; CFU-M: monocyte colony-forming unit; CFU-Meg: megakaryocyte colony-forming unit;
SCF: stem cell factor; IL-3: interleukin-3; IL-6: interleukin-6; GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; EPO: erythropoietin; G-CSF: granulocyte colony-stimulating factor; M-CSF: macrophage
colony-stimulating factor; TPO: thrombopoietin.

Ademas de los factores de estimulacion, participan en el mantenimiento de la

hematopoyesis factores inhibitorios, los cuales intervienen en la produccion celular normal y

también evitan fluctuaciones ciclicas del sistema. Se reconocen varios factores inhibitorios

(36,37):

—La proteina inflamatoria del macr6fago (MIP-1a) presenta una capacidad muy potente

para inhibir la proliferacion de las células madre, evitando que entren en la fase S del

ciclo celular (38).

—El factor transformador de crecimiento beta (TGF-B) que inhibe la proliferacion de

progenitores precoces (36).

—El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«) también ejerce una accion inhibitoria en

distintos progenitores hematopoyéticos.

—Otras moléculas como los interferones, las prostaglandinas y el factor 4 plaquetario

también poseen accion inhibitoria, aunque sus efectos son indirectos vy

complejos(36).
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Algunas de estas sustancias estan comercializadas para su utilizacién farmacoldgica
(eritropoyetina, factor estimulante de colonias granulociticas 0 G-CSF, factor estimulante de
colonias granulociticas y monociticas 0 GM-CSF, stem cell factor, trombopoyetina). Otras se
encuentran en distintas fases precomerciales de ensayo clinico (interleukina 11, Pixy 321,
daniplestim, ligando de la Fms-like tyrosine kinase 3 o0 FLT-3, etc.) (39).

1.2.3. Estroma medular

Las células del estroma medular ejercen su accion hematopoyética mediante el
contacto directo con los progenitores, junto con la accion de las citocinas y las proteinas
moduladoras de la matriz extracelular secretadas por ellas. EI compartimento celular del
estroma celular estad dividido en tres categorias: el de las células madre mesenquimales que
producen fibroblastos, adipocitos y osteoblastos, el de los monocitos/osteoclastos y el de las
células endoteliales. La célula reticular (fibroblasto-fibrocito) procede del mesénquima (40),
por lo tanto es una célula no hematopoyética.

Los progenitores y precursores hematopoyéticos, para migrar de la médula Gsea
atraviesan la barrera endotelial de los sinusoides. Este proceso depende, en parte, de la
interaccion entre las células CD34" y las moléculas ICAML1 e integrinas que expresan las
células endoteliales (36). Las células del estroma secretan unos componentes que forman la
“matriz extracelular”: fibronectina, laminina, colageno y glucosaminoglucanos (sulfato de

heparan) entre los mas representativos.

En la hematopoyesis mediada por células del estroma se implican distintos
mecanismos que pueden actuar por accion directa de los factores de crecimiento en las
membranas de las células del estroma y por accién de los factores de crecimiento localizados
en la matriz extracelular. En este dltimo caso estos factores han sido previamente
secuestrados por las moléculas de la matriz extracelular para después ser presentados a la
célula hematopoyética diana.

Aparte de los factores de crecimiento, las moléculas de adhesién (MAC) y de
asentamiento (homing) también participan en la regulacion de la hematopoyesis. Estas
pueden ser moduladas por citocinas, y tienen un papel en la determinacién de las
interacciones entre las células del estroma y las células hematopoyéticas. Las moléculas de
adhesion celular son glucoproteinas con secuencias de aminoécidos variables. Estas han sido
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agrupadas en un pequefio numero de superfamilias, entre las que se reconocen la
superfamilia de las inmunoglobulinas (ICAM, CD3, CD4, MHC-I, MHC-II, etc.), la de las
integrinas que intervienen en la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular, la de las
selectinas (L-Selectina, E-selectina y P-selectina), la de las sialomucinas (CD34, CD43, etc.),
las MAC dependientes de cationes y otras (33). Otras moléculas de adhesién como el factor
derivado de la célula estromal (SDF-1 o CXCL12), miembro de la superfamilia de
quimiocinas CXC ligando, se expresa constitutivamente en el estroma medular y su receptor
el CXCR4 se expresa con intensidad en las células progenitoras hematopoyéticas. El eje
CXCL12-CXCR4 es fundamental para el anclaje de las células progenitoras hematopoyéticas
al nicho de la médula ésea. Recientemente se han identificado antagonistas del CXCR4 que
inducen una rapida movilizacion de las células progenitoras hematopoyéticas (41).

1.3.Caracterizacion de las células progenitoras

1.3.1.Contadores automaticos para los recuentos celulares

Los contadores celulares constituyen la primera aproximacion al contaje de PH por
su disponibilidad inmediata y su reproductibilidad, ayudando a la toma de decisiones durante
la recoleccién y en el procesamiento de los productos celulares, ademas de su utilidad para el
posterior estudio por citometria de flujo. Pero, en contrapartida, son estimadores indirectos,
poco sensibles y especificos.

Los PH no presentan caracteristicas definidas que permitan distinguirlas de las poblaciones
linfoides y monocitarias a través de contadores automaticos que no dispongan de un sistema
de citometria con marcadores inmunolégicos. Los contadores que utilizan técnicas basadas
en el tamafio celular para el recuento diferencial no son adecuados para determinar el
porcentaje de CMN en un producto de aféresis (39). No existe acuerdo sobre la forma mas
adecuada de cuantificar las CMN como estimador de calidad de un producto para trasplante.

1.3.2. Recuento de células CD34" viables por citometria de flujo

El pardmetro que posee utilidad clinica es el nimero total de células CD34+ vivas que
seran infundidas. Para llevar a cabo su determinacion la Sociedad Internacional de
Hemoterapia e Ingenieria de Trasplantes (Siglas en inglés: ISHAGE) hace obligatoria la

realizacién de cuatro mediciones: el volumen total de muestra disponible, el nimero absoluto
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de células nucleadas por unidad de volumen, el porcentaje de células CD34+ del total de
células nucleadas y el porcentaje de células viables (42,43). La determinacion del porcentaje
de células CD34+ del total de células nucleadas presentes, representa una de las posibles
fuentes de variabilidad del contaje de las células CD34+. La toma de una porcion
representativa global de la muestra para analisis y su posterior dilucion para el contaje,
pueden influir en los resultados finales, al introducir niveles elevados de variabilidad si no se
realizan de forma controlada y estandarizada (42) .

La citometria de flujo constituye el método de eleccion empleado para el contaje del
porcentaje de células CD34+ respecto a la celularidad global. En la actualidad existen
métodos disponibles para llevar a cabo de forma directa el contaje del nimero absoluto de
células CD34+ viables por unidad de volumen realizando las siguientes mediciones:

a. ldentificacion especifica de células CD34+ para ello se considera la
autofluorescencia de los monocitos y granulocitos y la union inespecifica de anticuerpos
tanto a células vivas como muertas. La seleccion del anticuerpo monoclonal y el fluorocromo
mas apropiados contribuye a mejorar de forma notable la discriminacion entre marcaje
especifico y fluorescencia inespecifica. Con el fin de lograr una mejor discriminacion de las
verdaderas células CD34+ se ha acordado emplear anticuerpos monoclonales anti CD34+ de
clase 111 conjugados con el fluorocromo més sensible de uso més extendido en la actualidad,
la ficoeritrina (PE). Por otro lado, la expresion de proteina CD34 en precursores
hematopoyéticos es heterogénea, siendo superior en la fraccion celular mas inmadura, ello
hace que existan células que expresen débilmente el antigeno CD34, representando hasta la
mitad o mas del total de células CD34+ Esta es la razon por la que se ha acordado
contabilizar Unicamente los precursores que expresan CD34 de alta intensidad con el fin de
disminuir la variabilidad intra e interlaboratorios y facilitar la estandarizacion del contaje de
células CD34+ (44,45)

Para disminuir el contaje de eventos errbneamente positivos como células CD34+, se
ha sugerido la utilizacién del marcaje simultaneo para el antigeno CD45, el empleo de
fluorocromos de viabilidad celular de tandem ficoeritrina/ciananina 5 o de los pardmetros de
dispersion de luz (FSC/SSC), que excluiria el contaje de células muertas (45).
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b. Contaje del nimero de células CD34+ por unidad de volumen: el contaje del
numero absoluto de células CD34+ presentes en una muestra puede llevarse a cabo en dos
mediciones distintas 0 en una sola. En la primera opcién se calcula el nimero de células
CD34+ del total de células nucleadas presentes en la muestra y posteriormente se determina
el nimero de células nucleadas por unidad de volumen, medicion que habitualmente se
realiza en un contador celular estandar. En la segunda opcién los métodos habitualmente
empleados utilizan un estandar interno consistente en un nimero conocido de microesferas
fluorescentes afiadido a un determinado volumen de muestra. Por medio de una regla de tres
se calcula la concentracion de células CD34+ por unidad de volumen de la muestra a partir de
la proporcion relativa de células CD34+y de microesferas presentes en la muestra (45).

c. Viabilidad celular: se calcula midiendo las células dafiadas, por medio de
reactivos como la 7-aminoactinomicina (7-AAD), que puede medirse gracias a la
permeabilidad aumentada de la membrana de las células no viables. Esta estrategia permite
conocer el porcentaje de células CD34+, CD45", 7-AAD negativo.

Una de los inconvenientes que presenta la citometria de flujo es la dificultad para
conseguir precision y reproductibilidad (46). En este aspecto, las técnicas basadas en la
seleccién de células segin el forward scatter y el side scatter (Protocolo Nérdico) han
mostrado su reproducibilidad y su valor clinico como predictores del injerto en TPH de
sangre periférica, en estudios de intercomparacion (47). Otros autores defienden la
utilizacion de técnicas mas complejas, como el protocolo ISHAGE, que incluyan selecciones
celulares basadas en el marcaje del antigeno panleucocitario CD45 o en tinciones de acidos
nucleicos o de viabilidad citométrica (48). Este segundo método es el que poco a poco se ha

ido imponiendo como estandar.

1.3.3. Cultivos de colonias granulomonociticas y eritroides

Estos cultivos se basan en la siembra de un nimero determinado de células sobre un
medio semisolido (agar, metilcelulosa o coagulos de plasma) enriquecido con factores de
crecimiento procedentes de diversas fuentes (suero humano, sobrenadante de sangre
placentaria, suero bovino fetal, citoquinas recombinantes); para, tras un periodo de
incubacion aproximado de dos semanas, cuantificar el nimero de colonias de cada tipo que
se genera. El tipo de colonias se identifica por su morfologia o mediante tinciones
inmunoldgicas (39); asi, se puede detectar la presencia de unidades formadoras de colonias
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eritroides (UFC-E), macrofagicas (UFC-M), granulociticas (UFC-G), megacariociticas (UFC-
Meg), granulomacrofagicas (UFC-GM), o granulo-eritromacrofago-megacariocitica (UFC-
GEMM) (49). En la préctica clinica, las méas utilizadas para estimar el nimero de
progenitores hematopoyéticos son las UFC-GM (50), existiendo una correlacion directa entre
la dosis trasplantada y la cinética de injerto, independientemente de la dosis de células CD34+
(39).

Estas técnicas basadas en cultivos celulares constituyeron la base bioldgica de la
cuantificacion de progenitores en los primeros afios de desarrollo del TPH (50).

Los inconvenientes fundamentales para el uso rutinario de esta técnica son la
ausencia de resultados inmediatos y los problemas de precision y reproducibilidad entre
distintos laboratorios (39,46,50,51).

Los progenitores mas 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
“cobblestone area forming cells” (CAFC; “células formadoras de areas de empedrado™) (52)
0 “long term culture iniciating cells” (LTCIC; “células iniciadoras de cultivos a largo plazo™)
(53). Estas técnicas estiman de forma mucho mas especifica la presencia de células madre.
Sin embargo, son métodos complejos, con varias fuentes de potencial imprecision y
variabilidad, que precisan cinco 0 méas semanas para obtener el resultado. Estas técnicas
tienen un importante papel en investigacion y en la validacion de nuevos procedimientos,

pero no en la estimacién de la calidad de los productos celulares en la rutina clinica.
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2. EL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

2.1. Objetivos (54,55)

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento
terapéutico ya consolidado en la préctica clinica. EI TPH tiene dos posibles objetivos: 1) la
sustitucion de la hematopoyesis del paciente por ser total o parcialmente defectuosa,
insuficiente o neoplasica, por una normal procedente de un donante sano y 2) permitir la
administracion de agentes antineoplasicos en dosis elevadas, evitando una mielodepresion
prolongada o irreversible mediante la administracion de PH de rescate. Ademas, actualmente
este procedimiento se utiliza con otros dos objetivos:

1/ Re-inicializacion del sistema inmune como forma de corregir la auto-reactividad existente

en diversas patologias autoinmunes.

2/ Frenar el depdsito de inmunoglobulinas y otras sustancias responsables de las
manifestaciones clinicas de diversas discrasias de células plasmaticas (amiloidosis, POEMS,

escleromixedema, etc).

Adicionalmente, en el TPH a partir de progenitores de un donante sano, la
celularidad inmunocompetente derivada del injerto es capaz de producir una reaccion contra
la neoplasia. Es decir, que es capaz de contribuir al efecto antitumoral especialmente en

situaciones de enfermedad minima residual.

2.2. Indicaciones

La udltima guia, publicada en 2015, por la Sociedad Americana para trasplante de
sangre y médula (ASBMT, American Society for Blood and Marrow Transplantation) (56—
69) establecid las indicaciones del trasplante de progenitores hematopoyéticos Autdlogo y
Alogénico; en hemopatias malignas y no malignas, tumores solidos y enfermedades
autoinmunes, resefiadas en la tabla 4 para pacientes pediatricos y en la tabla 5 para pacientes
adultos.
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*Categorias de recomendaciones:

Indicacion estandar (S): indicaciones bien definidas y generalmente sustentadas en ensayos
clinicos de alta calidad y/o estudios observacionales (ej: a través de CIBMTR o EBMT)

Evidencia clinica disponible (C): el TPH ha demostrado ser una terapia eficaz con un
riesgo aceptable de morbilidad y mortalidad en estudios de cohortes uni o multicéntricos lo
suficientemente grandes, sin disponer de ensayos clinicos grandes ni de estudios
observacionales. EI TPH puede ser considerado una opcién de tratamiento de forma
individual tras una cuidadosa evaluacion de los riesgos y beneficios.

Indicaciones raras (R): las indicaciones incluidas en esta categoria son las enfermedades
raras para las cuales los ensayos clinicos y estudios observacionales no estan disponibles
actualmente debido a su muy baja incidencia. Sin embargo, existen registros o estudios
uni/multicéntricos en pequefias cohortes de pacientes que han demostrado el TPH como un
tratamiento eficaz con riesgos aceptables de morbilidad y mortalidad.

Desarrollo (D): indicaciones de trasplante en las que existe poca experiencia y se requieren
mas estudios para establecer su eficacia. Estos trasplantes deben realizarse en el contexto de
ensayos o estudios clinico

No recomendado generalmente (N): la evidencia clinica y la practica no apoyan el uso
rutinario de TPH. Esta recomendacién no se opone a la investigacion de TPH como un
tratamiento potencial y se puede llevar a cabo en el contexto de un ensayo clinico.
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Tabla 4. Indicaciones TPH pacientes pediatricos (edad< 18 afios)

Indicaciones y estado de la enfermedad

TPH
Alogénico

TPH
Autologo

Leucemia mieloide aguda

RC1, riesgo bajo

RC1, riesgo intermedio

RC1, riesgo alto

RC2+

No remision

OlwnnOlZ2

Z0|Z0Z

Leucemia linfoblastica aguda

RC1, riego estandar

RC1, riesgo alto

RC2

RC3+

No remision

O0wnwnmZ

ZZZZZ

Leucemia mieloide crénica

Fase cronica

Fase acelerada

Fase blastica

ellelle]

ZZZ

Sindromes mielodisplasicos

Riesgo bajo

Riesgo alto

Leucemia mielomonocitica juvenil

Secundarios a tratamiento

nwnn O

ZZZZ

Linfoma no Hodgkin células-T

RC1, riego estandar

RC1, riesgo alto

RC2

RC3+

No remision

OO|nwm 2

ZZ\ZZZ2

Linfoma no Hodgkin Linfoblastico células-B
(No Burkitt)

RC1, riesgo estandar

RC1, riesgo alto

RC2

RC3+

No remision

OO0|nwm 2

ZZ\ZzZZ2

Linfoma de Burkitt

Primera remision

Primera o més recaidas, sensible

Primera o mas recaidas, resistentes

pulielise)

Z|0| 0

Linfoma Hodgkin

RC1

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

elielr<

2|02
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Primera recaida, sensible C C
Primera recaida, resistente C N
Segunda 0 mas recaidas C C
Linfoma Anaplasico de células grandes
RC1 N N
Refractario primario, sensible C C
Refractario primario, resistente C N
Primera recaida, sensible C C
Primera recaida, resistente C N
Segunda 0 mas recaidas C C
Tumores solidos
Tumor de células germinales, recaida D C
Tumor de células germinales, refractario D C
Sarcoma de Ewing, riesgo alto o recaida D S
Sarcoma de partes blandas, riesgo alto o recaida D C
Neuroblastoma, riesgo alto o recaida D S
Tumor de Wilms, recaida N C
Osteosarcoma, riesgo alto N C
Meduloblastoma, riesgo alto N C
Otros tumores cerebrales malignos N C
Enfermedades no malignas
Anemia aplésica severa, nuevo diagnostico S N
Anemia aplasica severa, recaida/refractaria S N
Anemia de Fanconi R N
Disqueratosis congénita R N
Anemia de Blackfan-Diamond R N
Enfermedad de células falciformes C N
Talasemia C N
Inmunodeficiencia combinada severa R N
Inmunodeficiencia de células T, variantes IDCS R N
Sindrome de Wiskott-Aldrich R N
Trastornos hemofagociticos R N
Trastornos linfoproliferativos R N
Neutropenia congénita severa R N
Enfermedad granulomatosa cronica R N
Otros trastornos celulares fagociticos R N
Sindrome IPEX R N
Artritis reumatoide juvenil N D
Esclerosis sistémica N D
Otros trastornos autoinmunes y desregulacion inmune R N
Mucopolisacaridosis (MPS-1 y MPS-VI) R N
Otros tratornos metabolicos R N
Osteopetrosis R N
Leucodistrofia floboide (Krabbe) R N
Leucodistrofia metacromatica R N
Adrenoleucodistrofia cerebral ligada al X R N

*Categorias de recomendaciones: Indicacion estandar (S); Evidencia clinica disponible (C); Indicacion rara (R),
En desarrollo (D); No recomendado generalmente (N).
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Tabla 5. Indicaciones TPH adultos (edad>18 afios)

PR, TPH TPH
Indicaciones y estado de la enfermedad Alogénico Aut6logo
Leucemia mieloide aguda
RC1, riesgo bajo N C
RC1, riesgo intermedio S C
RC1, riesgo alto S C
RC2+ S C
RC3+ C C
No remision C N
Leucemia promielocitica aguda
RC1 N N
RC2, remision molecular C S
RC2, sin remision molecular S N
RC3+ C N
No remision C N
Recaida tras trasplante autélogo C N
Leucemia linfoblatica aguda
RC1, riesgo estandar S C
RC1, riesgo alto S N
RC2 S C
RC3+ C N
No remision C N
Leucemia mieloide cronica
Fase cronica 1, intolerancia ITK C N
Fase cronica 1, refractario ITK C N
Fase cronica 2 + S N
Fase acelerada S N
Fase blastica S N
Sindromes mielodisplasicos
Riesgo bajo/intermedio-1 C N
Riesgo intermedio-2/alto S N
SMD/LMA secundarias a tratamiento
RC1 S N
Mielofibrosis
Primaria, riesgo bajo C N
Primaria, riesgo intermedio/alto C N
Secundaria C N
Trastornos de células plasmaticas
Mieloma, respuesta inicial D S
Mieloma, recaida sensible C S
Mieloma, refractario C C
Leucemia de células plasmaticas C C
Amiloidosis primaria N C
Sindrome POEMS N R
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Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma de Hodgkin

RC1 ( PET negativa)

RC1 ( PET positiva)

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

Primera recaida, sensible

Primera recaida, resistente

Segunda 0 mas recaidas

Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma difuso de células grandes B

RC1 (PET negativa)

RC1 (PET positiva)

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

Primera recaida, sensible

Primera recaida, resistente

Segunda 0 mas recaidas

Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma Folicular

RC1

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

Primera recaida, sensible

Primera recaida, resistente

Segunda 0 mas recaidas

Transformacion a linfoma de alto grado

Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma del manto

RC1/RP1

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

Primera recaida, sensible

Primera recaida, resistente

Segunda 0 mas recaidas

Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma células-T

RC1

Refractario primario, sensible

Refractario primario, resistente

Primera recaida, sensible

Primera recaida, resistente

Segunda 0 mas recaidas

Recaida tras trasplante autélogo

Linfoma Linfoblastico

RC1

Refractario primario, sensible
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Refractario primario, resistente R N
Primera 0 mas recaidas, sensible R C
Primera 0 mas recaidas, resistente R N
Recaida tras trasplante autélogo C N
Linfoma de Burkitt
Primera remision R R
Primera 0 mas recaidas, sensible R R
Primera 0 mas recaidas, resistente R N
Recaida tras trasplante autélogo R N
Linfoma cutaneo de células-T
Recaida C C
Recaida tras trasplante autélogo C N
Linfoma Plasmabléstico
RC1 R R
Recaida R R
Leucemia linfatica cronica
Riesgo alto, primera 0 mas remisiones C N
Leucemia prolinfocitica células-T R R
Leucemia prolinfocitica células-B R R
Transformacion a linfoma de alto grado C C
Tumores solidos
Tumor de células germinales, recaida N C
Tumor de células germinales, refractario N C
Sarcoma de Ewing, riego alto N C
Cancer de mama, adyuvante en riesgo alto N D
Céncer de mama, metastasico D D
Cancer renal, metastasico D N
Enfermedades no malignas
Anemia aplésica severa, nuevo diagnostico S N
Anemia aplasica severa, recaida/refractaria S N
Anemia de Fanconi R N
Disqueratosis congénita R N
Enfermedad de células falciformes C N
Talasemia D N
Sindromes hemofagociticos, refractarios R N
Enfermedades de células mastociticas R N
Inmunodeficiencia comun variable R N
Enfermedad granulomatosa cronica R N
Esclerosis multiple N D
Esclerosis sistémica N D
Artritis reumatoide N D
Lupus eritematoso sistémico N D
Enfermedad de Crohn N D
Polimiositis-Dermatomiositis N D

*Categorias de recomendaciones: Indicacion estandar (S); Evidencia clinica disponible (C); Indicacion rara (R),
En desarrollo (D); No recomendado generalmente (N).
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2.3. Histocompatibilidad (55,70,71)

El sistema mayor de histocompatibilidad (MHC), también llamado sistema HLA, esta
formado por dos cadenas de ADN de 4 megabases localizadas en el brazo corto del
cromosoma 6. La region 6p21.31 se encuentra organizada en varias subregiones
denominadas de “clase I, I1'y 111" (imagen 6).

Los antigenos del sistema HLA son glucoproteinas presentes en la membrana de las
células nucleadas de todos los mamiferos. Las moléculas codificadas por los genes de esta
region son fundamentales, entre otras, para la inmunidad innata y para el sistema inmune
antigeno-especifico. Los genes implicados en las funciones de procesamiento y presentacion
de antigenos con impacto en el TPH son los denominados HLA-A,-B,-C,-DR, y -DP. Las
moléculas HLA de clase | (A, By C) y clase Il (DR, DQ, DP principalmente) son esenciales
para controlar el reconocimiento de la histocompatibilidad en el TPH. Los genes de clase 111
localizados entre las regiones | y 11 codifican moléculas diversas y constituyen loci menores

de histocompatibilidad.

La disparidad de estos antigenos entre donante y receptor se relaciona con el grado y
la severidad de la EICH, asi como con el rechazo del injerto. El sistema HLA se hereda con
caracter mendeliano, es decir, se recibe 1 haplotipo de cada progenitor. Asi, la probabilidad
de tener un hermano compatible idéntico es del 25% y la probabilidad de que dos personas
no emparentadas compartan el mismo HLA es de 1/50.000-100.000.

—— CLASS I — CLASS Il - ! CLASS |
1000 Kb | 1000 Kb | 2000 Kb
MICEB
oo8 (_48 (‘_-QA C2 TNA
af /B C E A HG F Hfe
il nr
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Imagen 6. Complejo mayor de Histocompatibilidad localizado en el brazo corto del cromosoma 6.
(Tomado de Eric Mickelson & Effie W. Petersdorf, “Histocompatibilidad” capitulo 12. Thomas'
Hematopoietic Cell Transplantation.)
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2.4. Tipos de trasplante de progenitores hematopoyéticos (3,72—-74)

Segun la fuente de progenitores:

e Meédula dsea: los progenitores hematopoyéticos se extraen directamente de la
médula ésea, mediante maltiples aspirados en crestas iliacas posteriores, anteriores,
esterndn o meseta tibial (TMO).

e Sangre periférica: las células stem se extraen mediante citoaféresis, a través de un
catéter venoso. En condiciones habituales existe una minima cantidad de células
madre circulantes (CD34+), pero tras una estimulacién adecuada -movilizacion- con
quimioterapia 0/y GCSF a dosis altas, se produce un pico transitorio de circulacion
de estos progenitores. El trasplante realizado con esta fuente se llama trasplante de
sangre periférica (TSP) y, cuando los progenitores son autélogos, trasplante autélogo
de progenitores de sangre periférica (TASPE).

e Cordén umbilical: se recogen mediante puncion de la vena umbilical
inmediatamente después del parto. El principal inconveniente consiste en el escaso
numero de progenitores que se obtienen. La ventaja radica en que su transplante
permite un grado de incompatibilidad antigénica mayor que con los otros tipos de
fuentes, aparte de la conveniencia de poder disponer de ellos casi de modo inmediato
debido a su almacenamiento en bancos (TSCU).

Segun el tipo de donantes (75)

e Autdlogo: los progenitores hematopoyéticos proceden del propio paciente, previa
extraccion y criocongelacion de los mismos. Se basa exclusivamente en la

erradicacion tumoral mediante dosis altas de QT/RT.

e Singénico o isogénico: los progenitores hematopoyéticos proceden de un gemelo
univitelino.

e Alogénico: los progenitores hematopoyéticos proceden de individuos de la misma
especie, distintos a gemelo univitelino. Puede ser emparentado (donante familiar,
habitualmente HLA idéntico) o no emparentado (donante no familiar, no HLA
idéntico). Segun el grado de histocompatibilidad, distinguimos:
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—ALO-HLA idéntico: trasplante alogénico de familiar HLA idéntico, o con
identidad HLA 7/8 por alta resolucion analizando los loci A, B, C, DRB1.

—ALO-Well matched: donante no emparentado con compatibilidad 10/10 o 9710
[diferencia en DQ)], analizando los loci A, B, C, DRB1 y DQBL.

—ALO-Mismatched: donante no emparentado con compatibilidad 8/10, siempre
que al menos una diferencia esté en DQB.

—Haploidéntico: trasplante a partir de donante haploidéntico, definido como aquel
que comparte un haplotipo con el paciente y, en el otro, tiene mas de 2
diferencias, considerando A, B, C, DRB1y DQBL1.

2.5. Movilizacién

Recibe el nombre de movilizaciébn el aumento del ndmero de progenitores

hematopoyéticos circulantes mediado por cualquier circunstancia.

En el adulto el nimero de PH circulantes en situacion basal es muy reducido. Brown
et al. encuentran una media de 4.3 células/pL en una muestra de 47 donantes sanos (76). En
pacientes previamente tratados con quimioterapia estas cifras son habitualmente menores.
Algunas circunstancias fisiologicas, como el ejercicio, producen un aumento moderado de los
niveles de progenitores circulantes (77). En el &mbito del trasplante lo importante son los
altos incrementos de PH circulantes que se producen durante la recuperacion de una aplasia,
tras ciertos ciclos de quimioterapia o tras la administracion de determinadas citoquinas, que
posibilitan su recogida mediante técnicas de citoaféresis y, por tanto, su uso terapéutico (39).

El primer procedimiento de movilizacién que se explotd para su uso clinico fue la
recuperacion de una aplasia postquimioterapia, descrito por Richman a finales de los 70 (78).
Sus principales inconvenientes son las complicaciones clinicas asociadas y la alta variabilidad
en la dinamica de recuperacion entre pacientes, lo que dificulta la programacion de la
recoleccion. En los afios sucesivos se desarrollaron los procedimentos de movilizacién
actuales, basados en la utilizacién de factores estimuladores de colonias hematopoyéticas,
solos 0 en combinacion con diferentes agentes quimioterapicos La asociacion de los agentes
quimioterépicos con factores de crecimiento recombinantes, sea GM-CSF (79), G-CSF
(80,81) o interleukina-3 asociada a GM-CSF (82), disminuy6 la duracién de las aplasias,

mejord la reproductibilidad de la dindmica de la movilizacion y consiguié movilizaciones mas
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intensas. A finales de los 80 se describié el efecto movilizador del G-CSF administrado en
una situacion de hematopoyesis basal (83). Posteriormente, Sheridan et al. (84) demostraron
que tras la administracion de 12 mcg/Kg al dia de G-CSF se multiplicaba por 58 la cifra basal
absoluta de CFU-GM en la sangre periférica, y esto aceleraba la dindmica de injerto respecto
a controles histéricos de TPH autdlogo, con una cinética de movilizacion predecible, segura
y préacticamente sin toxicidad. Mas tarde se confirmd que este tipo de movilizacion incluye
tanto progenitores con un grado intermedio de diferenciacion, como progenitores inmaduros
(83), siendo el nimero total de células CD34+ similar al obtenido en la combinacién de
quimioterapia con un factor de crecimiento (85,86).

Los mecanismos biolGgicos por los cuales las citoquinas inducen la movilizacion de
progenitores hematopoyéticos son complejos y no se conocen con precision (87). La
citoquina mas utilizada para la movilizacion es el G-CSF (88,89) y se ha demostrado que
altera los mecanismos de adhesion de las células progenitoras al microambiente medular,
promoviendo su salida hacia el torrente sanguineo (77). En presencia de G-CSF, el nimero
de células mieloides comprometidas a la linea granulocitica aumenta, lo que provoca la
liberacion de serin-proteasas activas de neutrofilos al microambiente medular, lo que a su
vez, provoca la degradacion de moléculas de adhesion vy la liberacion de células CD34+ a la
sangre periférica. El pico maximo de liberacion se produce en el quinto dia tras la
administracion de G-CSF (90-93). Las dosis utilizadas cuando se administra solo oscilan
entre 10 y 20 microgr/kg/dia sc repartidos en una o dos dosis, empezando al menos 4 dias
antes de la primera sesién de aféresis y continuando hasta la Ultima sesion (90,94). Otro
agente movilizador aprobado para la movilizacion de PH por la FDA y la EMEA es el
Plerixafor (Mozobil®), antagonista selectivo y reversible de la citocina CXR4 presente en la
superficie de las células CD34+. EI Plerixafor acta alterando la interaccion de esta citocina
con su ligando (SDF-1), induciendo asi la liberacion de células madre hematopoyéticas a la
circulacién (95-97). La dosis recomendada es de 0,24 mg/kg de peso/dia, iniciado 6 a 11
horas antes de iniciar cada aféresis y después de pretratamiento con G-CSF de 4 dias de

duracion.

Para un injerto autélogo exitoso, estd establecido que es necesario infundir un
minimo de 2 x10° células CD34+/kg de peso del receptor y para ello en muchos centros se ha
establecido un dintel minimo de células progenitoras circulantes previas al inicio de la
aféresis, de entre 10 y 20 células CD34+/uL (98).
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2.6. Recoleccion celular o aféresis

La palabra aféresis es un término derivado del griego “aphairesis” que significa
“separar” o0 “remover”. Es un procedimiento que permite obtener hemocomponentes a
partir de la sangre total, utilizando procesadores celulares automaticos (maquinas de aféresis)

0 semi-automaticos (centrifugas).

Los procesadores celulares de aféresis son capaces de separar componentes
sanguineos a escala clinica, de forma automatica y en un sistema cerrado. Los PH represetan
un porcentaje minimo de los leucocitos (<1%, incluso después de una movilizacion
satisfactoria), y es por eso que los programas de recoleccion de PH de SP intentan recoger
toda la poblacion de células mononucleadas, asegurando de esta manera la recoleccion de las
células progenitoras.

Los procesadores considerados idoneos para la recoleccion de PH son los
denominados de flujo continuo, ya que permiten que el volumen de sangre en el circuito
extracorpOreo sea minimo y que la devolucion al paciente de sangre anticoagulada con
quelantes del calcio sea progresiva, disminuyendo los efectos secundarios. Estos sistemas
utilizan simultaneamente durante todo el proceso dos accesos venosos, uno para extraer la
sangre del paciente o donante y otro para devolvérsela sin el componente recogido. Estos
procesadores de flujo continuo pueden procesar mayores volimenes de sangre y obtener un

mejor rendimiento que los de flujo discontinuo (39).

Las reacciones adversas relacionadas con el proceso de aféresis, se agrupan en tres
categorias:

1. Relacionadas con la via de acceso. Basicamente determinadas por hemorragias
secundarias a la colocacion de los catéteres. La infeccion es también un riesgo que
puede llevar a complicaciones como bacteremia, endocarditis e incluso choque

séptico.

2. Relacionadas con el procedimiento. Incluyen disminucién del recuento de
eritrocitos, plaquetas, niveles de proteinas (especialmente factores de coagulacion),
alteraciones de los liquidos corporales por el recambio constante entre el volumen

intravascular y extravascular, hipotension e incluso infarto de miocardio.
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3. Relacionadas con el anticoagulante. Es necesario utilizar en los procedimientos
un anticoagulante, generalmente ACD (écido citrico, citrato, dextrosa) o heparina. El
citrato es un quelante del calcio y puede producir hipocalcemia e hipomagnesemia, o
que favorece la aparcidn de parestesiasy tetania. Los pacientes pediatricos, al igual que
los que presentan insuficiencia hepatica aguda, presentan una mayor toxicidad.
Cuando se usa la heparina, para evitar complicaciones hemorréagicas en el caso de
pacientes con alto riesgo de sangrado, se deben reducir las dosis habituales y vigilar
los factores de la coagulacion.

2.7.Criopreservacion celular
2.7.1. Introduccién

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y
funcionalidad celular a temperaturas bajas (-196°C en nitrogeno liquido) durante periodos
cortos de tiempo (aféresis, MO) o incluso durante décadas (SCU).

La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los principales
eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion. Los periodos
criticos para la supervivencia celular durante la criopreservacion son la fase inicial de
enfriamiento y el periodo de retorno a condiciones fisioldgicas (99).

La membrana plasméatica de la célula eucariota, independientemente de su
composicion, tiene una estructura organizada segun el modelo de mosaico fluido (100). Estas
membranas estan compuestas basicamente de lipidos amfipaticos, proteinas y un pequefio
porcentaje de carbohidratos.

Los lipidos (colesterol y acidos grasos) como componentes mas abundantes de la
membrana plasmatica, determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante los
procesos de criopreservacion. EI empaquetamiento y la posicién de estas moléculas en las
bicapas determinaran la rigidez de las membranas y por tanto el transporte de moléculas.
Este transporte es el punto critico para la supervivencia celular posdescongelacion (101).

En las bicapas, los acidos grasos de los fosfolipidos se posicionan en paralelo unos
con otros mientras que el colesterol se intercala entre ellos. EI empaquetamiento de las

cadenas hidrofobicas hace que interaccionen entre ellas y se estabilicen por fuerzas de van
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der Waals. La membrana sera tanto mas fluida cuanto mas dificil sea este empaquetamiento.
La presencia de moléculas de colesterol en la bicapa proporciona rigidez a temperaturas
fisiologicas por la union de sus anillos a las cadenas de éacidos grasos pero impide, por
razones estéricas, que las cadenas de acidos grasos se empaqueten libremente (cristalicen) al

disminuir la temperatura, aumentando asi de fluidez de membrana en ese momento (101).

En los procesos de congelacién las membranas celulares son las estructuras que
sufren mayor dafio como consecuencia, en general, de la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos. Los é&cidos grasos pueden existir en un estado rigido ordenado (gel) o
en uno mas flexible y desordenado (fluido). La transicion de un estado a otro se da en un
rango de temperaturas, la media del cual se conoce como temperatura de transicion de fase
(Temperature Melting, Tm) (102,103), que variara en funcion de la composicion de los &cidos
grasos que componen la membrana. La mayoria de las membranas de células eucariotas
tienen su Tm entre los 0°C y los 20°C (104). Durante la deshidratacion celular que tiene lugar
en el proceso de congelacion se puede presentar una pérdida de lipidos, lo cual afectaria la
integridad de la membrana plasmatica por pérdida de su capacidad de expansion durante la
rehidratacion al volver a condiciones isotdnicas (105).

2.7.2.Fundamentos de criopreservacion

Las bajas temperaturas, asociadas al aumento de la rigidez de membrana, y la rapidez
con la que suceden los cambios osmoticos en los procesos de congelacdn y descongelacion
dificultan el movimiento de moléculas a través de la membrana mediante procesos de
transporte activo (depndientes de ATP), en consecuencia, son los procesos de difusion y

6smosis los que predominan en los momentos de estrés osmotico (106).

La difusion es un proceso mediante el cual las moléculas de una sustancia tienden a
alcanzar una distribucion homogénea en todo el espacio que les es accesible. La magnitud de
la tendencia a difundir desde una zona a otra si existe una membrana que separe las dos zonas
esta definida por la Ley de difusion de Fick, que relaciona el gradiente entre las dos zonas y las
caracteristicas de la membrana (grosor, area de seccion transversa y permeabilidad para un

determinado soluto) (101).

La 6smosis es un caso especial de difusion en el que es el movimiento del disolvente

el que se estudia y se define en funcion de los solutos. La 6smosis es el movimiento de agua
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desde soluciones con baja concentracion de soluto hasta soluciones con alta concentracion de
soluto. La presion osmotica es la presion hidrostatica que se genera a través de una membrana
semipermeable con un gradiente de concentracién al lado y lado y depende del nimero de
particulas de la solucion (101). La presién osmotica suele expresarse en osmoles y depende
exclusivamente del nimero de particulas disueltas (moles) por unidad de volumen, con
independencia de su carga eléctrica, peso o férmula quimica. Es por tanto una propiedad
coligativa (101).

Ejemplo de céalculo de osmolaridad en presencia de DMSO:
Osmolaridad (mOsm/1)=300 + ((mg/dl DMSQO)/7.8)

Para una solucion al 10% de DMSO la osmolaridad teorica sera la suma de la
osmolaridad del plasma mas la debida a la presencia del crioprotector. Un 10% v/v de DMSO
corresponde a una concentracion molar de 1.4 M o 1400 mmol/litro;

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

Esta es la presion osmotica a la que se veria sometida una célula que se encuentra en
un medio isotdnico al que afiadimos en un solo paso un 10% v/v de DMSO. Para evitar este
cambio brusco de osmolaridad, la adicién del crioprotector a las células a criopreservar se
hace paulatinamente durante aproximadamente cinco minutos a 4°C, y a partir de adiciones
discretas de una solucién 20% v/v DMSO hasta completar una dilucién 1:1 del material a
congelar, hasta doblar su volumen. De esta manera se consigue mantener el volumen celular

dentro de unos rangos de seguridad que no exceden sus capacidades mecanicas.

Los productos criopreservados se deben almacenar a temperaturas desde -133°C
(vapores de nitrdgeno liquido) a -196°C (nitrégeno liquido). A estas temperaturas no existen
fendmenos de difusion ni energia térmica suficiente para llevar a cabo las reacciones
quimicas y consecuentemente, las dificultades de la congelacion no derivan de la
permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de congelacion y descongelacién
(107).

El hielo se forma a diferentes rangos de temperatura. Durante un congelamiento
lento el hielo se empieza a formar primero en el exterior de la célula y luego dentro de ésta.
La formacién de hielo provoca un desbalance osmético a través de la membrana celular

haciendo que el agua migre hacia fuera de la célula. Este proceso hace que aumente la
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concentracién de solutos extracelulares y también puede causar dafio intracelular al
deshidratarla por completo (108). La congelacion rapida minimiza los efectos de
concentracion de solutos formando hielo uniformemente, sin embargo crea mayor hielo
intracelular, el cual puede provocar la destruccion celular durante la descongelacion, al

hidratarse las células de nuevo, por exceso de agua en el interior celular (108).

Lovelock demostrd que el tiempo en que las muestras pasan entre -3°C y -40°C es un
factor critico para que ocurra dafio celular. Indico que mantener las muestras a -45°C durante
30 minutos no causa mas dafio que el ocurrido a -180°C, sin embargo mantener las muestras

por lo menos un minuto a -39°C permite la destruccion total de las células (109).

Es importante para la viabilidad celular que antes de proceder a la disminucién de la
temperatura, se afiada un crioprotector celular de manera progresiva con el objetivo de
permitir que la concentracion de éste se equilibre entre el exterior y el interior celular. Segun
Simione et al. este periodo de equilibrio entre el crioprotector y la solucion puede variar, pero
generalmente es aproximadamente de 15 minutos. Ademas este tiempo no debe exceder de
45-60 minutos, ya que el crioprotector puede ser toxico para las células si el tiempo de
estabilizacion es muy largo. También es importante que la adicion del crioprotector se realice
a temperatura ambiente si es glicerol (concentracion final entre 5-20 % v/v) y a 4°C si es
dimetil sulféxido (DMSO) (concentracion final de 5-15 % v/v) lo que permite que el
crioprotector penetre en las células. La estabilizacion entre crioprotector y solucion celular
Optima se determina empiricamente dependiendo de las células y el tipo de crioprotector
(108,110-112).

La solucion de células se almacena en un congelador biolégico y se enfria la mezcla
paulatinamente. Durante el proceso de enfriamiento, entre los 4°C y los -10°C, las células se
someten a temperaturas menores que las de congelacion de la solucién que la circunda, pero
tanto las células como el liquido extracelular se mantienen sin congelar (sobreenfriados)
(Fig.8.11). Este es un estado metaestable donde la aparicion de cristales de hielo entre los -
10°C y los -20°C depende de la probabilidad de formacion de centros de nucleacion. Estos
cristales crecen a medida que la temperatura disminuye en forma de frentes de congelacion
(imagen 7), entre los que las células se sitan en canales de solucion liquida aumentando su
viscosidad a medida que el agua liquida pasa a formar parte de la fracciébn congelada
(108,111,113).
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Sentido crecimiento. Célula Frente de hielo

Imagen 7. Esquema del frente de nucleacion. Congelacion en bolsa.

El hielo se forma preferentemente en la solucion extracelular y al producirse la
cristalizacion, las moléculas de agua se incorporan al hielo mientras que los solutos quedan
excluidos de la fase sélida. De esta manera el espacio extracelular se va concentrando
progresivamente (hipertonico) a la vez que el potencial quimico del agua en el espacio
extracelular decrece (imagen 8.1). En general, el potencial quimico mide la tendencia de las
particulas a difundirse. Las particulas tienen tendencia a difundirse desde regiones de alto
potencial quimico a regiones de bajo potencial quimico (114), con lo cual se produce una
salida de agua de la célula 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 el agua que exporta la célula se congela en el exterior (imagen 8 11) (108,111).
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I. Nucleacion, formacion de hielo y I1. Deshidratacion celular en respuesta a la
aumento de la osmolaridad extracelular congelacion.

Imagen 8. Representacion esquematica de la respuesta celular a la congelacion. Tomado de Rodriguez
L. (111)

Los procesos de criopreservacion se realizan mediante el uso de congeladores
biolégicos que enfrian las muestras segiin unas curvas programadas de congelacion, que
disminuye la temperatura 1°C por minuto hasta -40°C y luego 10°C por minuto hasta -80°C
(imagen 9). La transmision de temperatura entre la cadmara interior y las muestras a
criopreservar se maximiza mediante el uso de placas metalicas que cubren las muestras dentro
del congelador. Las curvas programadas se componen de segmentos cada uno de los cuales
tiene una velocidad de enfriamiento (°C/minuto) determinada empiricamente para obtener
una maxima viabilidad tras el proceso de congelacion. Tras alcanzar la temperatura de -120°C
la suspensidn se retira del congelador bioldgico y se almacena en la fase liquida de un tanque
de nitrégeno liquido (-196°C) (108,111,115,116).

Temp. —
H / Induccién de la nucleacion.
! \ Disminucion calor latente.

Ao~

-10°C
Temp muestra.

-60°C E
4——— Tempcamara.

Tiempo

Imagen 9: Curva de congelacion para PH. Induccién de la nucleacion durante la congelacion de
CPH
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La velocidad de congelaciéon fue ampliamente debatida en la literatura. La técnica de
congelacion con velocidad controlada todavia se considera estandar, debido principalmente
al hecho de que la liberacién de calor en la transicion o punto eutéctico (alrededor de 4° C)
se considera perjudicial para la poblacion de células madre. En este punto las moléculas de
agua dentro de la unidad congelada estan en un orden molecular preciso, lo que condiciona
una liberacién termodinamica de calor de fusion (117). Para las células madre de corddn
umbilical, de médula désea y de sangre periférica, el proceso de congelacién con velocidad
controlada se considera estandar y en diferentes informes resultd ser superior a las técnicas
de congelacién no controlada (118-120).

La concentracion celular utilizada en la mayoria de protocolos de criopreservacion
tiene como objetivo optimizar el espacio del almacenamiento (121). Tedricamente, la
congelacion de células a altas concentraciones puede resultar en bajas recuperaciones
postdescongelacion. Las causas serian el limitado espacio en los canales de solucién no
congelada y la presion fisica de las células en éstos debida al empaquetamiento. Por esta
razon, desde la introduccion de la sangre periférica como fuente de PH se recomendaron
concentraciones de células nucleadas menores de 100 x 10° CN/mL en los productos
criopreservados (89,122). Posteriormente y con la intencion de reducir costos y espacio en los
procesos de criopreservacion sin comprometer la eficiencia clonogénica, la recuperacion ni la
viabilidad de los PH, se realizaron estudios de funcionalidad postdescongelacion y
recuperacion hematoldgica posinfusion con aféresis altamente concentradas (115,123). En
estos trabajos se utilizaron concentraciones de 243 x 10° CT/mL y 370 x 10° CT/mL en los
productos congelados. Aunque Keung (123) constaté una pérdida de capacidad clonogénica
en los productos descongelados, Rowley (115) y otros autores (124) no observaron este
fendmeno congelando a concentraciones mas altas. Es de destacar que ambos coinciden en
que la recuperacion hematolGgica y la toxicidad postinfusién no se vieron afectadas por la

utilizacion de altas concentraciones en el producto congelado.

2.7.3. Lesiones crioinducidas

Segun Mazur (99), los periodos criticos para la supervivencia celular durante la
criopreservacién son la fase inicial de enfriamiento y el periodo final de retorno a

condiciones fisioldgicas. Mazur postula que la lesion celular crioinducida podria ser
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consecuencia de la formacion de hielo intracelular y del estrés osmotico, generado durante la

deshidratacion celular y al retornar a las condiciones fisioldgicas de osmolaridad (99).

2.7.3.1.Formacion de hielo

En una solucién sobreenfriada, fendmeno provocado gracias a la presencia de los
crioprotectores, la formacion de hielo depende de la probabilidad de formacion de puntos de
nucleacion, lo cual es inversamente proporcional a la temperatura. Los cristales de hielo se
pueden formar en el exterior y en el interior celular.

Con los congeladores bioldgicos programables, la nucleacion se induce mediante un
descenso brusco de temperatura en el interior de la cAmara de congelacion, con una doble
funcion: por un lado iniciar la nucleacién y, por otro, contrarrestar el calor producido por el
cambio de estado del agua extracelular evitando fluctuaciones de temperatura sobre las
membranas (111).

a. Formacién de hielo extracelular

La formacion de hielo en el espacio extracelular se da entre los -5°C y los -10°C, pero
no se forma hielo dentro de la célula, posiblemente debido a la barrera fisica que impone la
membrana celular al proceso de nucleacion y al crecimiento de cristales de hielo (125). Se ha
demostrado que la formacion de hielo extracelular no es causa de lesion porque las células
criopreservadas se mantienen en canales de solucion no congeladas mientras crecen los
cristales de hielo en la solucion extracelular sobrenfriada. Cuando la temperatura del medio
alcanza los -130°C, el agua no existe en estado liquido y los canales donde se encuentran las
células se mantienen en estado vitreo y sin cristalizacion, estado en el que los fendémenos de

difusion de las reacciones quimicas no son posibles (111,126,127).

b. Formacion de hielo intracelular

Si la velocidad de enfriamiento es muy répida, la célula puede ser incapaz de
deshidratarse lo suficientemente rapido y al llegar a la temperatura de nucleacion, el agua
remanente se congela formando hielo intracelular, que puede contribuir a la destruccion
mecanica de la célula (127,128). Si por el contrario la velocidad de enfriamiento es demasiado
lenta, la deshidratacion serd extrema pudiendo llegar al colapso celular (dafio osmético)
(129,130).
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Con una velocidad adecuada, la célula se deshidratard y concentrara intracelularmente
antes de alcanzar la temperatura de nucleacion, de forma que la posibilidad de hielo
intracelular y dafio celular sera menor (99,127) (imagen 10).

Formacion de hiclo

Daiio osmotico .
intracelular

% Supervivencia

Zona optima

Velocidad de congelacién

Imagen 10. Naturaleza de los dafios crioinducidos segun la velocidad
de congelacion. Tomado de Rodriguez L (111)

2.7.3.2. Estrés Osmotico

Existen principalmente dos teorias para explicar el fendbmeno de estrés osmatico

durante la criopreservacion, la de Lovelock y la de Merymann.

Lovelock atribuye el dafio crioinducido como resultado de una alta concentracion de
solutos en el fluido extracelular (109). En 1953 lo demostré empiricamente basandose en que
la hemdlisis de eritrocitos durante la congelacion empieza a ser evidente a partir de una
concentracion de solutos determinada (0.8M NaCl, 1600 mOsm/L). La adicion de un
crioprotector como el glicerol reduce la cantidad de hielo formado a una temperatura
determinada y por tanto reduce la concentracion de solutos en ese punto de la congelacion.
No obstante, independiente de la temperatura, se produce una lisis celular masiva al
descongelar a partir de una concentracion de 0.8M de NaCl (109). Los mecanismos
propuestos son las interacciones del soluto idnico con las proteinas que producirian la
desnaturalizacion de proteinas de membrana y/o facilitarian la formacién de puentes

disulfuros entre aminoécidos (131).

Los resultados se confirmaron cuando se utilizd glucosa como agente osmético. El
hecho de que la lisis celular se produzca independientemente de la concentracion de soluto o
de su naturaleza (azlcar o sal), apoya la teoria de que no es la concentracion de soluto en si lo

que dafia las células (la membrana celular es impermeable a la glucosa), sino la deshidratacion
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celular que se produce. Mazur, considera que es la gran concentracion salina que se alcanza
durante la congelacion la que altera la permeabilidad de la membrana aumentando el influjo

de iones al interior celular, causando un efecto dafiino (109,132).

De otro lado, Meryman (133) atribuye el dafio a la contraccion de la célula por debajo
del volumen minimo tolerable. Asi, en el afio 1971 propone la hipdtesis del “volumen celular
minimo” que relaciona el efecto de la deshidratacion producida durante la concentracion de
solutos y la lisis celular con la vuelta a las condiciones isotonicas, debido a que la
hipertonicidad intracelular provoca una entrada masiva de agua (choque osmotico). El
volumen celular minimo se basa en que el volumen se reduce en relacion al aumento de la
osmolaridad extracelular, a medida que la célula pierde volumen por la pérdida de agua, la
compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir
perdiendo volumen, y al excederse la resistencia fisica de la membrana se produciran cambios
irreversibles en su permeabilidad (134). En este sentido los crioprotectores permeables, por
sus propiedades coligativas, actuarian reduciendo la cantidad de hielo formado a una
temperatura determinada y por tanto de soluto durante la congelacién, reduciendo la
deshidratacion celular (133)

En conclusion, la supervivencia celular a la congelacion serd méxima a una velocidad
de enfriamiento Optima, especifica para cada tipo celular y velocidades mayores 0 menores
aumentan la muerte celular por la formacion de hielo intracelular y el dafio osmético

resultante de la concentracion de solutos.

2.7.4.Crioprotectores

Son sustancias muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad que disminuyen el punto
eutéctico de una solucién determinada (temperatura minima a la que una solucién se
encuentra en estado liquido). El descenso del punto eutéctico implica que se alcanzara una
concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de forma que en el momento en
que se induce la nucleacién en el espacio extracelular, la célula estard mas hidratada y el
gradiente osmotico al que estard sometida serd& menor en el momento en que el espacio
extracelular se congele (111). Mejoran la viabilidad celular alterando el comportamiento
fisico-quimico de las soluciones acuosas en las cuales tiene lugar la criopreservacion y ayudan

a proteger las células del dafio causado por la formacién de hielo intracelular.
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Los crioprotectores pueden clasificarse en agentes penetrantes y no penetrantes,
segUn sean 0 no permeables a través de la membrana celular (135).

. Los ACP penetrantes: son moléculas de bajo peso molecular y permeables a través
de la membrana celular. Protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones
a velocidad lenta. Ejemplos: 1,2-propanediol (PROH), dimetil sulfoxido (DMSQO), etilenglicol
(EG), glicerol, metanol y otros alcoholes (111,136).

. Los ACP no penetrantes: son moléculas de alto peso molecular y no permeables.
Protegen a la célula cuando se utilizan velocidades altas de congelacion. Ejercen su accion
crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los
agentes penetrantes. Ejemplos: sacarosa, glucosa, dextrosa, hidroxietil almidon (HES,
hydroxyethyl starch), la polivinilpirrolidona (PVP) y el polietilenglicol (PEG), alcohol
polivinilico, hialuronidato de sodio y otros polimeros. (111,136). Son compuestos que
forman puentes de hidrégeno con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud

mucho mayor que la que se predeciria por su concentracion molar.

La adicion de ACP ejerce per se un estrés osmotico sobre las células porque
aumentan la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para compensar
la fuerza osmética 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.

2.7.4.1.DMSO

El DMSO (C6H6SO) es el crioprotector mas utilizado en la congelacion de PH de
cualquier fuente (137) (imagen 11).

Imagen 11. Estructura molecular del dimetil sulfoxido.
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El dimetil sulfoxido (DMSO, (CH3)2SO) es un solvente bipolar aprético,
hidrosoluble, de bajo peso molecular. Se ha usado como disolvente organico industrial a
partir de 1940 y como crioprotector desde el descubrimiento de sus propiedades
crioprotectoras por Lovelock en 1959 (109). Fue sintetizado por primera vez en el afio 1866,
siendo comunicado un afio mas tarde por el quimico organico ruso Saytzeff (138). EI dimetil
sulféxido se obtiene como subproducto durante el procesamiento de la madera en la
fabricacion de pulpa de celulosa.

Caracteristicas del DMSO: es liquido, incoloro e inodoro, con una densidad de 1108
g/cm3y un peso molecular de 78,13 g/mol. Su vida media en plasma es de 20 horas. Como
resultado del metabolismo del DMSO se genera DMSO?2 (sulfato de dimetilo), el cual tiene
una vida media de 72 horas y es excretado por via renal (139). Otra pequefia proporcion del
DMSO se reduce a DMS (sulfuro de dimetilo), que se excreta a través de la respiracion
durante las primeras 24 horas postinfusion.

La concentracion Optima del DMSO utilizado para la criopreservacion de
progenitores hematopoyéticos parece ser la de un 10% v/v, aunque también han sido
publicadas concentraciones del 5% v/v (140) y combinaciones con HES (5-6%) con buenos
resultados posdescongelacion (141). EI HES se utiliza como crioprotector acompafiado en la
mayoria de los casos de una fuente de proteina (albimina plasmatica), autéloga o no, a una
concentracion final del 2%-5% v/v.

Su accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad para prevenir la
acumulacion excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelacion, asi
como la prevencion de la formacion de cristales de hielo gracias a su capacidad de ligar
moléculas de agua, reduciendo el agua disponible para los cristales. Por otra parte, su
viscosidad aumenta de forma importante al descender la temperatura, lo que hace dificil la
formacion de una estructura cristalina y favorece la vitrificacion. Su bajo peso molecular
permite la entrada rapida a través de la membrana celular, modula la estabilidad y fases de la
bicapa de los fosfolipidos, asi como también afecta a los procesos de solvatacion de agua
(142). Pero el DMSO, tiene un efecto toxico sobre la célula a temperatura ambiente, por lo
que es necesario reducir al minimo el tiempo de contacto con las células en estas
condiciones. La dilucion del DMSO libera calor, y su incorporacién rapida a la suspension

celular puede producir un dafio osmotico.
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La toxicidad del DMSO puede ser clasificada en dos grupos: toxicidad quimica
celular y toxicidad asociada con la infusion:

. Toxicidad quimica celular: los resultados experimentales publicados son
contradictorios. Aunque existe la creencia generalizada de que el DMSO es toxico a
temperatura ambiente y no a 4°C, diversos autores aportan resultados a favor y en contra de
esta teoria. Asi, en el afio 1978 Goldman et al.(143) publican que la capacidad clonogénica en
MO descongelada disminuye en presencia de un 10% de DMSO. Ademas demuestran como
prevenir este efecto realizando una dilucién volumen: volumen en salino; lo cual les sugirié
que la hiperosmolaridad y el efecto del chogque osmético secundario son responsables de este
fenémeno.

Rowley et al. (144) estudiaron la toxicidad quimica del DMSO sobre los PH de
donantes sanos no criopreservados. No encontraron toxicidad a concentraciones del 5 o
10% de DMSO, ensayado a temperaturas de 4°C y 37°C, durante periodos de incubacion de
hasta 1 hora. Con concentraciones del 20% de DMSO, tampoco objetivaron descenso del
numero de colonias clonogénicas, pero si que ocasiond la formacion de agregados celulares
durante el lavado del DMSO, lo que resulté en una pérdida neta de células progenitoras. A
concentraciones del orden del 40% encontraron una toxicidad directa sobre los PH. En PH
sometidos a congelacion, tampoco demostraron toxicidad del DMSO cuando su eliminacién
se pospuso hasta 1 hora tras la descongelacion. Estos datos sugieren que el DMSO no es
toxico para las células PH tras la exposicion a corto plazo a las concentraciones utilizadas

para la crioconservacion de células madre de médula y de sangre periférica.

En el aflo 1994 Branch et al. (145) corroboraron y ampliaron dichos resultados,
constatando que la exposicion de PH de MO descongelada a un 8% de DMSO durante un

intervalo de 2 horas no tiene un efecto significativo en la recuperacién de colonias.

Recientemente Rodriguez L et al.han publicado un trabajo (146) donde valoran el
efecto del DMSO en muestras descongeladas a lo largo del tiempo, evaluandolo en muestra
pareadas de CPH-A lavadas y no lavadas tras la descongelacién. Reportando que la presencia
del DMSO redujo el recuento (50%), la recuperacion clonogénica (60%) y la viabilidad de los
PH a tiempos de una a dos horas tras el lavado ain cuando las muestras se conservaron a
4°C. La recuperacion de CPH y CFU de las mismas muestras, pero en las que se habia
eliminado el DMSO, fue del 70%. Concluyendo que la eliminacion del crioprotector en PH

descongelados es beneficiosa para la conservacion ex vivo del injerto a medio-largo plazo.
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En definitiva, los resultados de recuperacién de colonias clonogénicas de un
componente celular de PH descongelado podrian estar mas relacionados con la
hiperosmolaridad y més concretamente con el cambio brusco de ésta, que con la toxicidad
directa del DMSO, por lo menos en periodos de exposicion a corto plazo, aunque las
condiciones de osmolaridad si parecen ser deletéreas a largo plazo.

. Toxicidad asociada a la infusion: esta aceptado que esta toxicidad es dependiente
de la dosis del crioprotector administrado durante la infusion (5-7). Las complicaciones van
desde mareos, hasta fallos renales agudos y paradas cardiacas. Las mas frecuentes, sin
embargo, son las nauseas, el vomito, el dolor abdominal y los escalofrios (8,9). Estos
sintomas desaparecen después de la infusion. También se han asociado a la administracién de
DMSO otras complicaciones como las variaciones de la presion sanguinea, la disnea y la
toxicidad cardiaca (147,148). Son menos frecuentes las complicaciones neuroldgicas (149), asi
como los episodios de amnesia global transitoria. Estos sugieren que la infusion de DMSO
podria provocar isquemias cerebravasculares severas, secundarias a una toxicidad neuroldgica
grave, como ya se habia reflejado anteriormente en trabajos fuera del contexto de TPH (150).
En la tabla 6 estan detallados el tipo de reacciones adversas y su incidencia

Por otra parte, la aparicion de estas complicaciones puede estar influenciada por
otros factores como la infusion de restos celulares y de citoquinas provenientes de las células
muertas o dafiadas. También se ha sugerido que los restos celulares y la baja temperatura de
los productos hematopoyéticos infundidos podrian por si mismas provocar respuestas
vagales, alteraciones electroliticas locales y expansiones de volumen que podrian dar origen a
las complicaciones cardiovasculares durante la infusion de los PH descongelados (148,151).
Por tanto, la patogénesis de muchas de las complicaciones observadas durante la infusién de
CPH descongelados puede ser multifactorial.
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Categoria RA Sintomas Referencias Incidencia RA
E&i‘.’%ﬁ”ﬁiﬁi picor, (10,152-158) Cordoba (159): 67,36% RA:

Alergias Edema, anasarca (154,160) 43,75% reaccion alérgica
Broncoespasmo (161) 25% gastrointestinales
Dolor de cabeza (8,152,154,160,162,163) 20,83% respiratorios
Opresion toracica, disnea (152,158,163,164) 11,81% cardiovascular

Gastrointestinales

Calambres/dolor abdominal,
distrés gastrointestinal,
diarrea

Nauseas, emesis, vomitos

(8,152,154,155,157,158,160,161,165,166)

(152,154,155,160,165-168)

Renal

Hemoglobinuria, proteinuria,
azotemia leve, SHU
Incontinencia urinaria

Trombocitopenia, anemia
hemolitica

Insuficiencia renal,
nefropatia, fallo renal agudo

(8,157,169)

(170,171)

(165,169)

(10,165,169,172)

Cardiovascular

Hipotension, hipertension

Arritmia/bradicardia,
taquicardia

Hipotermia, hipertermia

Rigidez, temblores

Isquemia, hipoxia

Sincope, coma, somnolencia,
shock, pérdida de
consciencia, trismo

Paro respiratorio,
insuficiencia respiratoria,
paro cardiaco, espasmo
arterias coronarias

Convulsiones

(5,148,152,154-156,158,160,161,165-167,173)

(8,148,154,155,158,160,161,163,167,168,172,174,175)

(152,160,166,169,172)

(160,169,173)

(156,168,173)

(149,153,156,168,170,176,177)

(7,10,153,154,156,157,161,166-168,176,178)

(152,153,165,167,172,176,177)

Bloqueo cardiaco (148,154,155)
Hepatico Ictericia progresiva (10,169)

Midriasis, miosis, disartria,

|r)f§[to talamico blIa_ter_a!, (153,167,170,171,176)

vision borrosa, desviacion

ocular

i i
Disgeusia (157)

Neurolégico

Leucoencefalopatia
reversible, encefalopatia
severa

Afectacion SNC

Amnesia global transitoria
Infarto cerebral
Problemas cognitivos
Debilidad muscular

Ansiedad

(156,171-173,177)

(10,153)
(168,171,176,182)
(168,182)
(168,171,173)
(171,173)

(10,169)

3,47% neuroldgicos

Kersting(165): 0-29% nefropatia

Donmez(160): 25,25% RA:
7,73% cardiacas

1,54% bradicardia sinusal

15,97% RA no cardiacas

Konuma(163):

58% HTA sistélica, 64% HTA diastdlica

32% bradicardia
Alessandrino(5):

8% complicaciones no cardiacas

57,33% cardiacas (36% HTA)

Zambelli(179): 50% RA:
22% hipotension
4,54% hipertension

4,5% bradicardia
Hazar (180): en nifios

34-50% insuficiencia renal en fases
tempranas

41%, 31%y 11%, 1, 3y 7 afios tras la
infusion respectivamente

Graves(181): 0,4% RA severas, 50% no
cardiacas

Keung:(148)
65% bradicardia sinusal
29,41% bloqueo cardiaco
41% hipertension

82% arritmias
Lopez-Jiménez(6): 41% RA no cardiacas

Tabla 6. Reacciones adversas (RA) tras trasplante de PH. Modificado de Z Shu et al. (183)
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2.7.4.1.1.Respuesta volumétrica celular a la adicion y extracciéon del
crioprotector

& Adicion del crioprotector: La adicion de DMSO a una suspension celular se realiza
mediante una dilucion 1:1 en una solucién al 20% vol/vol que provoca inicialmente
una deshidratacién celular muy réapida por el aumento de solutos en el medio. Esta
situacion se revierte cuando el ACP se equilibra a ambos lados de la membrana
celular. Tras cinco minutos de equilibrio y a causa del aumento de soluto en el
interior celular, existe un ligero incremento del volumen celular respecto al volumen

en condiciones isotonicas (imagen 12)
A)Afiadir 1 Concentracion
volumen de 20% final: 10% DMSO.
l 5 min equilibrio.
| ——

CD 34+, Solucion lista
para congelar.

VIVisn o ‘ vz.l

Tiempo (seg).

Imagen 12. Variaciones de volumen celular asociados a la adicién de un 10% v/v DMSO a

Temperatura ambiente

» Extraccion del crioprotector: La extraccion del crioprotector se basa en la dilucion
1:1 de la suspensién celular descongelada en un medio ligeramente hipertonico sin
DMSO. Con esta dilucion se reduce la concentracion de DMSO extracelular un 5%
(10% en el interior celular) y provoca la entrada de agua en la célula, aumentando el
volumen celular. En los cinco minutos posteriores, el DMSO tiende a equilibrarse
entre el interior y el exterior celular, por lo que sale de la célula junto con moléculas
de agua. Posteriormente se centrifuga, se retira el sobrenadante y se diluye en medio
sin DMSO. Ahora la concentracion de DMSO sera del 0% en el exterior celular y del
5% en el interior celular, volviéndose a repetir el paso de hidratacién celular y el
equilibrio posterior. EI proceso se puede repetir hasta alcanzar una concentracion de
0% DMSO en el interior celular (imagen 13).
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A) Adicién 1 volumen B) Resuspension en 1
de 0% DMSO. ) .. volumen de 0% DMSO.
Centrifugado, extraccion
sobrenadante.
1 e H 1
i — j=— ||
CD34+ descongeladas. Concentracion
final: 0% DMSO.
Imagen 13. Variaciones de volumen &
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2.7.5.Descongelacidon y retorno a las condiciones fisioldgicas

Durante la descongelacién se producen de forma inversa los cambios osmoticos
descritos durante la congelacion. Asi, la célula vuelve a hidratarse para compensar la
diferencia de concentraciones, mas baja en el exterior celular, al pasar el agua de estado
solido a liquido (imagen 14).

F———9 DMSsO Hielo.
o ° L4
°
o
. o (e
° o H:0
o
4 H:0
° ——— 71
@ H:O °

I. Descongelacion y disminucion I1. Entrada de agua a la célula en respuesta
de la osmolaridad extracelular a la descongelacion.
Imagen 14. Representacion esquematica de la respuesta celular a la descongelacion

La descongelacion del producto hematopoyético criopreservado seria el Gltimo
proceso antes de la infusion en el paciente. Este proceso se realiza mediante la inmersién del
injerto hematopoyético en un bafio a 37°C aplicando un suave masaje sobre la bolsa hasta
que no queda hielo visible. La descongelacién rapida (>100°C/min) evita la recristalizacion
del agua y consecuentemente el dafio mecanico sobre las membranas celulares (184). Tras la
descongelacion, la exposicion prolongada de las células criopreservadas a un ambiente
hiperosmotico, sumado al retorno descontrolado a condiciones isotonicas, resulta en una
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entrada masiva de agua en la célula que puede ocasionar la ruptura de la membrana y la
muerte celular (185). Cuando enfrentamos un producto hematopoyético descongelado a una
solucion isotdnica, la gran concentracion intracelular de DMSO provocara la entrada de agua
del medio circundante a través de la membrana. Asi la célula se expandird para igualar la
concentracion del crioprotector a lado y lado de la membrana, a la vez que el DMSO
difundira hacia el exterior celular que presentara una concentracion menor del crioprotector.
Cuando las células descongeladas son infundidas inmediatamente tras la descongelacion, el
plasma del paciente serd la solucion circundante que tendrd una concentracion de DMSO
igual a cero (imagen 15).

El Dextrano 40y las proteinas (moléculas que asocian agua a su estructura molecular)
pueden ayudar al control del flujo de entrada de agua en las condiciones descritas (186). Para
evitar el choque osmotico en el momento de la reinfusion de la suspension celular
descongelada (1700 mOsm/L) con su entrada en plasma (300mOsm/L), se ha propuesto un
valor maximo de 500 mOsm/L para la suspension celular descongelada antes de su entrada
en plasma (141).

DMSO °
o &
o o o o - H20
s 1700 mOsmyL o [ > 350 mOsm/L
I. Descongelacion en equilibrio I1. Entrada masiva de agua en respuesta

a un cambio brusco de osmolaridad.
Imagen 15. Respuesta celular a un cambio brusco de osmolaridad

2.7.6.Lavado celular tras la descongelacion

Para solucionar o limitar los posibles efectos secundarios relacionados con el DMSO,

existen tres posibles soluciones:
1) Disminuir la cantidad de DMSO usada durante la criopreservacion.
2) Reducir el volumen de la unidad.

3) Eliminar el DMSO previo a la reinfusion.
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1) Respecto a la cantidad de DMSO utilizada, aunque la concentracion habitual es del 10%,
hay algunos estudios publicados cuyo objetivo es analizar la viabilidad del uso de
concentraciones de DMSO mas bajas, incluso del 2% (187-190) o la mezcla de
crioprotectores (191). Keung y Rowley describieron que por debajo del 5% de DMSO la
recuperacion celular se podria ver afectada, por lo que se recomienda su combinacion
con otros agentes crioprotectores como por ejemplo el hidroxietil almidén (6%
HES+5% DMSO) (148,191).

2) La reduccién del volumen de la unidad, ya sea por procedimientos automaticos o
manuales, se ha utilizado principalmente con unidades procedentes de SCU, para
optimizar el almacenamiento durante la criopreservacion (192-195). Aunque también se
ha utilizado con PH procedentes de aféresis (124). La reduccion de volumen conlleva

una disminucion de la cantidad de solucion criopreservante utilizada.

El estudio publicado en 2011 por Zinno et al. demuestra como el uso de métodos
automaticos (Sepax® S100 system) para la reduccién de volumen comparado con
métodos manuales consigue una mayor reduccién del volumen, ademas de permitir llevar
a cabo todo el ciclo del proceso en un ambiente cerrado, con control de la
contaminacion, de acuerdo con las directrices GMP (good manufacturing practice) (196).

Sin embargo, estas técnicas resultan en una reduccion limitada del crioprotector y no
actUan sobre la presencia de restos celulares y moléculas resultantes de la lisis tras la
descongelacion.

3) La eliminacion de DMSO es un procedimiento habitual en los trasplantes alogénicos de
SCU. Se realiza mediante el lavado de las células de SCU criporeservadas. En los
trasplantes autdlogos este procedimiento se utiliza en casos seleccionados como, por
ejemplo, pacientes pediatricos o pacientes con enfermedades cardiovasculares. Este
procedimiento puede realizarse a través de métodos manuales y semiautomaticos
(157,197-199) de acuerdo con la técnica de Rubinstein (4), o métodos automaticos
(146,152,200-203). En los procedimientos realizados con métodos manuales o
semiautomaticos, el sobrenadante que contiene el DMSO es descartado tras la
centrifugacion y el “pellet” que contiene las células es resuspendido en un medio

isoténico antes de la infusion. Los resultados obtenidos con estos procedimientos son
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variables y casi siempre resultan en una limitada eliminacion del DMSO vy escasa
reduccién de los restos celulares. Ademas, pueden acarrear una pérdida sustancial de

progenitores comprometiendo el injerto.

La experiencia con los sistemas automaticos de lavado demuestra que son efectivos tanto
desde el punto de vista de recuperacion celular y colonias clonogénicas como de
seguridad microbioldgica; consiguiendo una eliminacion del DMSO de hasta un 98%.
Ademas el producto resultante muestra una osmolaridad similar a la del plasma, lo que

evitaria un posible choque osmético durante la infusion del producto descongelado.

Nuestro grupo publicé en el afio 2012 un trabajo ratificando lo anterior, demostrando
efectividad al utilizar un sistema automatico de lavado para la eliminacion del DMSO, en
términos de recuperacion de células CD34" y de viabilidad, con un descenso de efectos

adversos relacionados con la infusion (11).

Por ultimo, tanto el coste final, como el tiempo del procedimiento automatico (20 min

frente a 40 min) son menores que con los procesos manuales (204).

2.8. Acondicionamiento

Es la quimioterapia y/o radioterapia administrada en los dias previos a la infusion de

los progenitores hematopoyéticos (54). Segun su intensidad distinguimos (70):

a)

Acondicionamientos mieloablativos: altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia,
con el objeto de eliminar las células hematopoyéticas y tumorales del receptor, crear
espacio medular e inmunodeprimir al paciente para reducir riesgo de fallo del injerto en
caso de alotrasplante (70).

Acondicionamientos no mieloablativos: constituido por farmacos inmunosupresores
que facilitan el implante y la progresiva sustitucion de la hematopoyesis del paciente por
la del donante. El principal papel lo desarrolla el efecto del injerto contra la enfermedad o
respuesta inmunoldgica antitumoral, que destruye a las células neoplasicas. En la tabla 7

se resumen los regimenes de acondicionamiento mas utilizados.
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BASADOS EN IRRADICION CORPORAL TOTAL (ICT)
" Ciclofosfamida+ ICT 10-12 Gy
" Etoposido + ICT

] Melfalan +ICT

BASADOS EN QUIMIOTERAPIA SOLA
. Busulfan+Ciclofosfamida
" Carmustina+etopdsido+citarabina+melfalan (BEAM)
" Ciclofosfamida+etopdsido+carmustina (CVB)
. Melfalan 200
. Busulfan+melfalan+thiotepa
" Ciclofosfamida+carboplatino+thiotepa (STAMP-V)

" Ciclofosfamida+globulina antitimocitica ( ATG)

ACONDICIONAMIENTOS DE INTENSIDAD REDUCIDA
" Fludarabina+ ciclofosfamida
" ICT 2 Gy *fludarabina
" Fludarabina+busulfan £ ATG

] Fludarabina +melfalan = alemtuzumab

Tabla 7.Regimenes de Acondicionamiento mas utilizados (70).

2.9. Tiempo de injerto

Durante la fase aplasica, se deben adoptar las precauciones necesarias para evitar en
lo posible las complicaciones derivadas del tratamiento de acondicionamiento, sobre todo
complicaciones infecciosas 0 hemorrégicas. Para ello se emplea antibioterapia, antifingicos,
farmacos antivirales y soporte transfusional con concentrados de hematies y plaquetas. La
recuperacion hematoldgica suele iniciarse entre los dias +10 y +14 (70).
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2.10. Reconstitucion inmune

El tiempo necesario para alcanzar una reconstitucion inmunolégica completa después
del TPH es muy variable y depende del tipo de trasplante, de la fuente de PH (SP, MO,
SCU), del régimen de acondicionamiento, de la manipulacién del in6culo mediante técnicas
de eliminacion de linfocitos T, del grado de histocompatibilidad entre donante y receptor, y
de la presencia de EICH y de su tratamiento. Después del TPH existe una inmunodeficiencia
que afecta tanto a la inmunidad celular como a la humoral (205). En las imagenes 16 y 17 se
representan las fases de la recuperacion celular y de las infecciones oportunistas en
receptores de TPH respectivamente.

140
| Graft infusion

120 Neutrophils, Monocytes, NK cells
B cells, CD8 T cells
100 —CD4 T cells
—— Plasma cells, Dendritic cells
80 — Upper normal limit

—— Lower normal limit

60

40

20

Immune cell counts (% normal)

Weeks Months Years posttransplant

Imagen 16. Recuentos aproximados de células inmunes (expresado como porcentaje de los

recuentos normales) peri y pos- TPH mieloablativo. Tomado de Tomblyn et al.(206)

La linea naranja representa las células innatas del sistema inmune (por ejemplo,
neutréfilos, monocitos y células natural Killers [NK]), cuya recuperacion estad influenciada
por el tipo de injerto (mas rapido con los PHSP movilizados, intermedio con PH de médula
6sea, y mas lento con la SCU). La linea verde representa la recuperacion de las células T CD8
+ y células B, los recuentos de los cuales pueden llegar a ser transitoriamente supranormales.
La recuperacion de células B esta influenciada por el tipo de injerto (siendo la mas rapida
después del trasplante de SCU) y se retrasa por EICH y / o su tratamiento. La linea azul
representa la recuperacion de células relativamente resistentes a radioterapia / quimioterapia,
como las células plasmaticas y las células dendriticas (por ejemplo, células de Langerhans). La

linea roja representa las células T CD4 +, cuya recuperacion esta influenciada principalmente
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por el contenido de las células T del injerto y la edad del paciente (mas rapido en los nifios
que en los adultos).

Respecto a la inmunidad humoral, en las primeras 4 semanas postrasplante aumentan
las IgE, siendo deficitarias en 19gG,y en IgA durante al menos 6-18 meses (70).
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Imagen 17. Fases de infecciones oportunistas en receptores de trasplante alogénico de PH.
Abreviaturas: EBV: virus de Epstein-Barr; HHV®6: herpes virus humano 6; PTLD: enfermedad
linfoproliferativa post-TPH. Tomado de Tomblyn et al.(206)

3. COMPUESTOS COLOIDALES EN MEDICINA TRANSFUSIONAL Y EN
TERAPIA CELULAR.

Durante mucho tiempo el producto de reemplazo méas utilizado ha sido el plasma
fresco congelado o sus equivalentes, con el consiguiente riesgo de transmisién de
enfermedades infecciosas. El desarrollo de técnicas de fraccionamiento y purificacion de la

albimina humana llevé al uso terapéutico de este coloide como expansor de volumen, con
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excelente tolerancia inmunoalérgica. El desarrollo de coloides sintéticos capaces de provocar
una expansién volémica tan efectiva y prolongada como la albdmina, perrmiten dar respuesta

a la mayoria de las situaciones clinicas donde se necesita administrar volumen (207,208).

Los coloides pueden ser naturales (alblmina humana) y sintéticos (dextranos,
gelatinas e hidroxietil almidones). El efecto de expansion volémica y duracién de la accion de
cada uno de ellos depende de las caracteristicas de concentracion, peso y estructura
molecular, dispersion y cargas, presion osmatica coloidal, metabolismo y velocidad de
eliminacién, que establecen diferencias farmacoldgicas (209). A causa de su contenido de
macromoléculas, los coloides permanecen dentro del espacio intravascular en una extension
mucho mayor que los cristaloides por la menor permeabilidad de la membrana endotelial a
las particulas de la solucion, lo que determina un efecto mas rapido, efectivo y prolongado en
el volumen intravascular y por consiguiente en la restauraciébn de la volemia y la

estabilizacion de las condiciones hemodindmicas del paciente (209-211).

Hidroxietil almiddon (imagen 18): Son polisacaridos naturales modificados, extraidos
del almidén de maiz. EI compuesto principal es la amilopectina, un polimero de la glucosa de
alto peso molecular. Se trata de moléculas de glucosa unidas por enlaces 1,4 glucosidicos
(estructuras ramificadas, moléculas inestables de baja solubilidad y viscosidad elevada), que a
través de la hidroxietilacion, es decir, la sustitucion de los grupos hidroxil por grupos
hidroxietiléter en las moléculas de glucosa, logran retardar la hidrélisis, estabilizar la solucion,
disminuir la viscosidad y aumentar la solubilidad acuosa (212).
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Imagen 18. Esquema molecular del Hidroxietil almidén (Tomado de http://www.fresenius-
kabi.com.ar/productos_voluven_caracteristicas.php (213).
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Dextranos (imagen 19): Polisacaridos compuestos por residuos de alfa-D-glucosa, de
peso molecular variable (segiin sean de 40, 60, 70, 75y 110 x 10° Daltons de peso molecular
medio) derivados de los dextranos producidos por la fermentacion de la sacarosa mediante
cepas de Leuconostoc mesenteroides. Se preparan por hidrolisis 4cida controlada 'y
fraccionamiento repetido con etanol. Las particulas de alto peso molecular aumentan la
velocidad de sedimentacion globular (VSG), lo que hizo que se la utilizara como
sedimentador de los eritrocitos.

Los principales inconvenientes de los dextranos son su capacidad antigénica, por lo
que pueden provocar reacciones anafilacticas severas de origen inmunolégico, a veces debido
a inmunizacién por dextranos nativos de la placa dental, de la crema dental y del azucar
comun (214).
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Imagen 19. Estructura de un fragmento de Dextrano (Tomado de
http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratosl.html (215))

Gelatinas: Son compuestos obtenidos de la hidrolisis del colageno bovino, lo que

genera moléculas con pesos moleculares dentro de un amplio rango.

La administracién de sustancias coloidales puede causar repercusion inmunoalérgica,
renal y hemostatica. La principal preocupacién sobre los coloides es su capacidad antigénica
y concretamente el riesgo de anafilaxia, que puede aparecer por lo general desde el inicio de
la administracion del sustituto, independientemente de la via de administracion. Las
reacciones de hipersensibilidad son frecuentes pero, en general, menores como urticaria,
erupciones, prurito, etc. El riesgo de anafilaxia con los hidroxietil almidones es 4,7 veces
menor que con los dextranos, 6 veces menor que con las gelatinas e idéntico al de la

albimina. Los dextranos producen reacciones mas graves que las gelatinas (214,216).
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El desarrollo de fallo renal agudo asociado con el uso de coloides fue descrito por
primera vez con los dextranos y posteriormente con la administracion de gelatinas,
hidroxietil almidones al 10 % y soluciones de albumina concentrada (20 %) (209). Existen 3
hipotesis para explicar los mecanismos de fallo renal agudo inducido por coloides (209):

1. Acumulacion de fracciones de bajo peso molecular en los tlbulos renales, que parecen

ser especificas para las soluciones de dextrano.

2. Induccidn de lesiones osmoticas similares a la nefrosis con vacuolizacién de las células

tubulares proximales.

3. Fallo renal hiperoncético. Parece la teoria patogénica mas atractiva. Segun ella, si se
considera que el filtrado glomerular depende del balance entre la presion hidrostatica
(presion de perfusion renal) y las fuerzas oncéticas al nivel glomerular, en casos de
baja presion de perfusion renal en las arterias glomerulares como consecuencia de la
hipovolemia, un aumento de la presion coloidosmética atribuible a la acumulacion de
sustancias no filtrables y osmoticamente activas en el plasma puede inducir una

disminucién del filtrado glomerular.

Ademas de los usos descritos como expansores del plasma, los coloides también se

usan en el ambito de la terapia celular como:

1. Crioprotectores: HES usado como complemento atil del DMSO en la
criopreservacion de PH (217,218).

2. Sedimentadores eritrocitarios: HES usado como sedimentador eritrocitario para
reducir volumen en las unidades de sangre de cordon umbilical y optimizar asi su
almacenamiento en los tanques de Nitrégeno liquido (técnica manual descrita por Rubinstein
et al. en el afio 1995(4)). Es importante enfatizar que ya en el afio 1969, el HES se utilizé de
forma pionera como sedimentador de eritrocitos para mejorar la separacién de un mayor
numero de granulocitos con el separador celular por centrifugacion de flujo continuo NCI-
IBM 2990, el primero utilizado para obtener leucocitos para transfusion (219).
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3. Soluciones de lavado para la eliminacion de DMSO de los PH criopreservados
tras su descongelacion. El Dextrano 40 ha sido el componente principal de la solucion
utilizada para lavar o diluir los PH descongelados. En el afio 1995 Rubinstein et al.
describieron un método manual para la eliminacién del DMSO contenido en los PH de SCU,
realizando una dilucion con una solucién salina isotonica que contenia Albumina humana y
Dextrano 40, sometiéndola a centrifugacion, eliminando el sobrenadante y re-suspendiendo
las células sedimentadas en una solucién de Albdmina fresca/Dextrano (4).

En el afio 2003 Calmels et al. publicaron los resultados de un estudio pre-clinico,
utilizando un sistema automatico y cerrado de lavado (Cytomate ®, actualmente retirado del
mercado) para la eliminacion de DMSO de los PHSP criopreservados utilizando una
solucion de lavado con tampon fosfato salino suplementada con Dextrano 40, ACD-A y
Albumina humana (200).

Las diferentes soluciones de lavado empleadas para la eliminacion del DMSO
consisten habitualmente en una solucion salina o en un medio de cultivo celular junto a
macromoléculas no permeables (dextrano, albdmina, anticoagulante acido dextrato glucosa
(A-ACD), aptas para su infusion y que proporcionan un ambiente discretamente
hiperosmotico que ayuda a la extraccion del DMSO contenido en el interior celular.

En la tabla 8 se muestran diferentes soluciones de lavado empleadas para la
eliminacién del DMSO.
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Soluciones de lavado para la eliminacion DMSO

e 10 % Dextrano-40 y 5% Albdmina humana en salino (173,198).

e PBS + 5% Dextrano-40+5% ACD-A +1% Albumina humana (200).

e 10% ACD-A en salino (197,220).

e 7,5% Dextrano-40 + 5% Albimina humana (202).

e 1/3 ACD-A + 2/3 Albimina humana 4% (177).

e Solucién salina con 10% ACD-A (152).

e 2,5%(w/v) Albdmina humanay 5% (w/v) Dextrano-40 en salino isotdnico (4).
e 15% ACD-A en medio RPMI-1640 (162).

e 5% Dextrano-40 + 2,5% Albimina humana + 10% ACD-A (203).

ACD=4cido citrato dextrosa; PBS=phosphate-buffered saline

Tabla 8. Soluciones de lavado para la eliminacion del DMSO.
Tomado y modificado de Z Shu.Bone Marrow Transplantation 2014 (183)

El HES fue validado en 2012, como solucién de lavado para la eliminacién de
DMSO, por nuestro grupo en colaboracion con otros grupos internacionales (12) y mas
recientemente por Reich-Slotky et al. en marzo 2015 (221).
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1.HIPOTESIS:

Nuestro grupo ha demostrado la eficacia y seguridad del lavado del DMSO y de los
productos derivados de la lisis celular subsecuente al proceso de congelacion vy
descongelacion de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica tanto con solucién
salina suplementada con AlbGmina (SSA) como con Hidroxietil almidén (Voluven®),
utilizando un método cerrado y automatizado (Sepax).

Nuestra hipdtesis es que la seguridad y la eficacia de dicho lavado no se ve afectada
por el uso de cualquiera de las dos soluciones. La hipoétesis alternativa seria, por tanto, que el
lavado con alguna de las dos soluciones ofrece ventajas en seguridad o eficacia sobre la otra.

2. OBJETIVOS:

2.1.Estudiar el efecto de la congelacion/descongelacién sobre los progenitores
hematopoyéticos.

2.2.Comparar la eficacia y seguridad del SSA y del Voluven® en el lavado de las
bolsas de progenitores hematopoyéticos descongelados mediante un sistema
automatico y cerrado.

Los objetivos especificos seran:

e Analizar las caracteristicas del producto celular en la bolsa de aféresis, al
descongelarla y al lavarla.

e Analizar las caracteristicas del injerto hematopoyético.

e Analizar la tasa de aislamientos microbioldgicos en las bolsas de aféresis y tras el
lavado.

2.3.Comparar la seguridad en el paciente, del SSA y del Voluven® en el lavado de
progenitores hematopoyéticos descongelados mediante un sistema automatico y
cerrado.
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Los objetivos especificos seran:

e Estudiar la tasa de aislamientos microbiolGgicos en los pacientes y comprobar si

existe relacién con la contaminacion microbioldgica de las bolsas de aféresis.

e Estudiar el nimero de dias de fiebre y dias de hospitalizacion durante el
procedimiento del trasplante.

e Estudiar las reacciones adversas durante la infusion de PHSP sometidos a ambos
tipos de solucién de lavado.

e Estudiar si en el grupo de pacientes lavados con Voluven® existe mayor riesgo de

presentar insuficiencia renal grave.
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1.Pacientes

Estudiamos a un total de 158 pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos (153 trasplantes autélogos y 5 trasplantes alogénicos) del Servicio de
Hematologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA)
en el periodo comprendido entre septiembre de 2008 y julio de 2014. Los pacientes se
distribuyen en dos subgrupos, segin la solucion de lavado empleada para la eliminacion del
dimetil suféxido, que son:

— Grupo lavado con SSA: solucién de lavado compuesta por suero salino al 0.9% con
ACD-A y albumina humana al 20%.

— Grupo lavado con Voluven®: solucion de lavado compuesta por una solucion
coloidal de Hidroxietil almidon al 6%.

El lavado con SSA se empled desde septiembre del 2008 hasta febrero del 2012 vy el
lavado con Voluven® desde febrero del 2012 hasta julio 2014. En ambos grupos se utilizo
para el lavado un sistema automatizado y cerrado para la eliminacion de DMSO, mediante un
procesador celular que consta de una camara centrifuga para la separacién de componentes
sanguineos segln su densidad y tamarfio (Sepax®).

Hemos analizado un total de 411 lavados, lo que corresponde a 211 procesos de
aféresis, distribuidos de la siguiente manera (tabla 9):

Tabla 9. Distribucion de la muestra por pacientes, por procesos de aféresis y por lavados.

Solucion lavado | N° pacientes | N° procesos aféresis | N° lavados

SSA 96 130 229
Voluven 62 81 182
TOTAL 158 211 411

Nota: El nimero de bolsas descongeladas (n= 437) fue mayor que el nimero de bolsas lavadas
(n=411), debido a que un total de 49 bolsas se lavaron juntas.

Para todos los pacientes se obtuvieron los consentimientos informados
correspondientes para cada uno de los procedimientos, segun los requisitos del Comité de
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ética y ensayos clinicos del HCUVA. Se utilizaron los protocolos de la unidad de TPH, del
grupo espafiol de trasplante hematopoyético (GETH) y del grupo europeo de trasplante de
médula 6sea (EBMT) para valorar la indicacion del trasplante. Previo al trasplante se realizd

un estudio clinico completo que incluyo:

— Analitica completa: hemograma, bioquimica, coagulacién, proteinograma,
inmunoglobulinas, anormales y sedimento de orina, aclaramiento de creatinina,
serologias de VHA, VHB, VHC, VIH, VHS, VEB, CMV y Toxoplasma.

- ECG

— Ecocardiograma

— Espirometria

— Test de difusion de CO

— Radiografia de térax

— Tomografia computerizada (TC) cérvico- toraco y abdominopélvico y/o tomografia
por emision de positrones (PET)

— Gammagrafia 6sea en el caso de tumores s6lidos

— Serie metastasica en las gammapatias monoclonales

— Revisién estomatoldgica

— Aspirado con o sin biopsia de médula dsea.

2. Metodologia del Trasplante
2.1.Movilizacién

Todos los pacientes recibieron un régimen homogéneo basado en una modificacion
del propuesto por Sheridan et al. (222). Se administr0 GCSF recombinante
(Neupogen®Amgen Europe B.V., ZK Breda, Paises Bajos. Granocyte®ltalfarmaco, S.A.,
Madrid, Espafia) a una dosis de 5 ug/Kg/12 horas por via subcutanea desde 4 dias antes de
la primera leucoaféresis (al menos 9 dosis de G-CSF), hasta el dia de la Gltima leucoaféresis,
de forma ambulatoria salvo concurrencia de otras causas de ingreso. En caso de presentar
<10 células CD34" en el 4° dia de movilizacion se dobl6 la dosis de G-CSF o se administrd
Plerixafor. En los casos en que no se alcanz6 un numero suficiente de PH para el trasplante
se planificd una segunda movilizacién, que pudo ser similar a la primera o administrando

quimioterapia previa al filgastrim.

70



MATERIAL Y METODOS

2.2.Recoleccién de los progenitores hematopoyéticos

Las CPH de sangre periférica se recolectaron mediante procedimientos de aféresis. La
recoleccion celular se inicié el quinto dia desde el comienzo de la movilizacion o en el dia
establecido tras la administracion de quimioterapia movilizadora, realizando una leucoaféresis
diaria hasta recolectar un ndmero suficiente de PH para el trasplante (cantidad minima 2
x10°/kg células CD34* medidas por citometria de flujo). En los pacientes con MM el
objetivo fue conseguir 4x10°/kg de células CD34" para un posible doble trasplante.

Las aféresis se realizaron en procesadores celulares de flujo continuo, empleando tres
tipos de separadores celulares: Fenwal CS3000 Plus® (Baxter, Deerfield, IL, USA), Cobe®
Spectra (Gambro BCT, Lakewood, CO, USA) y Optia (Terumo BCT, Lakewood, CO, USA).
Como anticoagulante se utilizo citrato de dextrosa formula A (ACD-A, Baxter, Deerfield,
IL., USA) junto con heparina sodica (Laboratorios Rovi S.A., Madrid, Espafia) a razon de
10U/mL de ACD-A.

La volemia del paciente se calculé mediante la siguiente formula (223)(imagen 20):

Hombres VS=0.3669A3+0.03219P+0.6041
Mujeres  VS=0.3561A3+0.03308P+0.6041

Imagen 20. Férmula volumen sanguineo.

VS = volumen sanguineo en litros A = altura en metros P = peso en kg.
(Tomado de Nadler et al.: "Prediction of blood volume in normal human adults" Surgery 1962)

Inmediatamente antes del inicio de la aféresis se tomd una muestra de sangre
periférica para el estudio hematimétrico y cuantificacion de células CD34". Durante los
procedimientos de recoleccion de PHSP se tomaron muestras del paciente y del producto de

aféresis para recuento, citometria de flujo y cultivos clonogénicos segun el siguiente esquema:

> Al inicio se extrajo una muestra de sangre periférica anticoagulada con EDTA sin
diluir (3 mL) para los recuentos de CT, CMN (monocitos més linfocitos) y
determinacion de células CD34" y otra muestra (10 ml) en un tubo con 0,2 cc de
heparina sin conservantes para realizar una separacion por gradiente de
densidades con Ficoll (Lymphoprep) y obtener la fraccion de células
mononucleadas, con objeto de realizar los cultivos de colonias

granulomonaociticas y eritroides.
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» A mitad del procedimiento se recogid una muestra de 0,3 mL de la bolsa de
recoleccion, para el recuento de células CD34" y asi estimar la volemia que seria
necesario procesar para obtener el nimero de CD34" deseado, y realizar el cultivo

de colonias granulomonociticas y eritroides.

> Al final del proceso se recogié una nueva muestra del producto final obtenido
(0,5mL) para los recuentos de CT, CMN, células CD34", viabilidad y cultivos de
colonias granulomonaociticas y eritroides de los progenitores hematopoyéticos. Se
cursaron muestras para cultivos microbioldgicos. Se extrajo también una muestra
de sangre periférica en tubo con EDTA para controlar el hemograma final del
paciente y comprobar el n® de células CD34" circulantes en sangre periférica tras
la aféresis.

2.3. Criopreservacion celular

El producto de la aféresis se mezcld con una solucién crioprotectora compuesta por
DMSO y plasma autélogo o heter6logo isogrupo en el caso de pacientes con peso inferior a
20 Kg, para tener una concentracion celular (leucocitaria) final maxima de 150 x 10°/ml y
una concentracion final de DMSO del 9%. Todo el proceso se realizd en condiciones
estériles, manteniendo las bolsas refrigeradas sobre bloques acumuladores de hielo para evitar
la toxicidad del DMSO sobre las células. La solucion crioprotectora se afiadié lentamente y

en agitacion suave.

El producto final se reparti6 en un minimo de dos bolsas de criopreservacion
(Cryocyte®, Baxter Healthcare Corporation, Immunotherapy Division, Deerfield, IL., USA)
sin exceder un volumen final por bolsa de 150 mL. Inmediatamente se sometieron a
criopreservacién programada mediante un congelador bioldgico programable (CM-2000,
Carburos Metdlicos, Barcelona, Espafia) (imagen 21) para obtener una maxima viabilidad tras
el proceso de congelacién. Las curvas programadas de congelacion se componen de
segmentos, cada uno de los cuales tiene una velocidad de enfriamiento (1-2°C/min)
determinada empiricamente. Tras alcanzar la T? de -120°C, el producto congelado fue
almacenado en tanques de nitrogeno liquido a -196°C (imagen 22).
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Imagen 21 Congelador biol6gico Imagen 22: Tanque de nitrégeno liquido
programable

Se realizaron controles de calidad antes de la mezcla con plasma y DMSO (contaje
celular, determinacion de CD34", y cultivos de colonias) y tras la adicion de la mezcla
criopreservadora (viabilidad y control microbiol6gico).

2.4. Acondicionamiento

Los regimenes de acondicionamiento empleados por patologias en nuestro grupo de
pacientes se detallan a continuacion:

++ Acondicionamientos administrados en los casos de Trasplante Aut6logo

e Mieloma multiple
Mel 200: Melfalan 100 mg/m2/d iv, los dias -2 y-1. (Dosis total: 200 mg/m2)(224,225).
Mel 140: Melfalan 140 mg/m2/d iv el dia -2. (226).
Mel 70: Melfalan 70 mg/m2/d el dia -2. (227)

Bumel: Busulfan 3,2 mg/Kg/d iv, los dias -5 a -3 (Dosis total: 9,6 mg/kg)
Melfalan 140 mg/m2 el dia -1 (228,229)

e Linfomas agresivos/ Linfomas indolentes / Linfomas de Hodgkin

BEAM: Carmustina 0 BCNU 300 mg/m2/d iv el dia -6.
Etop6sido 200 mg/m2/d, los dias -5 a -2. (Dt: 800 mg/m2)
Citarabina 200 mg/m2/12 h, los dias -5 a -2 (Dt: 1600 mg/m2)
Melfalan 140 mg/m2 el dia -1 (230,231)
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e Leucemias agudas mieloides / Leucemias agudas linfoides

BUCY: Busulfan 3,2 mg/kg iv/d los dias -7 a -4 (Dosis total: 12,8 mg/Kg)
Ciclofosfamida 60 mg/Kg iv ¢/ d, los dias -3 a -2 (Dosis total 120 mg/Kg) (232,233)

BEA: Busulfan iv 3,2 mg/Kg los dias -8 a-5 (Dosis total: 12,8 mg/kg)

Etop6sido 20 mg/Kg/dia, los dias -4 a-3 (Dosis total: 40 mg/Kg)

ARA-C 3000 mg/m2/12 h en 500 mL de G5% en 3 horas los dias-3 a-2 (Dosis total: 12.000 mg/mz2)
(234)

e Linfomas de Hodgkin/Linfomas Agresivos

Cy-ICT: Ciclofosfamida 60 mg/kg iv en 1 hora los dias -6 a-5 (Dosis total: 120 mg/kg)
Irradiacion corporal total 2 Gy/dia los dias -6 a -1 (Dosis total:12 Gy) (235)

e Linfoma cerebral primario

Tiotepa-BCNU: Tiotepa 5 mg/kg, los dias -5 a -4 (Dosis total: 10 mg/Kg)
Carmustina 0 BCNU 400 mg/m2 el dia -6.(236)

e Esclerosis multiple

Cy200-ATG: Ciclofosfamida 50 mg/kg/dia, los dias -5 a -2 (Dosis total: 200 mg/Kg)
Globulina antitimocitica de conejo 1,5 mg/kg/dia, los dias -5 a -2 (Dosis total: 6 mg/Kg) (237).

e Tumores embrionarios

TT-CARBO: Tiotepa 200 mg/m2, los dia -6 a -4 (Dosis total: 600 mg/m2)
Carboplatino 400 mg/mz2, los dias -6 a -4 (Dosis total: 1200 mg/m2 (238)

PELI: Cisplatino 20 mg/m2/ dia -6 a -2 (Dosis total: 100 mg/m2)
Etoposido 300 mg/m2/ de -6 a-2 (Dosis total: 1500 mg/m2)
Ifosfamida 2000 mg/m2/dia de -6 a -2 (Dosis total: 10.000 mg/m2)

e Tumores sélidos

BuMel: Busulfan iv 3,2 mg/kg iv, en salino a pasar en 3 horas los dias -6 a -3 (Dosis total: 12,8
mg/Kg)
Melfalan 140 mg/m2 en 250 de salino en 30 min el dia -1 (239).

CARBO-VP-16-MELped: Carboplatino AUC 4 mg min/mL/dia, los dias -7 a -3 (Dosis total: 20
mg min/mL)

Etoposido 200 mg/m2/dia, los dias -7 a -3. (Dosis total: 1000 mg/m2)

Melfalan 180 mg/m2/dia, iv el dia -2 (240)

VP-16-CARBO-CY: Carboplatino 400 mg/m2/dia los dias -6 a -3 (Dosis total: 1600 mg/m2)
Ciclofosfamida 1600 mg/m2/dia los dias -6 a -3 (Dosis total: 6400 mg/m2)
Etopdsido 450 mg/m2/dia los dias -6 a -3 (Dosis total: 1800 mg/m2) (241)

VP-16-CARBO-Ifosfamida: Carboplatino 300 mg/m2/dia los dias -6 a -2 (Dosis total: 1500
mg/mz2)

Ifosfamida2000 mg/m2/dia los dias -6 a -2 (Dosis total: 10000 mg/m2)

Etopdsido 300 mg/m2/dia los dias -6 a -2(Dosis total: 1500 mg/m2)(242)
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++ Acondicionamientos administrados en los casos de Trasplante Alogénico

e Anemia de Fanconi

FLUCY-ATG: Fludarabina 30 mg/m2/dia, los dias -5 a-2. (Dosis total: 120 mg/m2)
Ciclofosfamida 50 mg/kg/dia los dias -5 a-2 (Dosis total: 200 mg/kg)
ATG conejo 2,5 mg/kg/dia los dias -3 a-1 (Dosis total: 7,5 mg/kg) (243)

e Leucemia mielomonocitica juvenil

FLUBU-TT: Metilprednisolona 5 mg/kg/d, los dias -6 a-2. (Dosis total: 25 mg/kg)
Fludarabina 25 mg/m2/dia los dias-6 a-2 (Dosis total: 125 mg/m2)

Busulfan 3,2 mg/kg/dia los dias-6 a-5 (Dosis total: 6,4 mg/kg)

Tiotepa 5 mg/kg/dia los dias-3 a-2. (Dosis total: 10 mg/kg)

e Linfomas no Hodgkin-T cutaneo
FLUMEL-CAMPATH: Fludarabina 30mg/m2/dia, los dias -7 a -3 (Dosis total: 150 mg/m2)

Alemtuzumab 10mg/dia, los dias -7 a -3 (Dosis total: 50 mg)
Melfalan 140 mg/m2/dia, el dia -2 (244)

e Sarcoma de Ewing
FLU-ATG-ICT: Fludarabina 40 mg/m2, los dias -4 a -2 (Dosis total: 120 mg/m2)

ATG conejo 3 mg/kg, el dia -1
ICT2Gyeldia0

e Leucemia mielomonocitica crénica en fase acelarada

Cy-ICT: Ciclofosfamida 60 mg/kg iv en 1 hora los dias -6 a-5 (Dosis total: 120 mg/kg)
Irradiacion corporal total 2 Gy/dia los dias -6 a -1 (Dosis total:12 Gy) (235)

e Leucemia aguda de linea ambigua
FLUBU-ATG: Fludarabina 40 mg/mz2/d, los dia -6 a -3 (Dosis total: 160 mg/mz2)

Busulfan 3,2 mg/Kg/d, los dias -6 a -3 (Dosis total: 12,8 mg/kg)
ATG 2 mg/Kg/d, los dias -3 a-1 (Dosis total: 6 mg/kg)

Nota: En el caso de pacientes pediatricos, la dosis de Busulfan intravenoso, se calcul6 segln
el peso del paciente (tabla 10).

Peso corporal real (kg) | Dosis de Busulfan iv (mg/kg/dia)
<9 4,0
9a<16 4,8
16 a 23 4.4
> 23a34 38
>34 3,2

Tabla 10. Dosis de Busulfan iv segin peso
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2.5. Descongelacion y lavado

El dia del trasplante (dia 0) el material criopreservado se descongelé6 mediante la
inmersion en un bafio a 37°C (imagen 23), en tandas de 220 ml (el maximo que puede
procesar el Sepax® en cada ciclo) y se procedi6 a su lavado mediante un sistema
automatizado y cerrado con el procesador Sepax® (Biosafe S.A., Rte du Petit-Eysins, Eysins,
Switzerland) (imagen 24), para la deplecién del DMSO y su posterior infusion.

La solucién de lavado empleada fue distinta en cada uno de los grupos a estudio:

o Albdmina humana al 20% / Suero Fisioldgico/ ACD-A (SSA) 6,

o Voluven®

Tras finalizar el proceso de lavado se sellaron y se separaron la bolsa de recogida y de
desecho. De la bolsa lavada se tom6 una muestra de 0,5 ml y se hizo una dilucion al 1/10
con voluven® (o con PBS en el grupo lavado con SSA) para los recuentos celulares,
citometria, cultivos de colonias y viabilidad. Para finalizar se midié el volumen de la bolsa
con jeringas de 50 mL y del remanente de la bolsa se extrajo 1 ml aproximadamente para los
cultivos microbiol6gicos.

Tras el lavado y hasta la infusion hubo un intervalo medio de tiempo de
aproximadamente 30 minutos.

Imagen 23. Descongelado en bafio a 37°C Imagen 24. Lavado de PH con Sepax®
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2.6. Infusion de progenitores hematopoyéticos

Tras finalizar la quimioterapia de acondicionamiento y dejando un margen minimo de
seguridad de 24 horas se procedio a la infusion del producto celular descongelado y lavado, a
través de una via venosa central y utilizando un filtro de agregados de 170 micras (imagen
25). Previamente a la infusion se administrd una premedicacion con actocortina 100 mg iv,
paracetamol 1 g iv y dexclorfeniramina 5 mg iv. Durante todo el proceso se controlaron las
constantes y la presion venosa central.

Imagen 25. Momento de la infusion de PH lavados

2.7.Manejo clinico y medidas de soporte postrasplante

Los pacientes fueron ingresados en régimen de aislamiento inverso y con filtros
HEPA mientras el recuento de neutrofilos permanecié por debajo de 0,5 x 10°/L. Los
episodios infecciosos se manejaron segun protocolos estandar, utilizando antiviricos y
antiflngicos azélicos por via intravenosa de forma profilactica (desde el inicio del
acondicionamiento) mas meropenem anticipado (desde el dia -1). Se realizaron controles
analiticos con periodicidad diaria (hemograma, creatinina, ionograma, urea) o dos/tres veces
por semana (bioquimica general, coagulacion, etc.). En el dia +5 post-infusion de PHSP se
administr6 G-CSF diariamente hasta superar la cifra de 500 neutréfilos/mcL durante tres
dias consecutivos.

La transfusion de hematies se indicd cuando los recuentos de hemoglobina estaban
por debajo de 8 gr/dL, infundiéndose dos unidades de concentrados de hematies cada vez o
10 mL/kg en pacientes pediatricos con peso inferior a 40 kg.
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La transfusion de plaquetas de forma profilactica se realiz6 cuando los valores
hemoperiféricos fueron inferiores a 10-15 x 10°plaquetas/L. La mayoria de las unidades
transfundidas procedian de plaquetoféresis de donante Unico. En su ausencia se
administraron dosis de 1 pool de plaquetas (5 unidades de plaquetas “random” procedentes
de donaciones de sangre total).

3. Aparatos y soluciones de lavado
3.1.Procesadores celulares

Para entender el funcionamiento de los procesadores celulares hay que conocer el
efecto de la centrifugacion sobre la sangre periférica.

La centrifugacion tiene como base el uso de las fuerzas gravitatorias para separar del
plasma sus diferentes componentes. De acuerdo al grado de densidad (gravedad especifica,
SG), los componentes de la sangre son estratificados dentro del plasma (SG 1025 a 1029),
plaquetas (1040), linfocitos (1070), granulocitos (1087 a 1092), y hematies (1093 a 1096)
(imagen 26).

Imagen 26. Esquema de las diferentes densidades de los elementos sanguineos

A principios de la década de 1950 se desarrollaron los primeros trabajos con
centrifugacion con flujo continuo para la separacion de los componentes sanguineos, en los
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laboratorios de Edwin J. Cohn, PhD at Harvard Medical Scool. Y desde entonces hasta la
actualidad se han desarrollado mdiltiples dispositivos de plasmaseparadores (245-248).

Durante el periodo de tiempo que abarca nuestro estudio se utilizaron tres
procesadores celulares de flujo continuo, el Fenwall CS-3000 plus® (Baxter, Deerfield, IL,
USA), el Cobe® Spectra (Gambro BCT, Lakewood, CO, USA) y el Optia® Spectra (Terumo
BCT, Lakewood, CO, USA). El procesador Cobe® Spectra fue el mas utilizado durante el
periodo que abarca nuestro estudio.

Procesador Fenwall CS-3000 plus®:

Se utiliz6 con flujo de entrada entre 30-40 mL/min en pacientes pediatricos y 60-80
mL/min en adultos (imagen 27). Este aparato realiza una separacion en dos fases. La sangre
pasa a través de unas bolsas encajadas en unas camaras rigidas, camara de separacion y
cadmara de recoleccion, y dentro de ellas se somete a la fuerza centrifuga. La primera camara
0 camara de separacion, separa los hematies y granulocitos de los restantes componentes
sanguineos y son devueltos al paciente directamente. La Ultima fraccién, denominada plasma
rico en componentes, es bombeada hacia la segunda cdmara o cAmara de recoleccion, donde,
tras la centrifugacion del producto y gracias al relieve interno de la cdmara, la parte mas densa
del plasma rico en componentes, es decir las CMN, quedan retenidas en la bolsa, y el plasma
junto con la mayor parte de las plaquetas salen para ser devueltos al paciente (249).

El procesador Cobe®Spectra:

Se utiliz6 con flujo de entrada entre 1-1.5 mL/min/kg en pacientes pediatricos y un
maximo de 120 mL/min en adultos, seglin fuera el comportamiento del acceso venoso y
manteniendo una tasa de infusion de anticoagulante <1.1 ml/min/kg. Se empled la version
5.1 de software con el programa convencional de recoleccién de CMN y una proporcion de
anticoagulante entre 1:24 (imagen 27).

La maquina introduce la sangre recogida en un extremo de un cinturén colocado en
una centrifuga. En el otro extremo del cintur6n se encuentran tres puertos que recogen
respectivamente los eritrocitos, el plasma y las células mononucleadas, una vez separadas por
gradiente de densidad gracias a la fuerza de centrifugacién. Los eritrocitos y el plasma se

unen en una cdmara y son devueltos al paciente, mientras que las CMN son almacenadas en
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una bolsa separada. El control del producto obtenido en el puerto de CMN se realiza de
modo visual, ajustando su color en la linea de recogida a un hematocrito de 2-3%. Este ajuste
se realiza controlando la velocidad de la bomba de extraccion de plasma.

El procesador Optia® Spectra:

El sistema Spectra Optia es una evolucion del Cobe Spectra, diferenciandose
esencialmente en que dispone de un sistema dptico automatico para detectar la interfase, que
realiza el seguimiento, interpretacion y ajuste en la interfase de CMN en tiempo real. Esta
modificacion del sistema elimina la necesidad del ajuste manual de la bomba de plasma,
reduce el potencial de errores y el tiempo de capacitacion de los operadores (imagen 27).

Imagen 27. Procesadores celulares utilizados. De derecha a izquierda: Fenwall CS-3000plus®,
Cobe®Spectra y Optia® Spectra

3.2. Contadores celulares automaticos

Hasta el afio 2012 se trabajé con el contador Sysmex® KX-21N (Roche Diagnostics
S.L., San Cugat del Valles, Barcelona, Espafia) y a partir de entonces se utilizé el contador
Cell-Dyn Sappire (Abbott laboratorios, Illinois, USA).

Los principios basicos que se utilizan para el funcionamiento de los analizadores
hematicos son fundamentalmente dos: la impedancia electronica (o resistencia a la
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corriente continua (CC)) y la dispersién Optica; siendo la impedancia electrénica la
metodologia mas utilizada. La impedancia eléctrica (250), también conocida como principio
de Coulter, en honor al ingeniero Wallace Henry Coulter quién lo descubri6 en 1956 (251), se
basa en la resistencia que presentan las células, que no son conductoras eléctricas, al paso de
la corriente eléctrica cuando atraviesan un pequefio orificio, llamado “orificio de apertura”,
que separa dos medios con diferente potencial (imagen 28). Cada vez que una célula atraviesa
el orificio de apertura se presenta un cambio en la resistencia eléctrica que el instrumento
interpreta como un impulso que es proporcional al volumen de liquido desplazado. Asi, los
impulsos representan el tamafio celular y el niamero de células que atraviesan el orificio de
apertura es proporcional a su concentracion en el medio electrolitico. Los datos se trazan en
un grafico de distribucién de frecuencia, o histograma de distribucion de tamafio, con el

numero relativo en el eje Y y el tamafio en el eje X.

Corriente
de apertura

k

T
_,9

Vacio
6"Hg

Electrodo
intermo

Electrodo
externo

Suspension
celular

Apertura

Imagen 28: Principio de Coulter para el recuento celular

La dispersion Optica puede utilizarse como la metodologia primaria 0 en combinacion
con otros métodos. En los sistemas de dispersion 6ptica (citometros de flujo) una masa de la
muestra (centrada de forma hidrodinamica) se dirige por un canal de cuarzo que genera un
“flujo celular”, sobre el que impacta una fuente de luz centrada, que puede ser de luz
halgena, de tungsteno, o laser de helio y nedn. La luz dispersa se mide en varios angulos.
Los sistemas Cell-Dyn generan citogramas o trazados de dispersion bidimensional, la llamada
tecnologia M.A.P.S.S de Abbott, donde la dispersion frontal de la luz de 0° se utiliza para
determinar el tamafio celular, la dispersién ortogonal de 90° para determinar la lobularidad
nuclear, la dispersion de la luz en angulo estrecho de 10° se correlaciona con la complejidad
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celular, y la dispersion de la luz despolarizada de 90 (90°D) para evaluar la granularidad
celular (imagen 29).

. El contador Cell-Dyn (imagen 31) tiene tres canales de medicion independientes
para determinar el hemograma y el recuento diferencial: 1) un canal éptico para el
recuento leucocitario y datos diferenciales, que utiliza la separacién por dispersion
polarizada con multiples angulos (M.A.P.S.S) patentado por CELL-DYN; 2) un canal de
impedancia para los datos de los eritrocitos y plaquetas, y 3) un canal de hemoglobina.

90° Lobularidad

)
: 10° Complejidad

0° Tamano

Cuatro grados de
separacion en un
instante

Imagen 29.Tecnologia M.A.P.S.S. de Abbott

. El contador Sysmex® KX-21N (imagen 30) para determinar el hemograma utiliza
tres subsistemas hidraulicos: el canal para leucocitos, el canal para eritrocitos y un canal
separado para hemoglobina. En las cdmaras del transductor los leucocitos y eritrocitos,
las muestras diluidas se aspiran a través de aperturas diferentes y se cuentan por medio
del método de impedancia (deteccion de CC).

Imagen 30. Sysmex® KX-21N. Imagen 31. Contador Cell-Dyn Sappire
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3.3. Citémetro de flujo BD FACS Canto I1®(imagen 32)

Imagen 32. Citémetro de flujo BD
FACS Canto 11® (Becton-Dickinson,
San José, CA., USA)

La CMF permite obtener informacion simultdnea sobre un gran ndmero de
parametros de cada una de las células que se analizan con gran rapidez, objetividad y
sensibilidad. No proporciona informacion sobre la localizacion y distribucion dentro de la
célula del pardmetro analizado, sino un valor medio para cada célula en particular. Esto
permite identificar en una muestra subpoblaciones celulares diferentes, incluso las
minoritarias (252,253).

El principio en el que se basa es simple: las células o particulas bioldgicas a analizar se
marcan con anticuerpos unidos a fluorocromos, se suspenden en un flujo de liquido
isoténico y son empujadas a pasar, alineadas de una en unay a gran velocidad, por delante de
un haz luminoso. Del impacto del rayo de luz sobre cada célula, se obtiene informacion
sobre la dispersion de la luz y la excitacion de los fluorocromos. Esta informacion se recoge
por detectores que convierten las sefiales captadas en sefiales electronicas que finalmente son
digitalizadas y procesadas desde el punto de vista informatico.

Asi, la informacién obtenida puede agruparse en dos grupos de parametros:

1. Sefiales de dispersion: la luz al incidir sobre la célula es dispersada (“light scatter”). Las

caracteristicas morfoldgicas que determinan la dispersion de la luz son fundamentalmente el
tamafio celular (FSC o “Forward Scatter”) y la granularidad interna de la célula, llamada
complejidad (SSC o “Side Scatter”) (111).
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2. Sefiales de fluorescencia: son las que se asocian con la luz emitida como consecuencia de la

presencia en la célula de fluorocromos tras ser excitados por el rayo luminoso, bien sea de
forma natural (autofluorescencia) o unidos a ella artificialmente. La deteccién o no de la luz
emitida por el fluorocromo unido a un anticuerpo especifico nos informa indirectamente de

la presencia o ausencia de la molécula contra la cual va dirigida el anticuerpo en la célula.

Los citdmetros de flujo permiten detectar sefiales de fluorescencia procedentes de
complejos anticuerpo-fluorocromo situados en una célula, siendo la cantidad de

fluorescencia emitida proporcional al nimero de moléculas presentes en la célula (111).

+¢ Parametros del citometro de flujo:

a. Sensibilidad: es el nimero de marcadores detectables para la fluorescencia.
Depende de muchos factores como el tiempo que transcurre, el solapamiento entre las
longitudes de onda de excitacion y el espectro de absorcion del fluorocromo (254).

b. Especificidad: se debe considerar que los citbmetros ofrecen una informacion
relativa, no absoluta. Para cuantificar hay que correlacionar los canales con resultados de
muestras conocidas, es decir, calibrar y ajustar las escalas. Para ello se utilizan estandares de
alineacion, que son materiales estables que tienen unos valores determinados de fluorescencia
o dispersion de la luz, validos para detectar cambios y problemas en la configuracion dpticay
sefial con el tiempo. Estos estandares se basan en el célculo del radio entre los
dobletes/singletes analizados de un marcaje control. Actualmente se ofrece una linealidad
entre 1.95y 2.05 para cada laser (254).

c. Resolucién: se define como la particula mas pequefia detectable que es un valor
cercano a 1 um (10°m). En el caso de la fluorescencia, la resolucion se mide como
coeficiente de variacion, es decir, la desviacion estindar relativa de la media de la sefial
producida por las células o particulas analizadas. En este caso, la resolucién dependera de la
estabilidad de la fuente de luz, del flujo de la muestra, de su anchura, de la intensidad de la
sefial y la luminiscencia de fondo o ruido. Actualmente los citometros tienen una resolucion
menor al 3% (254).

d. Velocidad media: los citdbmetros han evolucionado mucho en este aspecto, asi se
han llegado a conseguir velocidades de analisis realmente elevadas. La velocidad normal de
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medida es de 5000 células por segundo dependiendo de los pardmetros que se quieran
analizar.

e. Numero de parametros medibles por muestra: la mayoria de los citometros de
flujo vienen preparados con uno o dos lasers y con cuatro lentes, lo que nos permite analizar
hasta seis parametros a la vez (254).

3.4.Sistema automatico de lavado de DMSO en progenitores hematopoyéticos
descongelados: SEPAX® (imagen 33)

El dispositivo Sepax® es un procesador celular que consta de una camara centrifuga
para la separacion de componentes sanguineos segin su densidad. 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, Japon) lista
para su uso clinico. La camara centrifuga incorpora un sistema neumatico (émbolo) que
permite el llenado y vaciado, asi como la transferencia de los diferentes componentes a
bolsas de recogida en un sistema de tubulares cerrado y estéril.

La cAmara neumatica produce una presion negativa (retirada del émbolo) que permite
el paso de la suspensién celular de su bolsa inicial al interior de la cdmara donde da comienzo
la centrifugacién que separara los componentes de la sangre y permite al finalizar el proceso,
mediante la aplicacion de una presion positiva (avance del émbolo) la transferencia de los
componentes a diferentes compartimentos finales.

Imagen 33. Dispositivo Sepax®
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El equipo desechable (Kit CS-600.1 para el Sepax®) (imagen 34), consiste en un
equipo de tubos apirogénicos, estéril y de un solo uso al que se conecta la solucion de lavado
y el producto inicial. La bolsa de residuos viene incorporada en el equipo asi como la camara
centrifuga/neumatica.

A: Dable linea de entrada. Conexidn bolsa inicial. B: Distribuidor de llaves
de paso. C: Entrada de la solucion de lavado. D: Doble linea de salida.
Conexion bolsa final. E: Transductor de presion. F: Camara de separacion.
220 mL. G: Bolsa de desecho. 1000 mL. H: Adaptador de conexidn.

Imagen 34. Equipo desechable del sistema Sepax®
(Tomado de Rodriguez L.)(111)

El protocolo de lavado seria el siguiente (imagen 35). Tras conectar las bolsas de
muestra y de solucion de lavado, la cdmara centrifuga retira el émbolo y asi permite la entrada
de la unidad de PHSP descongelados a su interior, seguida de la entrada de un volumen igual
de solucién de lavado, la mezcla permanece durante cinco minutos en agitacion para permitir
el equilibrio osmético de la muestra (1, 2). Posteriormente, se llena la cdmara totalmente con
solucion de lavado (3) y da comienzo la centrifugacién (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 solucion de lavado para aumentar la recuperacion y el
émbolo las extrae hacia la bolsa final (6). Finalmente, la camara es lavada una vez para
minimizar las pérdidas celulares.

El proceso consume una media de 28 minutos y el volumen final de la muestra es de

100 mL. Para cada proceso se prepararon un minimo de 300 mL de solucién de lavado.
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Imagen 35. Esquema del protocolo de lavado Sepax®. (Tomado de Rodriguez L.)(111)

3.5.Soluciones

A continuacion se detalla la composicién de las soluciones empleadas para el lavado
de los PH criopreservados tras ser descongelados:

Solucién Salina Albumina (SSA)

Solucién Salina-Albuimina (SSA) compuesta por:

-Suero salino al 0,9% (Braun Medical, Espafia): 82,5 mL por cadal00 mL de solucion
final

-Citrato de dextrosa formula A (ACD-A, Baxter S.A., lessines, Belgium SA):
5mL por cada 100 mL de solucion final.

-Albimina humana al 20% (Grifols, Espafia): 12,5 mL por cada 100 mL de solucion
final. La concentracion final de Albimina fue un 2,5 %

Para cada proceso se preparé un minimo de 300 mL de solucion de lavado.
Esta solucidn se utilizé preenfriada a 4°C.
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Voluven®: Hidroxietil almidon (HES 130/0,4) (Fresenius Kabi, Espaiia)

Cada 1000 ml contiene:

Poli (0-2-hidroxietil) almidon 60,00 g
(Sustitucion moelar: 0,38-0,45)
(Peso molecular medio: 130.000 Da)

Cloruro sodico 9,00 g

Electrolitos:

cr 154 mmol/I

Na* 154 mmol/|
Osmolaridad tedrica 308 mosmol/I

pH 4,0-5,5

Acidez titulable < 1,0 mmol NaCH/I

Lista de excipientes:

Hidréxido de sodio (para ajustar pH)
Acido clorhidrico (para ajustar pH)
Agua para inyectables.

4. Controles

Los controles sobre las muestras que se realizaron para cada uno de los procesos a lo
largo del procedimiento se esquematizan en la tabla 11:

Previa Y Post-

e e Final aféresis Post- lavado
aféresis aféresis descongelado
CNT* CNT* CNT* CNT* CNT*
CD34" CD34" CD34" CD34" CD34"
Cultivos de Cultivos de Cultivos de
Colonias colonias Colonias
Viabilidad™ Viabilidad Viabilidad
Cultivos Cultivos
microbiol6gicos* microbiolbgicos

Tabla 11. Controles realizados en la muestras de PH a lo largo del proceso (*células nucleadas totales,
**tras la adicion de plasma y DMSO)
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4.1.Recuentos celulares

A lo largo de todo el procedimiento se realizaron recuentos celulares de CNT
mediante contadores celulares automaticos en diversas etapas (figura X). Todas las muestras
se diluyeron hasta una proporcién de 1:10 con suero salino antes de los recuentos
automaticos, para evitar errores debido a la pérdida de linealidad del contador por exceso de

concentracion celular.

Para el analisis estadistico se han tenido en cuenta los recuentos de la muestra
tomados de;

1) Bolsas de recoleccion de aféresis antes de la adicion de DMSO.
2) Bolsas post-descongelacion de los PH
3) Bolsas post-lavado de los PH.

La variable estudiada es el numero de CNT por cada bolsa lavada o el promedio de
bolsas lavadas juntas cuando fue el caso.
La formula utilizada para el célculo de las CNT es la siguiente:

CNT=Leucocitos x 10 6 /mL en muestra diluida al 1:10 x volumen de la bolsa en mL x 10

4.2. Cultivos de progenitores hematopoyéticos

Los cultivos clonogénicos para colonias granulomacrofagicas y eritroides del
producto de aféresis se realizaron por siembra directa, realizando previamente una dilucion
en PBS de las células obtenidas de las bolsas. Se cursaron en el producto fresco previo a la
criopreservacion (antes de la adicion del DMSO), inmediatamente tras la descongelacion e

inmediatamente tras el lavado.

Para los cultivos celulares de sangre periférica se obtuvieron las CMN mediante
separacion por gradiente de densidad 50/50 con Ficoll (densidad 1,077g/mL) centrifugando
a 540 g/minuto durante 30 minutos a 19°C. La capa celular sobre el Ficoll se recogié con una
pipeta Pasteur y se lavo dos veces con PBS a 1000g/minuto durante 10 minutos. Finalmente
se resuspendieron en PBS a la concentracién adecuada para sembrarlas.
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Los cultivos clonogénicos se realizaron en medio semisélido Iscove’s MDM vy
metilcelulosa comercial (Methocult H4434; Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) que
contenia: suero bovino fetal, rh-SCF (recombinant human stem-cell factor), GM-SCF
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor), rhIL-3 (recombinant human

interleukine 3), 2-mercaptoetanol, L-glutamina y rh-eritropoyetina.

Se sembraron 2 x 10 * células mononucleadas por placa, utilizandose 2 placas por
muestra e incubandolas durante 14 dias en una estufa a 37°C con 5% de CO2 y en ambiente
saturado de humedad. Finalizado ese plazo, las placas se examinaron en fresco mediante un
micoscopio de luz invertida (imagen 36). Se contd el nimero de colonias por placa
calculando la media de éstas para las 2 placas utilizadas por muestra y se calculé el nimero
total de colonias mediante la siguiente formula:

NP° colonias totales(x10 4): media del n° colonias en 2 placas x n° células totales/20.000

Colonia Eritroide y Granulo monociticas

Colonia Granulomonociticas

Imagen 36. Imagenes de colonias clonogénicas de PH
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4.3. Viabilidad celular

La viabilidad se refiere al porcentaje de células vivas y se determind con el método de
exclusién de azul tripdn (Trypan blue, Difco laboratorios, West Molesey, Surrey, UK),
utilizando una dilucion de éste al 0.2% con suero salino y mezclandolo con la suspensién
celular, volumen a volumen, para examinarlo al microscopio. El azul tripan es un coloide que
permite diferenciar las células vivas de las células muertas. Las células vivas con la membrana
celular intacta no son coloreadas debido a que éstas son muy selectivas a los compuestos que
dejan pasar a través de la membrana, de manera que el azul de tripano no es absorbido y por
lo tanto la célula se muestra refringente. Sin embargo, si atraviesa la membrana de las células

muertas y por lo tanto se ven azules.
La viabilidad se determind en:
1) Bolsas de recoleccion de aféresis tras la adicion de DMSO.
2) Bolsas post-descongelacion de los PH.
3) Bolsas post-lavado de los PH.

Esta técnica proporciona informacion del estado general de las células descongeladas
pero no del subconjunto de células CD34". No existe correlacion entre la tincion de
viabilidad, la recuperacion de CNT vivas y la formacion de colonias (255,256), debido a la
baja proporcion de progenitores en el conjunto de las CNT, aprox el 1,7% en CPH-A, por lo
que la viabilidad y el recuento de CNT son poco informativos de la capacidad clonogénica
del producto. Unicamente viabilidades<50% predicen una pérdida significativa de la
capacidad clonogénica de los injertos in vitro (257).

4.4, Cultivos bacteriolégicos
Los cultivos bacterioldgicos se realizaron en dos momentos del proceso:
1) Bolsa de recoleccion de aféresis inmediatamente tras la adicion de DMSO.

2) Bolsas post-lavado de los PH.
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Procedimiento: Se inyectd 1 ml de las muestras correspondientes en botellas de
cultivo de aerobios y anaerobios BacT/ALERT® (Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile, Rodano,
Italia), se incubaron y se analizaron para la deteccion de bacterias de forma diaria durante una
semana. Las muestras positivas en la tincion de Gram se sembraron en diferentes medios de
cultivo segun el resultado (agar chocolate, agar sangre, SCS, Mc Conkey y agar Saboraud
dextrosa) para la identificacion de la bacteria y antibiograma.

4.5. Analisis y cuantificacion de las células CD 34"

El procedimiento utilizado en la Seccion de Citometria e Inmunologia tumoral del
Hospital C. U. Virgen de la Arrixaca para analizar y cuantificar mediante citometria de flujo
multiparamétrica en doble plataforma (contador hematoldgico y citometro de flujo) las
células progenitoras hematopoyéticas CD34", se basa en los criterios establecidos por
ISHAGE (48). Para ello se utiliza un kit comercial con marcado de la comunidad europea
(Europea 98/79/EC para In Vitro Diagnostic Medical Devices), Stem cell kit (BD) que
permite la cuantificacion en cifras porcentuales de la células CD34". El nimero absoluto de
las distintas poblaciones estudiadas se cuantifico a partir del porcentaje obtenido mediante
citometria de flujo y el nimero de leucocitos por microlito obtenidos en el contador
hematoldgico.

El kit descrito permite el estudio de células CD34", mediante una triple tincion con
anticuerpos monoclonales dirigidos frente a CD34 (conjugado con Phicoeritrina, PE) que
identifica células inmaduras, CD45 (conjugado con Fluoresceina, FITC) que permite la
identificacion de todos los leucocitos y también diferencia las distintas poblaciones mediante
la intensidad de expresion del CD45 y la granularidad de las mismas {CD45"*-SSC bajo
(linfocitos); CD45™*- SSC intermedio (Monocitos), CD45"- SSC ( granulocitos)} y con 7-
AAD (7-Actinomicina D) marcador fluorescente con capacidad de unirse al DNA, que
permite discriminar las células viables, no tefiidas al mantener su membrana celular intacta,
de las apoptoticas y necréticas que se tifien al tener su membrana dafiada. La identificacion
de las celulas CD34" tienen que cumplir 3 criterios:

1. Ser células CD34" CD45"débil (intensidad inferior a la de los linfocitos).
2. Tener un tamarfio (FSC) y granulacion (SSC) intermedio/bajo.

3. Ser viables (7-AAD negativas).
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A estos marcadores se aflade un anticuerpo dirigido frente a monocitos CD14
(conjugado en Aloficocianica, APC). Esto permite la identificacion de las células
monacitarias CD45""CD14"y, en combinacion con SSC, la identificacion de linfocitos (SSC
reducido y CD14) y granulocitos (SSC elevado y CD14).

Para el analisis de las células progenitoras hematopoyéticas CD34" mediante

citometria de flujo se recogieron muestras de:
1) Bolsas de recoleccion de aféresis antes de la adicion del DMSO.
2) Bolsas post-descongelacion de los PH.

3) Bolsas post-lavado de los PH.

Reactivos
»  Stem cell enumeration kit (Becton Dickinson):

eanti-CD45 FITC
eanti-CD34 PE
eCD14 APC

e 7-Actinomicina D
e Tubos Truecount

e Lisante 10X (cloruro de amonio)
»  Consumibles del FACSCanto-11_(Becton Dickinson):

e FACSFlow
e Shutdown solution

e Cleaning solution

Equipamientos:

1. Citometro de flujo FACSCanto-I1 (Becton Dickinson)
2. FACSDiva Software (Becton Dickinson)
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Procedimiento:

1) Una vez conocido el recuento celular del contador hematolégico, se ajustd la
concentracion celular a 10-15 millones por pl diluyendo la muestra con FACSFlow.

2) Se dispens6 en un tubo 10 pl del coctel CD45/CD34, 10 ul de 7-AAD y 2,5 pl de
CD14 APC; y se afadieron 50 pl de la muestra, agitando el tubo e incubandolo 20

minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

3) Se lisaron los hematies con solucién hipoténica (1 ml de la solucién lisante 1X del kit
diluido al 1710 con agua destilada), agitando en el vortex para favorecer la lisis y
dejando incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

4) Se procedio a la adquisicion de 100.000 eventos en el citdmetro de flujo FACSCanto-
Il (BD), analizdndolos con el programa informético FACS Diva (Becton-Dickinson,
San José, CA., USA) siguiendo el protocolo de analisis de la International Society for
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) (48).

5. Variables medidas

Las variables demogréficas de los pacientes y las caracteristicas de las enfermedades
de ambos grupos se recogieron a partir de la historia clinica. Los datos referentes a los
procedimientos de recoleccion y las caracteristicas del indculo se obtuvieron de los
registros disponibles en la seccion de Criobiologia del Servicio de Hematologia del
HCUVA.

5.1.Variables clinicas
e Edad. Sexo. Peso. Diagndstico.
e Lineas de tratamiento recibidas previas al trasplante.
e Acondicionamiento quimioterapico recibido.
e Méquina de aféresis utilizada.

e NUmero de infusiones de PH realizadas por trasplante en cada paciente.
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5.2.Variables del producto celular

Analizamos las caracteristicas del producto celular en la bolsa de aféresis, al

descongelarla y al lavarla, estructurandolo de la siguiente manera:

» Andlisis cuantitativo: medias de las diferencias y las recuperaciones de células
CD 34+ y CNT.

» Andlisis funcional: medias de las diferencias y las recuperaciones de colonias
granulomacrofagicas y eritroides y la viabilidad.

» Andlisis de seguridad: comparacion de la tasa de contaminacion bacteriana
entre el producto de aféresis y el producto lavado.

Las variables analizadas se detallan en la tabla 12:

Tabla 12. Variables del producto celular analizado

PH bolsas aféresis PH descongelados PH lavados

CNT aféresis (x106) CNT descongelados (x10¢) CNT lavados (x106)

CD34 aféresis (x106) CD 34 descongelados (x10¢) CD 34 lavados (x106)

CFU-GM aféresis (x106) | CFU-GM descongelados (x106) | CFU-GM lavados (x106)

BFU-E aféresis (x106) BFU-E descongelados (x106) BFU-E lavados (x106)

VIABILIDAD aféresis | VIABILILIDAD descongelados | VIABILIDAD lavado

Microbiologia aféresis Microbiologia lavados

5.3.Variables del injerto hematopoyético

eDia del trasplante en el que se produjo el injerto de leucocitos (primer dia de
tres dias consecutivos con una cifra superior a 500 leucocitos/pL).

eDia del trasplante en el que se produjo el injerto de neutréfilos (primer dia de
tres dias consecutivos con una cifra superior a 500 neutrofilos/pL).
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eDia del trasplante en el que se produjo el injerto de plaquetas (primer dia con
cifra superior a 20.000 plaguetas/uL mantenida sin requerimiento
transfusional).

eNUmero de concentrados de hematies y nimero de pooles de plaquetas
transfundidos durante el procedimiento del trasplante.

5.4.Variables de seguridad en el paciente
e Aislamientos microbiolGgicos en los pacientes.
e NUmero de dias de fiebre durante el procedimiento del trasplante.
e NUmero de dias de hospitalizacion (contando a partir del dia 0).
e Ausencia o presencia de efectos adversos de la infusion.

e Tipo de efecto adverso: exantema cutaneo/flush facial, disgeusia/picor de
garganta, nauseas/vomitos, dolor abdominal, disnea/tos, hipoxia,
bradicardia, taquicardia, hipertension arterial, hipotension arterial, aumento
presion venosa central, fibrilacion auricular, fiebre, alteraciones neuroldgicas,

opresion toracica, cefalea.

e Cifras de creatinina basal (antes de la infusién) y en el momento del alta
hospitalaria.

6. Construccion de variables para la comparacion de diferentes momentos del
procedimiento entre ambos subgrupos y analisis estadistico empleado

Para las variables del producto celular, los resultados los expresamos en términos de
medias + error estandar de la media y de recuperaciones porcentuales para cada una de las
variables cuantitativas estudiadas y comparamos entre si diferentes momentos del

procedimiento, para describir el comportamiento de dichas variables en cada paso.
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Para el célculo de las recuperaciones aplicamos, segin el momento analizado, las

siguientes formulas:

I. Comparacion de los datos obtenidos de las bolsas de recoleccion de aféresis con los
de las bolsas lavadas (lavadas/aféresis x 100).

I1. Comparacion de los datos obtenidos de las bolsas de recoleccion de aféresis con los
de las bolsas descongeladas no lavados (descongeladas/aféresis x 100).

I11. Comparacion de los datos obtenidos de las bolsas descongeladas con los de las bolsas
lavadas (lavadas/descongeladas x 100).

En el andlisis estadistico, ademas del andlisis de las variables realizado para cada una
de las bolsas sometidas a lavado (variables por lavado), hemos disefiado unas nuevas
variables a partir de la agregacion de las primeras. Para ello agrupamos los datos por proceso
y por trasplante, con el objetivo de contrastar los resultados y recabar la maxima
informacion. Esta agregacion es necesaria para analizar los datos correspondientes al
momento final de la aféresis, debido a que las muestras se toman de la bolsa de recoleccién
de aféresis, pero tras el procesamiento de la bolsa y su distribucion en las bolsas de
criopreservacion ya no se realizan mas controles hasta su posterior descongelacion. Por lo
tanto, partimos de la premisa de que el reparto es equitativo en las bolsas procesadas a partir
de la bolsa de aféresis.

Recuento total
bolsa recoleccién
de aféresis=x

y )

[ |
Recuento estimado Recuento estimado Recuento estimado
12 bolsa 22 bolsa 32 bolsa
congelacion=x/3 congelacion=x/3 congelacion=x/3

Imagen 37. Representacion esquematica de los recuentos celulares en un proceso de aféresis en
el supuesto de que se haya congelado en tres bolsas.
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De forma que tenemos:

oVariables por Lavado: utilizando los datos de cada una de las bolsas lavadas o la
suma de las bolsas lavadas juntas cuando fue el caso.

oVariables por Proceso: suma del total de bolsas de un mismo proceso que se
infunden al paciente en un trasplante. Denominamos proceso a cada uno de los
procedimientos de aféresis que fueron necesarios para recolectar un nimero

suficiente de PH para el trasplante.

oVariables por Trasplante: suma del total de bolsas que se infundieron al
paciente en dicho trasplante. Estas bolsas pueden provenir de un Gnico proceso
de aféresis o de varios distintos.

Para el anélisis de las recuperaciones se ha utilizado el analisis de la varianza tomando
como variable independiente los subgrupos realizados en base al tipo de solucion de lavado
empleada. Para una mejor comprension de las recuperaciones se utiliza también el analisis de
la varianza de medidas repetidas, tomando como variables dependientes las utilizadas para el
célculo de la recuperacion y como variable independiente los dos subgrupos anteriores.

Para las variables de injerto, el estudio comparativo entre ambos subgrupos de
lavado, se hizo con el test t-Student para muestras independientes.

Para las variables de seguridad en el paciente, se utilizo el test t-Student para muestras
independientes, en el caso del andlisis correspondiente a los dias de fiebre y dias de
hospitalizaciéon, y el test de Chi-cuadrado para el andlsis de la tasa de aislamientos
microbiol6gicos en los pacientes. Para el estudio comparativo entre las cifras de creatinina
basal y al alta entre ambos subgrupos, se utilizo el analisis de la varianza de medidas
repetidas. Respecto a las reacciones adversas y dada la muy baja incidencia de presentacion,
hicimos una descripcion de cada uno de los casos.

El andlisis descriptivo de las varibles clinicas, se realiza de la muestra global y de los
subgrupos realizados en base al tipo de solucion de lavado empleada. Las variables
cuantitativas se se expresan con las medias + error estandar de la media y las variables

cualitativas en frecuencias y porcentajes.
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Para comparar entre ambos subgrupos empleamos el test T-student para datos
independientes cuando se trata de variables cuantitativas y el test de Chi-cuadrado para

variables cualitativas.

En todos los andlisis se ha considerado como umbral de significacion el valor de
p< 0,05, para rechazar la hipdtesis nula y concluir que las diferencias encontradas eran

significativas.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS v.20.0.
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RESU

1. Caracteristicas de los pacientes en los

En la tabla 13 se comparan las princ
los pacientes en ambos subgrupos. Para co
namero de infusiones por TPH y nimero de |
T-student para datos independientes y para
acondicionamiento) el Test de Chi-cuadrado

significativas en ninguna de las variables analiz

LTADOS

dos subgrupos

ipales variables referentes a las caracteristicas de
mparar las variables cuantitativas (edad, peso,
ineas de tratamiento por TPH) aplicamos el test

las variables cualitativas (sexo, diagnostico y
. No encontramos diferencias estadisticamente
adas.

Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes en ambos subgrupos.

Variables Lavado SSA Lavado Voluven p
Sexo
Mujeres (ndmero (%) 34 (35,4%) 23 (37,1%)
Hombres (nimero (%) 62 (64,6%) 39 (62,9%) 0,866
Edad (media+SEM) 4590 (+1,94) 45,39 (+2,47) 0,871
Peso (media+SEM) 68,38 (£2,14) 73,66 (£3,04) 0,146
Diagndstico* (numero (%)
1. Mieloma y otras gammapatias 38 (39,6%) 21 (33.9%)
monoclonales
2. Le_ucemlas,agudas y sindromes 4 (4.2%) 8 (12.9%)
mielodisplasicos
3. Linfomas 40 (41,7%) 27 (43,5%) 0,182
4. Tumores solidos y enfermedades 0 0
autoinmunes 14 (14.6%) 6 (9.7%)
Lineas de tratamiento previo TPH
(media+SEM) 1,84 (£0,08) 1,84 (£0,13) 0,977
Numero de aféresis por TPH (media+SEM) 1,35 (%0,06) 1,27 (+0,07) 0,386
Numero de infusiones por TPH (media+tSEM) | 2,59 (+0,18) 2,76 (£0,17) 0,546

SEM: error estandar de la media. TPH: Trasplante de

progenitores hematopoyéticos. SSA: Suero salino y

Albimina. *La variable diagndstico contiene cuatro grupos principales y dentro de cada uno de ellos

tenemos las patologias mostradas a continuacion e

n la tabla 14.

103




RESULTADOS

Tabla 14. Patologias en los 4 grupos de diagnosticos principales

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Mielomas | Leucemia mieloide L.Prolinfocitica Tumor células
Sd.Poems aguda Linfoma Cerebral primario germinales
Amiloidosis | Leucemia linfoide | Linfoma Linfoblastico T Neuroblastoma
aguda Linfoma Plasmablastico Sarcoma Ewing
Sindromes Linfoma difuso de célula Meduloblastoma
mielodisplasicos grande B Tumor de Wilms
Linfoma difuso de célula Anemia Fanconi
grande B mediastinico Céncer de mama
Linfoma Burkitt-Like Cancer de ovario
Linfoma Anaplésico Esclerosis Mdltiple
Linfoma Manto
Enfermedad Castleman
Linfoma Folicular
Enfermedad Hodgkin

A continuacion, se muestra la expresion grafica de los resultados referentes a las
caracteristicas de los pacientes en los dos subgrupos.

Graficol. Distribucion por sexo en ambos subgrupos

|I% Hombres 0% Mujeres |
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50¢
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0% Mujeres 35,4 37,1
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Grafico 2. Distribucién por edad en ambos subgrupos

60
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Edad
@ SSA 45,9

@ Voluven 45,3

Grafico 3. Distribucién por peso en ambos subgrupos

Peso

B SSA 68,38
@ Voluven 73,66

Grafico 4. Distribucion por nimero de lineas de tratamiento previas en ambos subgrupos
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La distribucion de los pacientes en ambos subgrupos segin el nimero de lineas de
tratamiento recibidas previamente al trasplante se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Distribucion por nimero de lineas de tratamiento en cada subgrupo

Tipos [l 0 1 2 3 4 >5 | Total
lavados | tratamiento

SSA le{,};;’ro 221 | 32(340) | 42(447) | 15(160) | 333) | 0(0) | 94(100)
Voluven N%{,};;}ro 1(16) | 24(393) | 28(459) | 2(33) | 5©2) | 1(16) | 62(100)

Grafico 5. Distribucién por nimero de lavados realizados por trasplante
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5.
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2./

1./

0-

Lav/TPH

@ SSA 2,59
@ Voluven 2,76

La distribucion de los pacientes en ambos subgrupos segun el nimero de bolsas
lavadas por trasplante se muestra en la tabla 16.

Tabla 16. Distribucion por el nimero de bolsas infundidas por trasplante en cada subgrupo

Tipos N°Lavados/TPH 1 2 3 4 5 6 7 § | Towl
lavados
, 29 | 3% |11 | 8 | 4 | 1 | 5 | 3 | %
SSA Nmero (%6) 1 302) | 365) | (115) | 83) | @2 | w0) | 62 | 31) | (00)
- 8 25 | 12 | 12 3 0 2 0 62
Voluven Nuamero (%) (12,9) | (403) | (194) | 194) | 48) | (O | B2 | (0 | (100)
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Grafico 6. Distribucion de lavados (%) por diagndstico:

50

Dx 1 Dx 2 Dx 3 Dx 4
O SSA 39,6 4,2 41,7 14,6
@ Voluven 33,9 12,9 43,5 9,7

Grafico 7. Distribucién de lavados (%) por acondicionamientos:

40-

35+
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@ Voluven
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Nota; Las equivalencias a los cddigos nimericos de los acondicionamientos estan detallados en la tabla 17
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En la tabla 17 se comparan los regimenes de acondicionamiento por lavados,
mediante el Test de Chi-cuadrado. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,097).

Tabla 17. Distribucion por acondicionamientos en ambos subgrupos

ACONDICIONAMIENTOS (ordenados por el cédigo numérico | SSA Voluven | Total
equivalente) N° (%) N° (%) N° (%)
1. Melfalan 200 mg/m2 (Mel 200) 22(229) |7(11,3) |29(184)

2. Carmustina 0 BCNU 300 mg/ m2 + Etopdsido 800
mg/m2+ Citarabina 1600 mg/m2+ Melfalan 140 mg/m2 |32 (33,3) |23 (37,1) |55 (34,8)
(BEAM)

3. Ciclofosfamida 120 mg/Kg+ Irradiacion corporal total 12

Gy (Cy-ICT) 5(52) 3 (4,8) 8(5,1)

4. Ciclofosfamida 200 mg/Kg + Globulina antitimocitica de

conejo 6 mg/Kg (Cy200-ATG) 3(3.1) 0(0) 3(19)

5. Melfalan 140 mg/m2 (Mel 140) 7(73) 2(32) 9(57)

6. Busulfaniv 12,8 mg/Kg + Melfalan 140 mg/m2 (BuMel) |7 (7,3) 2(32) 9(57)

7. Tiotepa 600 mg/m2 + Carboplatino 1200 mg/m2 (TT-

CARBO0) 1(1) 1(16) [2(13)

8. Fludarabina 125 mg/m2 + Busulfan 6,4 mg + Tiotepa 10

mg/kg+ Metilprednisolona 25 mg/kg (FLUBU-TT) 1) 00) 1(06)

9. Busulfaniv 12,8 mg/Kg + Ciclofosfamida 120 mg/Kg

(BUCY) 331 |1(16) |4(25)

10. Busulfaniv 9,6 mg/Kg + Melfalan 140 mg/m2 (Bumel) |10 (10,4) |9(145) [19(12)

11. Fludarabina 120 mg/m2 + Ciclofosfamida 200 mg/Kg +

ATG 755 mg/Kg (FLUCY-ATG) 1M [0  |1(08)

12. Tiotepa 10 mg/Kg + Carmustina 0 BCNU 400 mg/m2

(Tiotepa-BCNU) 3(31) 2(32) 5(32)

13. Melfalan 70 mg/m2 (Mel 70) 0(0) 3(4,8) 3(19)

14. Busulfan iv 12,8 mg/Kg + Etop6sido 40 mg/Kg + ARA-

C 12,000 mg/m2 (BEA) 0(0) 3(48) |3(19)

15. Carboplatino AUC 20 mg min/mL + Etoposido1000
mg/m2+ Melfalan 180 mg/m2 (CARBO-VP-16-MEL |0 (0) 1(1,6) 1(0,6)
ped)

16. Etoposido 1800 mg/m2 + Carboplatino 1600 mg/m2 +

Ciclofosfamida 6400 mg/m2 (VP-16-CARBO-CY) 00 1(16) 1(06)

17. Fludarabina 150 mg/m2 + Melfalan 140 mg/m2 +

Campath 50mg (FLUMEL-CAMPATH) 00 1(16) 11(08)

18. Cisplatino 100 mg/m2+Etoposido 1500 mg/m2+

Ifosfamida 10000 mg/m2 (PEI) 1@ 0@  |1(08)

19. Fludarabina 120 mg/m2 + ATG 3 mg/kg + ICT 2 Gy

(FLU-ATG-ICT) 000 1(16) |1(06)

20. Fludarabina 160 mg/m2 +Busulfan 12,8 mg/Kg + ATG

6 mg/Kg (FLUBU-ATG) 0(0) 1(16) |1(06)

21. Etoposido 1500 mg/m2 + Carboplatino 1500 mg/m2 +
Ifosfamida 10000 mg/m2 (VP-16-CARBO-Ifosfamida)

0(0) 1(16) |1(08)
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2. Estudio del producto celular

2.1.Caracteristicas de los productos celulares en los dos subgrupos, en el
momento final de aféresis, inmediatamente tras la descongelacién y tras el

lavado

Comparamos las medias de los distintos recuentos celulares de PH (CNT x 10e6,
CD34" x 10e6, CFUGM x 10e6, BFUE x 10e6, Viabilidad y Microbiologia), entre cada uno
de los subgrupos por tipo de lavado, aplicando el analisis de la varianza. Lo hacemos en el
momento de la aféresis, tras la descongelacion y tras el lavado.

2.1.1.Recuentos celulares en la bolsa de aféresis

Los resultados muestran una diferencia significativa en el recuento de las colonias
CFU-GM y BFU-E, de tal manera que, el recuento de CFU-GM es mayor en el grupo que se
someterd a lavado con SSA y por el contrario el recuento de BFU-E es maés rico en el grupo
lavado con Voluven® En el resto de variables estudiadas no encontramos diferencias

significativas en la aféresis (tabla 18).

Tabla 18. Recuentos celulares en cada uno de los subgrupos al final de la aféresis

Variable lavado SSA lavado Voluven p
CNT (x108) 18717,04 (+695,51) 18227,20 (+405,63) 0,569
CD34 (x109) 111,84 (+8,86) 112,17 (10,68) 0,910

CFU-GM (x1069) 33,59 (2,15) 26,06 (+2,03) 0,020
BFU-E (x106) 26,47 (+1,83) 37,83 (x2,30) <0,001
Viabilidad 91,30 (%0,63) 92,66 (+0,80) 0,167
Microbiologia 0,06 (+0,015) 0,07 (+0,018) 0,700

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)

En la tabla 19 se realiza el mismo analisis pero solo para las variables CNT y CD34

calculadas por kilogramo de peso del paciente y por trasplante.

+

Tabla 19. Variables por Kg de peso del paciente por trasplante al final de la aféresis

Variable TPH lavado SSA TPH lavado Voluven p
CNTx108/kg 6,59 (+0,60) 7,41 (+0,55) 0,349
CD34x 108/Kg 4,05 (%0,30) 4,60 (0,51) 0,326

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.1.2.Recuentos celulares inmediatos a la descongelacion de las bolsas

Los resultados muestran una diferencia significativa en el recuento de las CNT, las
colonias BFU-E vy la viabilidad. Asi, el recuento de CNT es mayor en el grupo lavado con
SSA 'y el recuento de BFU-E y la viabilidad es mayor en el grupo lavado con Voluven®. En el resto
de variables estudiadas no encontramos diferencias significativas en el momento inmediato a la post-

descongelacion (tabla 20).

Tabla 20. Recuentos celulares en cada uno de los subgrupos inmediatamente tras la
descongelacion (por bolsa)

Variable lavado SSA lavado Voluven p
CNT (x108) 19641,69 (+457,04) 18143,25 (+413,03) 0,018
CD34 (x109) 129,84 (+11,04) 111,20 (+11,94) 0,255

CFU-GM (x1069) 19,03 (+1,56) 16,78 (+1,60) 0,335
BFU-E (x100) 18,06 (x1,51) 33,54 (x2,73) <0,001
Viabilidad 74,82 (x0,77) 77,82 (+0,83) 0,009

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)

En la tabla 21 se realiza el mismo analisis pero solo para las variables CNT y CD34"

calculadas por kilogramo de peso del paciente, por trasplante.

Tabla 21. Variables por kg de peso del paciente por trasplante post-descongelacion.

Variable lavado SSA lavado Voluven p
CNT (x108/kg) 6,91 (+0,50) 7,30 (+0,55) 0,609
CD34 (x108/kg) 4,70 (0,39) 4,83 (0,68) 0,863

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.1.3.Recuentos celulares tras el lavado de las bolsas

Los resultados muestran una diferencia significativa en el recuento de las colonias
BFU-E, la viabilidad y la microbiologia. El recuento de BFU-E vy la viabilidad es mayor en el
grupo lavado con Voluven®. Con respecto a la tasa de aislamientos microbioldgicos positivos
encontramos que es mayor en el grupo lavado con SSA. En el resto de variables estudiadas
no encontramos diferencias significativas tras el lavado (tabla 22).

Tabla 22. Recuentos celulares en cada uno de los subgrupos tras el lavado (por bolsa)

Variable lavado SSA lavado Voluven p
CNT (x108) 14448,37 (+330,08) 14368,98 (+364,11) 0,872
CD34 (x100) 121,34 (#9,44) 111,95 (12,05) 0,534

CFU-GM (x10¢) 19,94 (+1,62) 18,70 (+1,58) 0,592
BFU-E (x106) 17,86 (x1,37) 33,86 (x2,52) <0,001

Viabilidad 75,11 (x0,70) 78,17 (x0,78) 0,004

Microbiologia 0,09 (+0,019) 0,04 (+0,014) 0,047

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)

En la tabla 23 se realiza el mismo analisis pero solo para las variables CNT y CD34"

calculadas por kilogramo de peso del paciente, por trasplante.

Tabla 23. Variables por kg de peso del paciente por trasplante tras el lavado

Variable lavado SSA lavado Voluven p
CNT (x108/kg) 5,15 (+0,39) 5,76 (+0,42) 0,302
CD34 (x 106/kg) 4,38 (+0,35) 4,76 (£0,63) 0,567

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.2. Estudio de los efectos de la congelacion/descongelacién sobre los
progenitores hematopoyéticos

A continuacion, valoramos el efecto que tiene el proceso de congelacion y
descongelacion sobre los progenitores hematopoyéticos, midiendo las variables estudiadas
(CNT, CD 34, CFU-GM, BFU-E, Viabilidad) en el momento de la aféresis e inmediatamente

después de la descongelacion. También analizamos las recuperaciones de dichas variables.

Los resultados estan expresados segln la agregacion de las variables, por bolsa, por
proceso y por trasplante.
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2.2.1. Andlisis por BOLSA

Los andlisis realizados por bolsa, mostrados en la tabla 24, reflejan una pérdida
significativa de colonias, tanto CFU-GM, BFU-E, y de la viabilidad tras el proceso de
congelacion/descongelacién, y una ganancia significativa de las células CD34". El recuento
de CNT no experimenta un cambio significativo. En la tabla 25 se muestran los porcentajes
de recuperacion de células o colonias correspondientes.

Tabla 24. Comparaciones entre aféresis y descongelados por bolsa

Muestra total P
Variable Aféresis Descongelado
CNT (x108) 18491 (+427,80) 18980,18 (+315,49) 0,189
CD34 (x109) 111,98 (+6,83) 121,61 (+8,11) 0,013
CFU-GM (x1069) 30,44 (x1,51) 18,06 (+1,12) <0,001
BFU-E (x106) 31,55 (*1,46) 24,99 (x1,52) <0,001
Viabilidad 91,92 (%0,50) 76,16 (%0,56) <0,001

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 25. Recuperacion entre aféresis y descongelados por bolsa

Recuperaciones de aféresis a descongelados

por bolsa
Muestra total
CNT (x109) 108,29 % (+1,40)
CD34 (x109) 108,49 % (+2,62)
CFU-GM (x10¢) 79,80 % (+4,94)
BFU-E (x106) 132,26 % (+11,93)
Viabilidad 83,43 % (%0,71)

Nota: Entre paréntesis + error estandar de la media
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2.2.2.Andlisis por PROCESO

Los analisis realizados por proceso, mostrados en la tabla 26, reflejan una pérdida
significativa de colonias, tanto CFU-GM como BFU-E, y de la viabilidad tras el proceso de
congelacion/descongelacion. El recuento de CNT y de células CD34" no experimenta un
cambio significativo. En la tabla 27 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o

colonias correspondientes.

Tabla 26. Comparaciones entre aféresis y descongelado por proceso

Muestra total P
Variable Aféresis Descongelado
CNT (x106) 36035,77 (+1978,83) 36880,93 (+1469,24) 0,528
CD34 (x109) 219,15 (+16,46) 236,33 (19,99) 0,063
CFU-GM (x1069) 59,19 (+4,47) 35,23 (+2,62) <0,001
BFU-E (x106) 61,48 (+4,35) 48,66 (+3,90) 0,002
Viabilidad 91,91 (%0,64) 76,86 (%0,71) <0,001

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 27 Recuperacion entre aféresis y descongelados por proceso

Recuperaciones de aféresis a descongelados
por porceso

Muestra total
CNT (x106) 110,78 % (+2,09)
CD34 (x109) 111,41 % (+358)
CFU-GM (x1069) 85,84 % (+6,55)
BFU-E (x106) 140,17 % (15,55)
Viabilidad 83,47 % (x1,02)

Nota: Entre paréntesis + error estandar de la media
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2.2.3.Andlisis por TRASPLANTE

Los analisis realizados por trasplante, mostrados en la tabla 28, reflejan una pérdida
significativa de colonias, tanto CFU-GM como BFU-E, y de la viabilidad tras el proceso de
congelacion/descongelacion. El recuento de CNT y de células CD34" no experimenta un
cambio significativo. En la tabla 29 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o

colonias correspondientes.

Tabla 28 Comparaciones entre aféresis y descongelado por trasplante

Muestra total p
Variable Aféresis Descongelado
CNT (x108) 47821,06 (+3327,36) 48942,62 (+2904,30) ,540
CD34 (x109) 290,80 (x19,44) 313,63 (x24,28) ,065
CFU-GM (x1069) 78,58 (+5,73) 46,75 (+3,31) <0,001
BFU-E (x100) 81,58 (+5,78) 64,52 (+5,20) 0,003
Viabilidad 91,55 (%0,76) 76,08 (+0,81) <0,001

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 29. Recuperacion entre aféresis y descongelados por trasplante

Recuperaciones de aféresis a descongelados por

trasplante
Muestra total
CNT (x106) 109,30 % (2,14)
CD34 (x1060) 108,46 % (+3,63)
CFU-GM (x10¢) 80,23 % (+6,07)
BFU-E (x100) 126,30 % (+14,27)
Viabilidad 83,84 % (+0,99)

Nota: Entre paréntesis + error estandar de la media
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2.3.Estudio de los efectos del procedimiento del lavado celular sobre los
progenitores hematopoyéticos descongelados

Estudiamos los efectos del lavado celular, para la eliminacion del DMSO, sobre los
PH criopreservados tras la descongelados. Planteamos el analisis, por un lado, sobre la
muestra global sin tener en cuenta el tipo de lavado (“p” descongelados/lavados), y por otro
lado, comparando ambos subgrupos segun la solucién de lavado empleada (“p” tipo de
lavado x descongelado/lavado). Aplicamos el analisis de la varianza de medidas repetidas,
tomando como variable independiente el tipo de lavado.

También analizamos las diferencias en las recuperaciones de dichas variables,

utilizando el analisis de la varianza y la misma variable independiente.

Los resultados estan expresados segun la agregacion de las variables, por bolsa, por
proceso y por trasplante.
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2.3.1.Andlisis por BOLSA

Los andlisis realizados por bolsa, mostrados en la tabla 30, reflejan una pérdida
significativa de CNT tras el lavado de los PH en el andlisis del total de la muestra, siendo esta
pérdida mayor para el subgrupo lavado con SSA. En el resto de variables estudiadas no
encontramos diferencias significativas tras el proceso de lavado, ni en la muestra total ni

comparando por tipo de lavado.

En la tabla 31 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o colonias
correspondientes.

Tabla 30. Comparaciones entre descongelados y lavado por bolsa

SSA Voluven P
p tipo de lavado
Variable  Descongelado Lavado Descongelado Lavado desc/lav  x desc/lav
CNT 19641,69 14448,37 18143,25 14368,98
(x106) (£457,04) (+330,08) (+413,03) (£364,11) <0,001 <0,001
CD34 129,84 121,34 111,20 111,95
(x106) (+11,04) (£9,44) (£11,94) (£12,05) 0,146 0,083
CFU-GM 19,03 19,94 16,78 18,70
(x106) (*1,56) (*1,62) (+1,60) (*1,58) 0,051 0.487
BFU-E 18,06 17,86 33,54 33,86
(x106) (£1,51) (£1,37) (£2,73) (£2,52) 0,952 0.784
e 74,82 75,11 7782 78,17
Viabilidad (+0.77) (+0.70) (4083 (+0.78) 0,537 0,950

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

“p” descongelados/lavados=comparacién de la muestra global antes y después del lavado, partiendo del
producto descongelado

“p” tipo de lavado x descongelado/lavado= comparacion por subgrupos segln tipo de solucién de lavado, antes
y después del lavado, partiendo del producto descongelado.

Tabla 31. Recuperacién entre descongelado y lavado por bolsa

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x108) 75,12 % (+0,96) 79,08 % (+1,09)
CD34 (x109) 113,18 % (3,81) 110,02 % (3,27)

CFU-GM (x1069) 163,80 % (+10,26) 187,59 % (17,62)
BFU-E (x106) 144,62 % (+11,88) 141,82 % (+11,24)
Viabilidad 102,02 % (x1,17) 101,59 % (x1,11)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.3.2.Andlisis por PROCESO

Los andlisis realizados por proceso, mostrados en la tabla 32, reflejan una pérdida
significativa de CNT tras el lavado de los PH en el anélisis del total de la muestra, sin
encontrar diferencias por tipo de solucion de lavado empleada para dicha variable. Respecto
al anélisis de las colonias CFU-GM en el total de la muestra, se observa una ganancia
significativa tras el lavado, sin encontrar diferencias significativas en el comportamiento de
las dos soluciones de lavado. En el resto de variables estudiadas no encontramos diferencias
significativas, ni en la muestra total ni comparando por tipo de lavado.

En la tabla 33 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o colonias
correspondientes.

Tabla 32. Comparaciones entre descongelados y lavado por proceso

SSA Voluven p
p tipo de lavado

Variable  Descongelado Lavado Descongelado Lavado  desc/lav  x desc/lav

CNT 34599,60 25451,38 40542,33 32108,47

(x100) (£1845,73) (£1483,00) (£2381,67) (£1971,61) <0,001 0.437

CD34 228,69 213,82 248,58 250,25

(x109) (+21,30) (£18,79) (£39,42) (£37,89) 0.204 0.112
CFU-GM 33,58 35,17 3744 41,96

(x106) (+2,81) (£2,94) (+5,19) (+5,39) 0,035 0,310

BFU-E 31,83 31,45 74,62 75,99

(x109) (#3,33) (#3,13) (7,80) (7,56) 0.807 0,666

o 75,75 76,62 78,68 78,32
Viabilidad (+0.90) (+£0,87) (+1.14) (+116) 0,754 0,375

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 33. Recuperacion entre descongelado y lavado por proceso

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x106) 73,61 % (x1,21) 77,78 % (x1,22)
CD34 (x109) 102,80 % (+3,07) 105,67 % (+3,02)

CFU-GM (x109) 131,54 % (+7,31) 162,94 % (+23,98)
BFU-E (x10¢) 119,25 % (+757) 121,88 % (+8,35)
Viabilidad 101,93 % (+1,19) 99,98 % (+1,19)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.3.3.Anélisis por TRASPLANTE

Los andlisis realizados por trasplante, mostrados en la tabla 34, reflejan una pérdida
significativa de CNT tras el lavado de los PH en el anélisis del total de la muestra, sin
encontrar diferencias por tipo de solucion de lavado empleada para dicha variable. Respecto
al anélisis de las colonias CFU-GM en el total de la muestra, se observa una ganancia
significativa tras el lavado, sin encontrar diferencias significativas en el comportamiento de
las dos soluciones de lavado. En el resto de variables estudiadas no encontramos diferencias
significativas, ni en la muestra total ni comparando por tipo de lavado.

En la tabla 35 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o colonias
correspondientes.

Tabla 34. Comparaciones entre descongelados y lavado por trasplante

SSA Voluven p
p tipo de lavado x

Variable  Descongelado Lavado Descongelado Lavado  desc/lav.  desc/lav

CNT 46853,62 34465,41 52125,86 41282,32

(x100) (£3675,25) (£3002,33) (+4737,30) (£3532,03) <0,001 0,346

309,68

CD34 : 289,55 319,65 321,71

(x106) (+£2530) (+21.90) (+47.92) w575 0187 0,106
CFU-GM 45,49 47,62 48,27 54,18

(x208) (£3,63) (3,67) (6,38) (6,51) 0,042 0,339

BFU-E 43,05 42,58 96,23 98,05

(x106) (+4,54) (+4,30) (+9,98) (£9,57) 0,796 0,662

il 74,67 75,40 78,24 78,62
Viabilidad (+1.06) (+1.03) (+121) (+1.19) 0,418 0,799

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 35. Recuperacion entre descongelado y lavado por trasplante

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x106) 72,08 % (+1,38) 78,44 % (+1,39)
CD34 (x109) 100,79 % (+3,01) 105,42 % (+2,95)

CFU-GM (x10¢) 121,91 % (+6,73) 167,84 % (+30,19)
BFU-E (x106) 117,72 % (+8,92) 119,72 % (9,10)
Viabilidad 101,94 % (+1,36) 100,96 % (+1,33)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.4.Estudio comparativo entre las variables en el momento final de aféresis
(producto fresco) y el producto lavado

Estudiamos los efectos del proceso global al que se someten los progenitores
hematopoyéticos destinados al trasplante medular, comparando el momento de la aféresis
con el momento previo a la infusion tras el lavado celular para la eliminacion del

crioprotector. El planteamiento del estudio es idéntico al mostrado en el apartado anterior.

Los resultados estan expresados segln la agregacion de las variables, por bolsa, por
proceso y por trasplante.
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2.4.1.Andlisis por BOLSA

Los analisis realizados por bolsa, mostrados en la tabla 36, reflejan en el analisis total
de la muestra, una pérdida significativa de CNT, de colonias, tanto CFU-GM como BFU-E,
y de viabilidad en el intervalo estudiado desde la aféresis hasta el lavado de los PH. En el

anlisis por tipo de lavado de las variables anteriores, vemos que los dos tipos de lavado se

comportan igual, excepto en la pérdida de CFU-GM, que es mayor en el caso del subgrupo
lavado con SSA. Respecto al recuento de las células CD34" no observamos cambios

significativos, ni en el estudio de la muestra total ni por subgrupos de tipo de lavado.

En la tabla 37 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o colonias

correspondientes.

Tabla 36. Comparaciones entre aféresis y lavado por bolsa

SSA Voluven p
p tipo de lavado x
Variable Aféresis Lavado Aféresis Lavado afer/lav afer/lav
CNT 18717,04 14448,37 18227,20 14368,98
(x208) (£695,51) (£330,08) (+405,63) (£364,11) <0,001 0,561
CD34 111,84 121,34 112,17 111,95
(x109) (8,86) (+9,44) (+10,68) (+12,05) 0,082 0,069
CFU-GM 33,59 19,94 26,06 18,70
(x109) (+2,15) (+1,62) (+2,03) (+1,58) <0,001 0,01
BFU-E 26,47 17,86 37,83 33,86
(x109) (+1,83) (#1,.37) (£2,30) (#2,52) <0,001 0.120
s 91,30 75,11 92,66 78,17
Viabilidad (+0,63) (+0.70) (+0,80) (+078) <0,001 0,187

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)
“paféresis/lavados=comparacion de la muestra global antes y después del lavado, partiendo de la aféresis.
“p” tipo de lavado x aféresis/lavado= comparacion por subgrupos segun tipo de solucién de lavado, antes y
después del lavado, partiendo de la aféresis.

Tabla 37. Recuperacion entre aféresis y lavado por bolsa

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x108) 84,20 % (+1,68) 79,23 % (1,34)
CD34 (x109) 111,04 % (x2,73) 103,62 % (+3,32)

CFU-GM (x1069) 75,34 % (+5,16) 103,52 % (+8,29)
BFU-E (x106) 126,21 % (x13,47) 131,36 % (+14,61)
Viabilidad 83,02 % (+0,88) 85,57 % (+1,49)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)

121



RESULTADOS

2.4.2.Andlisis por PROCESO

Los analisis realizados por proceso, mostrados en la tabla 38, reflejan en el analisis

total de la muestra, una pérdida significativa de CNT, de colonias, tanto CFU-GM como

BFU-E, y de viabilidad en el intervalo estudiado desde la aféresis hasta el lavado de los PH.

En el anélisis por tipo de lavado de las variables anteriores, no encontramos diferencias

estadisticamente significativas. Respecto al recuento de las células CD34" no observamos

cambios significativos, ni en el estudio de la muestra total ni por subgrupos de tipo de

lavado.

En la tabla 39 se muestran los porcentajes de recuperacién de células o colonias

correspondientes.

Tabla 38. Comparaciones entre aféresis y lavado por proceso

SSA Voluven p
p tipo de lavado x
Variable Aféresis Lavado Aféresis Lavado afer/lav afer/lav
CNT 32970,80 25451,38 40954,86 32108,47
(x100) (+£2854,82) (+1483,00) (+£2278,85) (+1971,61) <0,001 0,634
CD34 196,96 213,82 254,77 250,25
(x106) (£17,34) (+18,79) (£32,39) (+37,89) 0,376 0,126
CFU-GM 59,07 35,17 57,61 41,96
(x208) (+5,50) (£2,94) (£7,52) (+5,39) <0,001 0.272
BFU-E 46,69 31,45 84,81 75,99
(x106) (+4,76) (£3,13) (£7,81) (£7,56) 0,004 0,437
- 90,98 76,62 93,46 78,32
Viabilidad (+0.80) (+0,87) (£1.04) (+116) <0,001 0,653

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 39. Recuperacion entre aféresis y lavado por proceso

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x106) 85,25 % (+2,43) 77,96 % (+1,83)
CD34 (x109) 110,04 % (+355) 102,86 % (+4,62)

CFU-GM (x1069) 83,67 % (6,32) 104,25 % (11,59)
BFU-E (x106) 144,11 % (+18,76) 125,99 % (+17,82)
Viabilidad 84,92 % (+1,11) 84,97 % (x1,86)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.4.3.Andlisis por TRASPLANTE

Los analisis realizados por trasplante, mostrados en la tabla 40, reflejan en el analisis

total de la muestra, una pérdida significativa de CNT, de colonias, tanto CFU-GM como

BFU-E, y de viabilidad en el intervalo estudiado desde la aféresis hasta el lavado de los PH.

En el anélisis por tipo de lavado de las variables anteriores, no encontramos diferencias

estadisticamente significativas. Respecto al recuento de las células CD34" no observamos

cambios significativos, ni en el estudio de la muestra total ni por subgrupos de tipo de

lavado.

En la tabla 41 se muestran los porcentajes de recuperacion de células o colonias

correspondientes.

Tabla 40. Comparaciones entre aféresis y lavado por trasplante

SSA Voluven p
p tipo de lavado x
Variable Aféresis Lavado Aféresis Lavado afer/lav afer/lav
CNT 44647,96 34465,41 52656,25 41282,32
(x100) (+4648,60) (+£3002,33) (+4486,30) (+£3532,03) <0,001 0,756
CD34 266,67 289,55 327,57 321,71
(x106) (+20,26) (£21,90) (£37,90) (+45,75) 0,358 0,122
CFU-GM 80,02 47,62 74,37 54,18
(x208) (+7,41) (*3,67) (+£9,03) (+6,51) <0,001 0,242
BFU-E 63,25 4258 109,52 98,05
(x208) (+6,59) (+4,30) (+9,63) (+9,57) 0,005 0,411
A 90,78 75,40 92,73 78,62
Viabilidad (+0.94) (+1.03) (+129) (+1.19) <0,001 0,521

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Anova de medidas repetidas)

Tabla 41. Recuperacion entre aféresis y lavado por trasplante

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven
CNT (x108) 82,27 % (x2,45) 78,14 % (x1,97)
CD34 (x109) 108,78 % (+3,65) 98,52 % (+3,80)

CFU-GM (x106) 78,36 % (+6,49) 97,14 % (+10,14)
BFU-E (x106) 133,20 % (%20,79) 111,51 % (%10,70)
Viabilidad 83,78 % (x1,32) 86,24 % (x2,18)

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza)
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2.5.Resumen de resultados del estudio del producto celular a lo largo del proceso

Efecto del paso del producto fresco (aféresis) al producto descongelado

¢

¢

Andlisis por bolsa: pérdida significativa de CFU-GM, BFU-E, y viabilidad total
(p<0,001), con una ganancia significativa de las células CD34" (p=0,013).EI recuento de
CNT no experimenta cambios significativos (grafico 8).

Andlisis por proceso y por trasplante: Las células CD34" no sufren cambios significativos.
Resto igual que en el anlisis por bolsa.

Efecto del lavado sobre los PH descongelados, partiendo del producto descongelado

&

Analisis por bolsa: pérdida significativa de CNT (p<0,001) tras el lavado para el total de
la muestra (grafico 8), mayor para el subgrupo lavado con SSA (p<0,001) (grafico 9y 10).
El resto de variables estudiadas no presenta cambios estadisticamente significativos tras
el lavado (grafico 8) y tampoco diferencias al comparar por tipo de lavado (grafico 9 y
10).

Andlisis por proceso y por trasplante: perdida significativa de CNT (p<0,001) tras el lavado
para el total de la muestra; en este caso sin diferencias significativas al comparar por tipo
de lavado. Para el resto de variables analizadas, la Unica diferencia respecto al andlisis por
bolsa, es la ganancia significativa de CFU-GM (p=0,035) tras el lavado, sin diferencias al
comparar por tipo de lavado.

Efecto del lavado sobre los PH descongelados, partiendo del producto fresco (aféresis)

¢

Andlisis por bolsa: pérdida significativa de CNT, de CFU-GM y BFU-E, y de viabilidad
(p<0,001); siendo la pérdida de CFU-GM significativamente mayor en el caso del
subgrupo lavado con SSA (p=0,011). Para el resto de variables la comparacion por tipo
de lavado no muestra diferencias estadisticamente significativas. Las células CD34"

permanecen inalterables.

Andlisis por proceso y por trasplante: resultados comparables a los obtenidos en el andlisis
por bolsa, con la Unica diferencia que en este caso, los dos tipos de lavados se comportan
igual para todas las variables analizadas.
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Gréfico 8. Pérdidas celulares analizadas para el total de la muestra
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Gréafico 9. Pérdidas celulares en el subgrupo lavado con SSA
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Gréfico 10. Pérdidas celulares en el subgrupo lavado con Voluven®
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2.6. Estudio comparativo entre la tasa de contaminacion bacteriana del producto
de aféresis y el producto una vez lavado

Realizamos un estudio comparativo de la tasa de contaminacion bacteriana con los
resultados de los cultivos microbioldgicos en las bolsas de recoleccion de aféresis y en las
bolsas lavadas.

El planteamiento del estudio es idéntico al seguido en apartados anteriores.
Los resultados estan expresados Unicamente por bolsa, puesto que esta variable no

podemos agregarla.

Observamos que en el andlisis de la muestra total no hay diferencias significativas en
la tasa de aislamientos microbiolégicos en la comparativa realizada entre aféresis y lavados;
sin embargo, en el andlisis por tipo de lavado, la tasa de aislamientos microbiol6gicos decrece
de forma significativa tras el lavado en el subgupo lavado con Voluven® (tabla 42).

Tabla 42.Comparaciones entre aféresis y lavado por bolsa

SSA Voluven b
p tipo de lavado
Variable Aféresis lavado Aféresis lavado afer/lavt  x afer/lav
Microbiologia
Positiva 0,06 0,09 0,07 0,04
(Media+SEMm) (0,015) (20,019) (0,018) (20,014) 0,887 0,008

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza de medidas repetidas)

“p” aféresis/lavados=comparacion de la muestra global antes y después del lavado, partiendo del producto
fresco en la aféresis

“p” tipo de lavado x aféresis/lavado= comparacioén de ambos subgrupos segin la solucion de lavado empleada
antes y después del lavado, partiendo del producto fresco en la aféresis.

En las tablas mostradas a continuacion, se detalla el tipo de bacterias aisladas por
bolsa, en el momento de la aféresis y después del lavado, para cada subgrupo (tabla 43 grupo
lavado con SSA y tabla 44 grupo lavado con Voluven®)
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Tabla 43. Relacion de gérmenes bacterianos aislados en los cultivos de las bolsas antes y después del

lavado, en el grupo lavado con SSA.

N° bolsas
TPH con/tgrcr)llisr;a;das Aislamientos bolsas aféresis Aislamientos bolsas lavadas
lavadas
- e 1.Staphylococcus epidermidis 1.Staphylococcus epidermidis
2.Staphylococcus epidermidis 2.Staphylococcus epidermidis
w0 | o 2 St i LSty o
262 1/7 Negativo Staphylococcus warneii
260 1/2 Negativo BGN no fermentador
259 1/5 Negativo Staphylococcus warneii
238 1/1 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
234 1/1 Streptococcus viridans Negativo
228 1/3 Streptococcus sp Negativo
227 1/4 Negativo Streptococcus viridans
226 1/1 Staphylococcus epidermidis Negativo
1.Staphylococcus sp 1.Staphylococcus epidermidis
2.Staphylococcqs P 2.Staphylococcus epidermidis
T ] acniwastma | 3w e
303 1/1 Staphylococcus epidermidis Negativo
1.Negativo 1.Staphylococcus haemolyticus
325 3/7* 2.Negativo 2.Staphylococcus epidermidis
3.Negativo 3.Staphylococcus epidermidis
326 1/2 Negativo Corynebacterium spp
1.Negativo 1.Salmonella group
374 3/7* 2.Negativo 2.Staphylococcus warneii
3.Negativo 3.Staphylococcus epidermidis

*Las bolsas contaminadas pertenecen a distintos procesos de aféresis.
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Tabla.44. Relacion de gérmenes bacterianos aislados en los cultivos de las bolsas antes y después del
lavado, en el grupo lavado con Voluven®

NC° bolsas
Ne° contaminadas . , — . .
TPH /bolsas Aislamientos bolsas aféresis Aislamientos bolsas lavadas
lavadas

1.Staphylococcus epidermidis :
2.Staphylococcus epidermidis %'mgggmg

331 4/10 3 Staphylococcus epidermidis 3'N eg ativo
4 Staphylococcus epidermidis 4.Staphylococcus epidermidis

357 9/2 1.Staphylococcus epidermidis 1.Negativo
2.Staphylococcus epidermidis 2.Negativo
1.Staphylococcus epidermidis 1.Staphylococcus epidermidis
2.Staphylococcus epidermidis 2.Staphylococcus epidermidis

399 4/4*
3.Staphylococcus epidermidis 3.Staphylococcus epidermidis
4.Staphylococcus epidermidis 4.Staphylococcus epidermidis

1. Streptococcus mitis 1.Streptococcus sanguis
41l 2/2 2. Streptococcus mitis 2.Negativo

*Las bolsas contaminadas pertenecen a distintos procesos de aféresis.
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3. Estudio del injerto

3.1.Estudio de eficacia del procedimiento de lavado comparando las
caracteristicas del injerto en ambos subgrupos segun la solucién de lavado
empleada

3.1.1. Tiempos de injerto leucocitario y plaquetar

En la tabla 45, se muestran los resultados referentes a los tiempos de injerto
comparando ambos subgrupos por tipo de solucion de lavado empleada. No se encontraron
diferencias significativas.

Tabla 45. Tiempos de injerto por tipos de lavado

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven p
Dias Leucocitos 10,55 (+0,16) 11,03 (+0,29) 0,132
Dias RAN 11,29 (+0,34) 12,02 (+0,38) 0,169
Dias Plaquetas 13,19 (0,71) 14,77 (+1,90) 0,376

Nota: Entre paréntesis % error estandar de la media. (Test t-Student para muestras independientes)

Todos los pacientes alcanzaron el injerto de leucocitos en un maximo de 21 dias para
el subgrupo lavado con SSA y de 22 dias para el subgrupo lavado con Voluven®.

Todos los pacientes alcanzaron el injerto de RAN en un méaximo de 34 dias para el
subgrupo lavado con SSA 'y de 27 dias para el subgrupo lavado con Voluven®.

Para el injerto de plaquetas, el rango maximo por subgrupos fue de 113 dias para un
paciente del subgrupo lavado con Voluven® y de 50 dias para un paciente del subgrupo
lavado con SSA.

A continuacién, estan representadas las graficas de cinética de injerto para leucocitos

(grafico 11), RAN (grafico 12) y plaquetas (grafico 13) para cada uno de los subgrupos por
tipo de solucién de lavado.
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Grafico 11. Cinética de injerto de Leucocitos
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Grafico 12: Cinética de injerto de RAN (recuento absoluto de neutréfilos)
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Grafico 13. Cinética de injerto de plaquetas
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3.1.2. Requerimientos transfusionales

En la tabla 46, se muestran los resultados referentes a los requerimientos
transfusionales, comparando ambos subgrupos por tipo de solucion de lavado empleada. No

se encontraron diferencias significativas.

Tabla 46. Transfusiones requeridas por tipo de lavado

Tipo de lavado

Variable £SEM SSA Voluven p
Transfusiones CH 2,03 (+0,34) 2,15 (+0,42) 0,833
Transfusiones PLQ 2,62 (+0,24) 2,51 (+0,33) 0,789

Nota: Entre paréntesis % error estandar de la media (test t-Student para muestras independientes)
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4. Estudio de seguridad

4.1. Estudio de seguridad del procedimiento de lavado, segun la solucion
empleada

4.1.1. Tasa de aislamientos microbioldgicos en los pacientes

En este apartado consideramos los aislamientos microbioldgicos bacterianos
recogidos de muestras del paciente en sangre, orina y heces.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas, tal y como se muestra
en la tabla 47.

Tabla 47. Aislamientos microbiolGgicos en pacientes por tipo de lavado (test Chi-cuadrado)

Variable Tipo de lavado p
SSA Voluven
Aislamientos | Positivos
microbiol6gicos | Ntmero (%) 18 (19.1) 15 (246) 0270
Negativos 76 (80,9) 46 (75,4)

Namero (%)

(Test Chi-cuadrado)

En la tabla que viene a continuacion (tabla 48) se detalla el tipo o tipos de bacterias

aisladas en las muestras de los pacientes, seguin pertenezcan a un subgrupo u otro.
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Tabla 48. Relacion de gérmenes bacterianos aislados en los cultivos de las muestras tomadas a los
pacientes trasplantados.

N° TPH TPH lavados con SSA N° TPH TPH lavados con Voluven
267 o 406 Klebsiella pneumonia (sepsis)
Staphylococcus epidermidis Clostridium diffcile
A2 Enterococcus faecium 29 Toxina Clostridium difficile
314 Enterococcus faecium 360 Campylobacter jejun
322 Staphylococcus epidermidis y 363 :
Staphylococcus hominis Enterococcus faecium
St Toxina Clostridium difficile e Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus sp = Enterococcus faecium
300 Salmonella enteritidis 376 Klebsiella BLEA
. 337 -
306 Staphylococcus hominis Staphylococcus hominis
Uite Staphylococcus epidermidis S Staphylococcus hominis
Stapylococcus epidermidis
241 Shewanella putrefaciens 373 S
Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus epidermidis
. Enterococcus faecium
290 Enterococcus faecium y 397 R
Campylobacter jejuni Escherichia col
e Staphylococcus hominis = Escherichia coli
2t Staphylococcus epidermidis 2 Enterococcus faecium
. Escherichia coli (urocultivo)
e Enterococo faecium 258 Proteus mirabilis (urocultivo)
238 Staphylococcus epidermidis 356 Enterobacter cloacae
Staphylococcus  haemolyticus Klebsiella pneumoniag
As Enterococcus faecium
280 Enterococcus faecium
Staphylococcus epidermidis
Corynebacterium
Uit Staphylococcus haemolyticus
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4.1.2.Dias de fiebre y dias de hospitalizacion
En ambos casos hemos contando a partir del dia de la infusion (dia 0).

En la tabla 49 se muestran los resultados de dicho andlisis. No se encontraron
diferencias significativas entre ambos subgrupos.

Tabla 49. Dias de fiebre y de hospitalizacion por subgrupos

Tipo de lavado

Variable SSA Voluven p
Dias fiebre 1,58 (+0,26) 1,97 (+0,41) 0,410
Dias hospitalizacion 18,07 (+0,92) 17,51 (+1,14) 0,701

Nota: Entre paréntesis % error estandar de la media (test t-Student para muestras independientes)

4.1.3.Reacciones adversas de la infusién

Unicamente observamos cuatro eventos adversos en tres pacientes. Todos
pertenecian al subgrupo que recibieron progenitores hematopoyéticos lavados con Voluven®.
No registramos ningln evento en el grupo lavado con SSA.

Las reacciones adversas fueron las siguientes:

e Una paciente de 48 afios diagnosticada de un Linfoma difuso de células grandes
B y con historia previa de encefalitis viral, sufri6 una crisis epiléptica
claramente relacionada con la velocidad de infusion. Esta misma paciente
presentd nauseas/vomitos grado 2. Es de resefiar que esta paciente preciso un

segundo trasplante y no presentd ninguna reaccion infusional en esa ocasion.

eOtra paciente de 52 afios y también diagnosticada de un Linfoma difuso de
células grandes B sufrié nduseas grado 1 autolimitadas.

e Un paciente de 47 afios diagnosticado de una Amiloidosis primaria present6 un
cuadro de hipotension arterial transitorio.
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4.1.4. Cifras de creatinina basal y en el momento del alta hospitalaria

Se contrastaron en ambos subgrupos, segun el tipo de lavado, los datos referentes a
las cifras de creatinina en el momento previo a la infusion (creatinina basal) y en el
momento del alta (creatinina al alta), considerando el dafio potencial que puede ejercer el

Voluven® sobre el rifidn en los pacientes criticos.

Los resultados expuestos en la tabla 50, muestran que cuando comparamos las cifras
de creatinina basales con las cifras en el momento del alta para el total de la muestra,
existe un descenso de las cifras de creatinina estadisticamente significativo, no existiendo
diferencias significativas entre ambos subgrupos por tipo de lavado.

Tabla 50. Comparacion de las cifras de creatinina basales y al alta

SSA Voluven _ P
p tipo de lavado x
Variable Basal Al alta Basal Al alta basal/alta basal/alta
Creatinina
mg/dL 1,12 (0,12) 0,96 (0,10) 0,84 (x0,06) 0,64 (+0,06) 0,001 0,751

Nota; Entre paréntesis =+ error estandar de la media (Analisis de la varianza de medidas repetidas)
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La evolucién del trasplante aut6logo ha sido posible gracias al desarrollo de los
métodos de criopreservacion, que permiten conservar la viabilidad del tejido hematopoyético
medular durante largo tiempo (258,259).

El trasplante de sangre periférica se inicid en 1962, con la demostracion de la
existencia de progenitores hematopoyéticos en la sangre de ratones por Goodman vy
Hodgson (260). Fue en la década de los 80 cuando se uso se generaliz6 como fuente de
progenitores hematopoyéticos para trasplante (261).

Hoy en dia el trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica constituye un procedimiento terapéutico ampliamente utilizado, con indicaciones

solidamente establecidas y otras en proceso de evaluacion experimental.

La infusion directa de productos celulares descongelados se ha relacionado con la
aparicion de reacciones adversas muy variadas, desde sintomas leves como nauseas y
vomitos, hipotension/hipertension, calambres abdominales, diarrea, sofocos y escalofrios,
hasta sintomas de riesgo vital como arritmias cardiacas, encefalopatia, fallo renal agudo y
depresion  respiratoria  (5,152,156,159,160,168,173,175,177,182,262). Estas reacciones
adversas se han atribuido en algunos casos a la presencia de DMSO (175,178,179,182) y en
otros casos se ha postulado la participacion de factores adicionales como la lisis de hematies
(262,263) o0 la infusibn de un alto numero de granulocitos dafiados durante la
criopreservacion (159,160,264,265). Para evitar la aparicion de estas reacciones adversas
relacionadas con la infusion, muchas instituciones han optado por limitar la cantidad total de
DMSO que se puede infundir de una sola vez. Otras, entre las que se incluye nuestro grupo,
han optado por evaluar protocolos de lavado para eliminar el DMSO y detritus organicos.

Los factores que pueden contribuir a las reacciones adversas tras la infusion son
muchos. Pero ademas, los mecanismos bioldgicos por los cuales suceden son complejos y no
son conocidos completamente. Entre ellos, y como los més probables, se incluyen: el propio
DMSO contenido en las células criopreservadas (163,166,200), la presencia de agregados
celulares y restos de células muertas tras la descongelacion (176), lisis de eritrocitos con
liberacion de hemoglobina, electrolitos y fragmentos de membrana (200), la concentracion de
células nucleadas totales y el volumen de la suspension (152,159,160), la baja temperatura de
los productos infundidos (200), el desequilibrio electrolitico (175,200), y la premedicacion

previa a la infusién (corticoides, diuréticos, antihistaminicos y antieméticos) usada para
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neutralizar el efecto de la liberacion de histamina provocada por el DMSO, pero que puede
originar bradicardia (160,200). Otros factores propios del paciente como la edad, el peso, el
sexo y alguna enfermedad especifica pueden contribuir a la aparicion de reacciones adversas.
Por ejemplo, las mujeres jovenes tienen mayor riesgo de padecerlas que los varones mayores.
También se observan mas reacciones adversas en pacientes con linfoma de Hodgkin que en
pacientes con linfoma no-Hodgkin o Mieloma multiple (160). Finalmente, también pueden
influir en su aparicién los tratamientos citostaticos previos (163) o fendmenos relacionados
con el propio proceso de la infusion, como pueden ser la velocidad de la infusion y el tiempo

que transcurre entre la descongelacion y la infusion.

Por otro lado, diversos estudios indican que la exposicion prolongada al DMSO
puede afectar a la funcionalidad de los progenitores hematopoyéticos, influyendo en la
capacidad de injerto; aunque probablemente las frias temperaturas y la exposicion a corto
plazo, minimizan cualquier impacto nocivo. En esta linea algunos estudios han demostrado
que la exposicién prolongada al DMSO puede tener un impacto directo sobre la funcion
celular y su crecimiento, interfiriendo en su metabolismo, actividad enzimética, ciclo celular y
apoptosis (266). Se postula también que puede afectar a la concentracion de calcio
intracelular (267). EI DMSO puede inducir o inhibir la apoptosis y la diferenciacion medular,
dependiendo del tipo de célula, del estado de desarrollo o diferenciacion celular, de la
concentracion y del tiempo de exposicion al DMSO (266,268,269). Una concentracion de
DMSO al 10% es hiperosmotica (2500-3000 mOsm), por lo que la infusion rapida de PH
criopreservados en el torrente sanguineo del receptor (isosmético) podria causar una
hiperhidratacién celular y un dafio osmdtico que conduciria a la muerte celular (270,271),
pudiendo afectar al injerto.

La infusion de DMSO puede inducir la liberacion de histamina y puede afectar al eje
cortico limbico-hipotalamico causando vOmitos, nauseas, diarrea, dolor de cabeza,
sudoracion, escalofrios, disnea, anafilaxis, vasodilatacibn e hipotensién, molestias
abdominales o pulmonares, etc. (5,7,154,158,159,189,200). Se han descrito reacciones
adversas neurotdxicas como dosis dependientes de DMSO (153,159,167,168). De manera
similar el DMSO puede causar disfunciones renales y hepéticas y complicaciones
cardiovasculares tras el trasplante (155,175). Donmez et al. (160) demostraron que el
contenido de DMSO fue significativamente mas alto en pacientes con reacciones adversas y
también mas alto en pacientes con complicaciones cardiacas, comparado con efectos

adversos de otra indole. En muchos estudios se ha demostrado que los efectos adversos
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relacionados con el DMSO son dosis dependientes y pueden acumularse en casos de
mdaltiples terapias celulares (7,154,157,159,176,272). En pacientes pediatricos los efectos
adversos son mas severos (7), quizas debido al menor peso. Junior et al. (153) recomiendan
que la dosis maxima de DMSO infundida debiera ser ajustada al peso (1 g DMSO por Kg de
peso).

En nuestra serie, donde el total de pacientes (n=158) reciben progenitores
hematopoyéticos lavados, Unicamente observamos 4 reacciones adversas en 3 pacientes
(1,6%), todos ellos pertenecientes al subgrupo lavado con Voluven®. Este dato contrasta con
el 26,4% de reacciones infusionales, observadas en el grupo control no sometido a lavado de
PH, que publicé nuestro grupo en 2012 (11). Las reacciones adversas descritas en nuestra
serie actual han sido: nauseas grado 1, nauseas/vomitos grado 2, hipotension y una crisis
epiléptica relacionada con el ritmo de infusion en una paciente con historia previa de
encefalitis viral. Todos eran pacientes con menos de 65 afios (47, 48 y 52 afios). Dos de ellos
eran mujeres, ambas con el diagnostico de un Linfoma difuso de células grandes B, y un
varon con el diagndstico de Amiloidosis primaria. Dado que no disponemos de la
cuantificacion de DMSO residual en el producto lavado, no podemos descartar con
seguridad que los efectos adversos descritos pudieran estar en relacion con éste u otros
factores. Pero una observacién importante es que los tres pacientes que presentaron
reacciones adversas recibieron una dosis de CNT que practicamente doblaba a la media
recibida por su grupo (9,07 x 10%/kg, 10,29 x 10°/kg y 10,46 x 10°/kg respectivamente frente
a la media de 5,76 x 10°/kg CNT); por otra parte estos pacientes también recibieron la
infusion de practicamente el doble de bolsas que la media infundida (5, 4 y 4 bolsas
respectivamente frente a la media de 2,71 bolsas infundidas).

Fois et al. (152) comunicaron un mayor numero de efectos adversos cuando se
infundian un alto ndmero de células y recomendaban en estos casos, que al menos se
preparasen dos alicuotas y se infundieran por separado. También observaron més reacciones
infusionales cuando las bolsas contenian agregados tras la descongelacién, a pesar de utilizar
filtros de 170-um durante la infusion. Estas bolsas con agregados mostraban una tendencia a
tener una mayor concentracion celular, aunque no llegaba a alcanzar significacion estadistica.
Los autores se cuestionan si estos agregados celulares podrian inducir la liberacion de
citoquinas, que podrian ser las responsables de los efectos sistémicos en los pacientes

durante la infusion.
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Ademas de las reacciones infusionales, otros factores que hemos tenidos en cuenta a

la hora de valorar la seguridad del procedimiento en el paciente, fueron:

Los dias de fiebre y los dias de hospitalizacidn, sin encontrar diferencias
significativas al comparar ambos subgrupos. La media de dias de fiebre fue 1,58 y
1,97 para SSA y Voluven® respectivamente. Y la media de dias de hospitalizacion fue
de 18,07 y 17,51 para SSA y Voluven® respectivamente. En el estudio publicado en
2012 por nuestro equipo (273), apreciamos una media de dias fiebre de 3,23 dias en
los TPH del grupo no sometido a lavado de PH, y de 1,43 dias en los TPH del grupo
lavado (p=0,0002). Respecto a los dias de hospitalizacion obtuvimos una media de
16,86 dias en los TPH del grupo no lavado, y de 17,26 dias en los TPH del grupo
lavado (p=0,737). Siendo los resultados en el grupo de TPH libre de DMSO,
comparables a los de la serie actual.

El riesgo de insuficiencia renal, analizado teniendo en cuenta el dafio potencial que
puede ejercer el Voluven® sobre el rifidn en el caso de pacientes criticos, tal como lo
hizo constar una alerta publicada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) el
14 de Junio de 2013. Esta alerta recomendaba suspender el uso en pacientes criticos
de soluciones que contuvieran hidroxietil almidon, basandose en datos recientes que
mostraban que en pacientes adultos criticos las soluciones de HES incrementan el
riesgo de muerte y de insuficiencia renal grave. La revision fue realizada por la
agencia de medicamentos de Alemania (274), el Instituto Federal de Medicamentos y
Productos Sanitarios (BfArM), tras tres recientes estudios (275-277) donde HES se
compard con cristaloides para la reposicion de volumen en pacientes en estado
critico. Los estudios mostraron que los pacientes con sepsis grave tratados con HES
tenina un riego aumentado de lesion renal con requerimiento de dialisis.

Para dicho andlisis comparamos las cifras de creatinina basal (antes de la
infusion) con las cifras de creatinina en el momento del alta. Primero lo hicimos para
el total de la muestra, observando un descenso de las cifras de creatinina
estadisticamente significativo. En segundo lugar, realizamos el anélisis por tipo de
lavado, sin obtener diferencias estadisticamente significativas. La media de creatinina
basal fue 1,12 mg/dL y 0,96 mg/dL al alta en el subgrupo lavado con SSA. Para el
subgrupo lavado con Voluven® la media de creatinina basal fue 0,84 mg/dL y 0,64
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mg/dL al alta. Todos los pacientes con insuficiencia renal crénica (total 7) eran
pacientes diagnosticados de un Mieloma Multiple, tres de ellos en hemodidlisis desde
antes del trasplante. Ningun paciente precisé iniciar programa de dialisis tras la
infusion.

e Latasa de aislamientos bacteriol6gicos en pacientes. Los gérmenes aislados mas
frecuentemente fueron: Enterococcus facium, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus hominis y Escherichia coli, por ese orden. No encontramos
diferencias significativas en el andlisis por tipo de lavado cuando analizamos la tasa de
aislamientos microbioldgicos. El porcentaje de aislamientos positivos fue del 19,1%
en el grupo SSA y del 24,6% en el grupo de Voluven®. Cuando contrastamos
nuestros datos con los publicados anteriormente por nuestro equipo (273),
observamos que los resultados actuales muestran una tasa de aislamientos
microbioldgicos discretamente mas alta respecto a los TPH del grupo sometido a
lavado (un 18,75% frente a un 24,6%). Debemos tener en cuenta, que entonces solo
se contabilizaron los cultivos de los pacientes que presentaron fiebre y por otro lado,
se incluyeron en el recuento a las reactivaciones virales. En el grupo no lavado

obtuvieron una tasa de aislamientos microbioldgicos del 25%.

Cuando contrastamos los datos de los cultivos positivos en especimenes de
pacientes con los aislamientos bacterioldgicos en las bolsas de PH lavadas,
encontramos que tres pacientes con cultivos positivos recibieron bolsas de PH
contaminadas. Sin embargo, en ninguno de los casos el patdgeno aislado fue el
mismao.

Dado que es dificil confirmar si la patogénesis de las complicaciones es sélo por la
infusion del DMSO o por otros multiples factores descritos anteriormente, aln existe debate
sobre los beneficios de eliminar el DMSO antes de la transfusion. El grupo de Cérdoba et al.
(159) demostrd la presencia de reacciones adversas pese a la eliminacién del DMSO vy el
bloqueo adecuado de la histamina, sugiriendo que otros factores como el nimero de
granulocitos podian tener mas peso que el contenido de DMSO. Aunque son muchos los
investigadores  que esttan a favor de la  eliminacion del DMSO
(10,152,154,157,158,160,163,175,177,189,197,200,202,278), la falta de consenso ha
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provocado que las agencias reguladoras no dictaminen normas especificas en cuanto a la
eliminacion del DMSO, dejando la toma de decisiones en manos de médicos e instituciones
clinicas. La pregunta fundamental que nos planteamos es: ;cOmo podemos evitar la toxicidad
del DMSO sin que ello afecte cuantitativamente ni cualitativamente al in6culo?.

Las estrategias aplicadas para prevenir los efectos adversos relacionados con la
infusion son mudltiples. Desde practicas de uso generalizado, como la administracién de
premedicacion antes de la infusion (158,197) y la disminucion de la velocidad de infusién
(158,159,197), a otras técnicas mas concretas como las descritas a continuacion:

a. Fraccionamiento en multiples alicuotas infundidas con horas o dias de intervalo

(152,153,158,272). Poco operativo en la practica diaria.

b. Criopreservacién a altas concentraciones, permitiendo una reduccién de volumen
Yy, en consecuencia, una reduccion del contenido de DMSO (124,193,194,196,279—
281). Rowley et al. establecieron que las concentraciones celulares altas en el
producto criopreservado (hasta 560 x 10°élulas/mL) son bien toleradas, sin
asociarse con efectos adversos significativos y con buenos resultados clinicos (115).
Se encontraron resultados similares en estudios posteriores de Kawano et al. (282) y
Cabezudo et al. (124). Para la préactica clinica una concentracion celular de 200 x
10°células/mL se muestra asequible (115,283,284). En nuestra serie la concentracion
celular maxima permitida se establecié en 150 x 10°/mL.

c. Concentraciones de DMSO<10% o su uso en combinaciébn con otros
crioprotectores. El crioprotector estandar es el DMSO que por lo general se usa a
concentraciones del 10%, combinado con solucion salina y alblmina sérica (145,285
287), escogido por su seguridad y por no ser toxico para las células progenitoras
(145). Sin embargo, la infusion de DMSO se asocia con la presencia de multiples
reacciones adversas. Simplemente con la reduccion del DMSO a un 5%, puede
disminuir su toxicidad, reducirse la liberacibn de componentes intracelulares
procedentes de células muertas (288) y mejorar la cinética de injerto (191). Por debajo
del 5% de DMSO la recuperacion celular se podria ver afectada, por lo que se
recomienda su combinacién con otros agentes crioprotectores como por ejemplo:
6% hidroxietil almidén + 5% DMSO tal y como describen Keung y Rowley
(148,191).
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Constituyen métodos de conservacién alternativos para la criopreservacion, el
propilenglicol (una combinacion de alfa tocoferol, catalasa, y acido ascorbico) y la
trehalosa, como crioprotector intra y extracelular (289-291). En los Gltimos 20 afios
la trehalosa captd gran interés gracias a sus propiedades Unicas. Tiene una
temperatura de transicion vitrea alta y es muy efectiva formando un fragil estado
vitreo que sirve de proteccién a las células durante la congelacion/descongelacién y
secado, manteniendo asi la estabilidad termodinamica de las membranas celulares e
inhibiendo la transicion de la fase lipidica (292-294). Pero el DMSO sigue siendo el
crioprotector mas utilizado para la criproteccion de los progenitores hematopoyéticos
en la actualidad.

Existen datos preclinicos interesantes que demuestran que el proceso de
congelacion-descongelacion se asocia con la activacion de las caspasas, lo que sugiere
que la apoptosis juega un papel importante en la criolesion de los injertos
trasplantados. Demostrando que la adicion del inhibidor de caspasa zZVAD-fmk,
tanto si se afiade a la solucién de congelacion como al medio de cultivo tras la
descongelacion, mejora en gran medida la recuperacion y supervivencia de las células

criopreservadas, lo cual representa una intrigante perspectiva de futuro (295).

Pero cualquiera de las técnicas citadas anteriormente, solo consigue una
reduccién limitada del crioprotector y de los restos celulares derivados de la lisis
celular postdescongelacion.

Lavado de los progenitores hematopoyéticos para la eliminacion del DMSO. El
protocolo de lavado estandar actual se basa en el protocolo “New York Blood
Center” (4). El proceso de lavado para la eliminacion del DMSO tras la
descongelacion de los PH, ya sea de sangre periférica, médula ésea o sangre de
cordon umbilical, puede considerarse ain como modelo en el que se asume que el
DMSO tiene un efecto toxico sobre los PH descongelados (4,290). Sin embargo,
existen estudios posteriores que cuestionan este punto, sugiriendo la resistencia de las
células progenitoras a la exposicion del DMSO (145,287). De cualquier modo, su
eliminacién del in6culo reduce la toxicidad sobre el receptor, ya que el grado de
toxicidad del DMSO es proporcional a su concentracion (296). Incluso se sugirié que
la eliminacion del DMSO podia mejorar el injerto (297), aunque no parece que haya
datos convincentes (164). Se ha comprobado que este procedimiento es seguro y se
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asocia con una recuperacion razonable de CNT y de células CD 34" (199). El método
manual de centrifugacion descrito por Rubinstein et al. en el afio 1995 (4) ha sido el
mas ampliamente utilizado por su alta disponibilidad (162,173,197,200,202). En su
contra tiene que es proceso muy laborioso, que puede producir agregados celulares
con pérdidas de progenitores hematopoyéticos, activacion celular y riesgo de
contaminacion bacteriana del producto (298,299). Por esta razén en los Ultimos afios
se han introducido nuevos dispositivos de lavado automatico de células con buenos
resultados (146,179,200,202).

Otra hipotética ventaja del lavado de los progenitores hematopoyéticos para la
eliminacién del DMSO es el efecto sobre el choque osmotico en el momento de la
entrada en el torrente circulatorio, al disminuir la hiperosmolaridad del producto tras
la eliminacion del DMSO vy, consecuentemente, amortiguando el choque osma@tico.
Rodriguez L et al. demostraron experimentalmente que el estado de las células
descongeladas, tras someterlas a una dilucion directa en medio isotonico, mejord
significativamente mediante la aplicacion de una etapa de equilibrio osmético previa
de 5 minutos a 4°C en un medio hiperosmolar de Dextrano 40-Albumina. Lo que
sugiere que la estabilidad osmotica de los productos hematopoyéticos tras la
descongelacion podria resultar en una menor pérdida de progenitores, al evitar el
cambio brusco de osmolaridad a su llegada al torrente circulatorio y, potencialmente,
ocasionar una mejora en los resultados clinicos de recuperacion hematoldgica (111).
Rubinstein también experimentd con la dilucion al 1/20 en plasma aut6logo de
muestras de SCU descongeladas, comunicando una disminucion de la viabilidad del
20%-30% (4).

Finalmente, la eliminacién del crioprotector en productos hematopoyéticos es
beneficiosa para la conservacion ex vivo del injerto a medio-largo plazo. Rodriguez L
et al. demostraron que la presencia de DMSO redujo el recuento celular (50%), la
capacidad clonogeénica (60%) y la viabilidad de las células CD34" en el plazo de una a
dos horas postdescongelacion, incluso conservando las muestras a 4°C (111).

Nuestro grupo desde el afio 2008, con el propdsito principal de reducir los
efectos adversos asociados a la infusion, fundamentalmente en la poblacion
pediatrica, optd por aplicar una técnica de lavado para la eliminacién del DMSO,
utilizando un el sistema automético y cerrado de lavado, Sepaxe.
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Son muchos los métodos y aparatos que se han aplicado para eliminar el DMSO de
los productos criopreservados. Por otra parte, se han evaluado para la eliminacion del
crioprotector aparatos desarrollados comercialmente para otros usos, como el ya
descatalogado Cytomate® (200,201,300), el Sepax® (202,203) y la Cobe® 2991 (152,199). Los
dos ultimos funcionan por medio de centrifugacion y el Cytomate por filtrado a través de
una membrana rotatoria. Todos ellos tienen a favor que son procesos automaticos y menos
laboriosos, con bajo riesgo de contaminacion bacteriana. En su contra tienen el alto coste y la
potencial pérdida celular debido a la centrifugacién y eliminacion del sobrenadante que puede
contener células, ademas de la formacion de agregados celulares y el dafio osmotico ejercido
por la solucion de lavado. Recientemente se han desarrollado experimentalmente para la
eliminacién del DMSO nuevas tecnologias y métodos, sin el uso de la centrifugacion. Por
ejemplo un dispositivo de microfluidos investigado por Fleming et al. para muestras
pequefias (301,302) que a través de la difusién elimina el DMSO de las suspensiones
celulares. Ding et al. (303) propusieron un efectivo método de dialisis para la eliminacién del
DMSO usando médulos de fibra hueca con membranas semipermeables. Zhou et al. (304)
han desarrollado un nuevo método y sistema de dilucién-filtracion que puede ser usado para
controlar con precision el proceso para reducir la concentracion del crioprotector y prevenir
el dafio osmotico celular. Los datos de la investigacién sugieren que este método puede ser
una estrategia rapida, segura, facil de manejar, automata y asequible con menos pérdida

celular y menor riesgo de contaminacion.

A continuacién y partiendo de nuestra hipotesis de trabajo, demostrar la eficacia y
seguridad del lavado de PHSP para la eliminacion del DMSO, comparando dos soluciones de
lavado distintas (SSA vs Voluven®) utilizando la Sepax® como instrumento de lavado,
contrastamos nuestros resultados con los publicados por otros investigadores. Para ello
seguimos el orden mostrado en el apartado de resultados.

e Efecto de la congelacién/descongelacién sobre los PH criopreservados

Cuando realizamos el andlisis por bolsa encontramos una pérdida significativa de
CFU-GM y BFU-E, y de la viabilidad total (p<0,001), con una ganancia significativa de las
células CD34" (p=0,013). El recuento de CNT no experimenta cambios significativos.
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En el andlisis agregado por proceso y por trasplante obtenemos los mismos
resultados, salvo que no encontramos cambios significativos en el recuento de CD34". Por lo
tanto, es preciso interpretar con cautela el resultado obtenido en el analisis por bolsa, ya que
podria estar influido por la suposicion inicial de que las células estan distribuidas
equitativamente en las bolsas congeladas.

R.Reich-Slotky et al. (Vox Sanguinis 2008) (305), estudian el efecto de la
congelacion en los PHSP tras la descongelacion, con los siguientes resultados:

* Muestra: 45 movilizaciones de donantes alogénicos (2) y autélogos (43): hemopatias
malignas (35) y enfermedades malignas no hematoldgicas (8).

- Tipo de TPH: SP.

- Crioprotector: 7,5% DMSO.

- Resultados:

Viabilidad: medida por azul de tripano o 7-AAD fue 74% y 57% respectivamente,
descenso debido mayormente a la pérdida de granulocitos.
CD34": recuperacion del 86,4 + 17,4% en el producto descongelado.

4 Comentario: Los datos de su estudio coinciden con los nuestros al obtener una alta
recuperacion de las células CD34" sometidas a criopreservacion y una pérdida de
viabilidad total tras la congelacién. Reich-Slotky et al. (305) publicaron que las células
CD34" son mas resistentes a los dafios producidos por la criopreservacion, como son el
choque osmotico y la formacion de cristales de hielo, debido a la diferente composicion

de la membrana celular y a un mayor volumen osmético inactivo.

e Efecto del lavado sobre los PH descongelados

Comparamos los datos en el momento de la descongelacion con los de las células
lavadas. Cuando realizamos el anélisis por bolsa, encontramos una pérdida significativa de
CNT (p<0,001) para el total de la muestra. Esta pérdida es mayor en el subgrupo lavado con
SSA (p<0,001). La recuperacion de CNT fue del 75% en el subgrupo lavado con SSA y del
79% en el lavado con Voluven. No encontramos cambios estadisticamente significativos en
el resto de variables estudiadas (CD34*, CFU-GM, BFU-E y viabilidad), tampoco al
comparar entre si ambos tipos de lavado.
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Cuando realizamos el analisis agregado por proceso y por trasplante, los resultados
obtenidos coinciden en demostrar una pérdida significativa de CNT (p<0,001) tras el lavado
para el total de la muestra; sin encontrar en este caso, diferencias significativas al comparar
por tipo de lavado. Por otra parte, difieren de los anteriores en que muestran una ganancia
significativa de colonias CFU-GM (p=0,035) tras el lavado, sin llegar a los valores
precongelacion y sin diferencias al comparar por tipo de lavado. Para el resto de variables los

resultados no varian.

En este apartado, donde comparamos productos descongelados con productos
lavados, consideramos que el analisis mas exacto es el realizado por bolsa, puesto que tiene
mayor numero de observaciones (411 bolsas frente a 211 procesos de aféresis y 158
trasplantes) y todas ellas cuentan con recuentos realizados directamente sobre la unidad

analizada, sin tener que calcular ninguna de las variables.

Syme et al. (ASBMT 2004) (157) analizan un método manual de lavado de PHSP
comparando con los recuentos del producto descongelado:

4 Muestra: 35 pacientes con cancer de mama sometidos a TPH lavados frente a 21 TPH
sin lavar.

- Tipo de TPH: SP.

+ Crioprotector: 10% DMSO.

* Meétodo de lavado: manual.

* Solucién de lavado: 1000 ml salino (0.9% CINa), 60 mL de ACD-A.

+* Resultados:
CNT: pérdida del 15 % de CNT, sin diferencias significativas respecto al grupo no
lavado.
Viabilidad: >80% en ambos grupos.
CD34™": pérdida de CD34" del 29%, aunque no se correlaciond con el tiempo de injerto.
Cultivos clonogénicos: tras el lavado observan una pérdida significativa de CFU-C (63,95
a 25,5, p=0,043) y un ganancia de BFU-E y CFU-GEMM no significativa respecto al

grupo no lavado.

* Comentario: en conformidad con nuestros resultados obtienen una pérdida de CNT
tras el lavado, aunque no significativa, manteniendo una buena viabilidad. En cambio
obtienen una pérdida de CD34" y de CFU-C.
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Calmels (BMT 2003) (200) analizan un método automaético de lavado de PHSP
comparando con los recuentos del producto descongelado.

2 d Muestra: estudio preclinico, 16 procedimientos de 39 bolsas destinadas a la
destruccion por muerte del receptor.

- Tipo de TPH: SP.

+ Crioprotector: 10% DMSO.

* Método de lavado: CytoMate™ (membrana de filtracion).

* Solucién de lavado: tamp6n PBS suplementado con: 5% Dextrano 40, 5% ACD-A, 1%
HSA.

+* Resultados:
CNT: recuperacion del 66%.
Viabilidad: 72%.
CD34": recuperacion del 66%.
Cultivos clonogénicos: recuperacion de CFU-GM del 63%.

* Comentario: tras el lavado obtienen unas recuperaciones cercanas al 70% en todas las
variables analizadas, marcadamente inferiores a los resultados constatados por nuestro
grupo y otros, como por ejemplo, el grupo de Rodriguez L et al. (146) que argumenta
que las diferencias con las recuperaciones de CD34" podrian estar influenciadas por la
calidad del producto descongelado.

Rodriguez et al. (Transfusion 2005) (146) analizan un método automatico de lavado
de PHSP comparando con los recuentos del producto descongelado:

* Muestra: 15 procedimientos en un total de 20 bolsas excluidas para TPH.

¥ Tipo de TPH: SP.

Crioprotector: 10% DMSO.

* Método de lavado: CytoMate.

¥ Solucién de lavado: PBS con 5% Dextrano-40, 5% HSA y 5% citrato sodico.

» Resultados:
CNT: recuperacién del 89% (sin diferencias significativas respecto al control no lavado).
Viabilidad: 87% (frente al 73 % en el grupo control no lavado, p=0,04).
CD34": pérdida despreciable en ambos grupos. Recuperacién del 103% en el grupo
lavado (frente al 94% del control no lavado, p=0,04 al comparar ambas recuperaciones).
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Cultivos clonogénicos. Recuperacion de CFU-GM del 91% (sin diferencias significativas
respecto al control no lavado).

Realizan lavados secuenciales, no juntan bolsas para su lavado, argumentando que en
experimentos anteriores encontraron mas agregados celulares cuando juntaron bolsas.
Las diferencias con las recuperaciones de CD34", respecto a las constatadas por Calmels
(66%) y Perotti (70%) podrian estar influenciadas por la calidad del producto
descongelado, con valores inferiores a los reportados con Rodriguez L.

4 Comentario: cuando comparan el grupo lavado frente al grupo control (no lavado)
demuestran que no hay diferencias significativas en el recuento de CNT y de cultivos
clonogénicos, mostrando en ambos grupos muy buenas recuperaciones de las variables
estudiadas. Unicamente muestran una pérdida significativa de CD34" en el grupo control
respecto al grupo lavado. Estos resultados son equiparables a los nuestros, pero con una
recuperacion de CNT superior.

Rodriguez et al. (Vox Sanguinis 2004)(202) comparan un método automatico de
lavado frente a un método manual, partiendo de los recuentos del producto descongelado:

* Muestra: 20 unidades de SCU: 10 sometidas a lavado con Sepax® y otras 10 sometidas
a lavado manual.

Tipo de TPH: SCU.

¥ Crioprotector: 10% DMSO.

Método de lavado: Sepax® S-100 frente método manual.

2 Solucién de lavado: Solucion salina suplementada con 7,5 % Dextrano-40 y 5%
albimina humana.

- Resultados:
CNT: recuperacion del 89% con Sepax® frente al 94% con método manual (p=NS).
Viabilidad medida mediante tincién de 7-AAD vy segun la poblacion analizada, tenemos:
38 % (CD 45%), un 5 % (Neutréfilos) y 94,5% (CD 34%).
CD34™: recuperacion del 94% con Sepaxe frente al 92% con método manual (p=NS).
Cultivos clonogénicos: recuperacion de CFU-total del 96% con Sepax® frente al 95% con

método manual (p=NS).
2 d Comentario: cuando comparan el método automatico frente al manual demuestran que
el recuento de CD34", de CNT y de CFU-total no sufren cambios significativos,

mostrando en ambos grupos muy buenas recuperaciones de las variables estudiadas.

151



DISCUSION

Unicamente observan una pérdida mayor de CNT, aunque no significativa, en el grupo
lavado con el método automatico. Su recuperacién de CNT es algo mayor que la nuestra.
Respecto a la viabilidad, demuestran como el responsable de su bajo valor (38%) es el
dafio severo que sufre la poblacién de granulocitos durante el proceso. Resultados

similares a los obtenidos con el lavado manual.

Sanchez-Salinas (Transfusion 2012) (11) analizan un método automatico de lavado

de PHSP comparando con los recuentos del producto descongelado:

-

Muestra: 46 procedimientos de 26 pacientes con hemopatias malignas y tumores
solidos.

Tipo de TPH: SP.

Crioprotector: 9% DMSO.

Método de lavado: Sepax® S-100.

Solucién de lavado: solucion salina con 2,5 % albdmina humana.

Resultados: se compara con un grupo control con 53 procesos de 26 pacientes:
CNT: recuperacion del 75,47% (p<0,001).
Viabilidad total: pasa del 78,13 en el producto descongelado al 76,05 en el producto
lavado (p=0,68).
CD34": recuperacion del 94,66% (p=0,08).

Comentario: estas observaciones iniciales de nuestro grupo se ven ahora corroboradas

con una muestra considerablemente méas amplia.

e Efecto global del proceso de congelacion, descongelacién vy lavado sobre los
PH

Cuando realizamos el analisis por bolsa, y como era previsible conociendo los

resultados anteriores, encontramos una pérdida significativa de CNT, de colonias CFU-GM y

BFU-E, y de viabilidad (p<0,001). En el anélisis por tipo de lavado, vemos que los dos tipos

de lavado se comportan igual, excepto en la pérdida de CFU-GM, que es significativamente

mayor en el caso del subgrupo lavado con SSA (p=0,011). No se detectan cambios

significativos en los recuentos de CD34".
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Cuando realizamos el analisis por proceso y por paciente los resultados obtenidos son
idénticos en términos de significacion estadistica. La Unica diferencia estriba en que, en estos
ultimos los dos tipos de lavados se comportan igual para todas las variables analizadas. Por lo
tanto, la diferencia encontrada en el analisis por bolsa, demostrando una pérdida de CFU-
GM mayor en el subgrupo lavado con SSA, debe considerarse con precaucion, teniendo en
cuenta que podria estar influido por la suposicién inicial de que las células estan distribuidas
equitativamente en las bolsas congeladas.

Por lo tanto y de acuerdo a nuestros resultados, podemos concluir que el proceso
completo de congelacion, descongelacién y lavado al que se ven sometidos los progenitores
hematopoyéticos conlleva consigo una pérdida significativa de CNT, de colonias CFU-GM y
BFU-E y de viabilidad. No encontrando diferencias al comparar entre ambos tipos de
lavado, salvo en el analisis por bolsa, que muestra una pérdida de CFU-GM mayor en el
subgrupo lavado con SSA. Resulta resefiable que las células CD34" no experimentan cambios
significativos en el proceso global. El andlisis desglosado por etapas nos proporciona
informacién sobre el momento en el cual acontecen dichas pérdidas. Asi, vemos que la
pérdida de colonias, CFU-GM y BFU-E, y de viabilidad se produce en el proceso de
congelacion y descongelacion de la muestra, mientras que la pérdida de CNT sucede durante
el proceso de lavado y es mayor en el subgrupo lavado con SSA en el andlisis por bolsa.

Laroche et al. (Transfusion 2005) (198) analizan el efecto que tiene sobre los
progenitores hematopoyéticos de SCU el proceso de congelacién/descongelacion y lavado

celular mediante un método manual:

+* Muestra: 10 unidades de SCU.

Tipo de TPH: SCU.

- Crioprotector: 10% DMSO y 1% Dextrano 40.

- Meétodo de lavado: manual basado en el método de Rubinstein et al. (4).

¥ Solucién de lavado: 10% Dextrano 40 y 5% AlbUimina humana.

» Resultados:
CNT: recuperacion del 82% en el producto lavado y del 89% en el producto
descongelado, tomando como punto de partida el recuento previo a la congelacion. De la
pérdida total de CNT a lo largo del proceso, que supone el 18%, casi la mitad (7%) se
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pierden durante el lavado. Partiendo del recuento en el producto descongelado, la
recuperacion de CNT fue del 95%.

Viabilidad total (loduro de propidio/naranja de acridina): decrece significativamente tras
la descongelacion (de un 97% a un 62%, p<0.001), sin cambios significativos tras el
lavado.

CD34": sin variaciones significativas a lo largo del proceso. Con unas recuperaciones del
97% tras el descongelado y del 148,9% tras el lavado.

Cultivos clonogénicos: las CFU decrecen tras la descongelacion (pasan de 904,1x10° a
152,5 x10° células, recuperacion del 16,86%) y se recuperan tras el lavado (576,5 x10°,
recuperacion del 378 %) (p<0.001), aunque el valor es significativamente mas bajo que el
valor previo a la congelacion (p<0.01).

Comentario: nuestros resultados concuerdan con los anteriores, excepto en lo referente
a la pérdida de CNT. Con nuestra técnica se obteniene una recuperacion de CNT del
82% en el producto lavado, pero del 108% respecto al producto descongelado. Por lo
tanto, toda la pérdida se produce con el lavado. Respecto al incremento de colonias tras
el lavado, coincidimos con sus resultados cuando realizamos el analisis agregado por
proceso y por trasplante, pero no en el andlisis por bolsa, que no muestra diferencias.

Se piensa que el DMSO puede producir un efecto inhibidor sobre las colonias
celulares y el lavado con la eliminacion del DMSO justificaria el aumento de colonias
(143). También la presencia de células muertas podria tener un impacto negativo en el
crecimiento de colonias (198).

Rubinstein et al. (4) analizan el efecto del lavado manual de progenitores

hematopoyéticos de SCU partiendo del momento previo a la congelacion.

L

Muestra: 13 unidades de SCU.

Tipo de TPH: SCU.

Crioprotector: 10% DMSO.

Meétodo de lavado: manual.

Solucién de lavado: solucion salina isoténica con 2,5% Albumina humana y 5%
Dextrano-40.

Resultados:
CNT: 8% de pérdida celular en el producto lavado (recuperacion del 92%), sin
diferencias significativas respecto al producto no lavado.
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Viabilidad total: pérdida del 39% (recuperacion 61%) en el producto lavado frente al 65%
sin lavado (recuperacion 35%)
Ensayos de progenitores hematopoyéticos (equivalentes a los ensayos de unidades

formadoras de colonias): descenso significativo tras el descongelado y una recuperacion
postlavado cercana al 100% (frente al 40% sin lavado).

Comentario: presentan una pequefia pérdida de CNT, no significativa cuando la
comparan con el producto no sometido a lavado. Por lo tanto, esa pérdida podria ser
consecuencia del proceso de congelacion-descongelacion y no del lavado. Respecto a la
viabilidad total obtienen una pérdida de casi el 40% partiendo del producto fresco, pero
menor que la producida en el producto no lavado. Esto hace pensar que, por un lado, la
mayor pérdida de la viabilidad se de en el proceso de congelacion-descongelacién y por
otro lado, que quizas la eliminacion del DMSO preserve la viabilidad celular.

AkKkok et al. (Transfusion 2009) (197) analizan el efecto del lavado manual de PHSP

partiendo del momento previo a la congelacion.

Muestra: 19 pacientes con hemopatias sometidos a TPH.

Tipo de TPH: SP.

Crioprotector: 10% DMSO.

Método de lavado: manual (un Unico ciclo).

Solucién de lavado: 1000 ml salino+110 mL ACD-A.

Resultados:

CNT: pérdidas significativas de CNT (p=0,005) con recuperaciones cercanas al 90%.
CD34": pérdidas significativas (p=0,027) con recuperaciones del 76,9%.

Comentario: A lo largo del proceso presentan pérdidas significativas de CNT y de
CD34", con buenas recuperaciones. Aunque en este caso, al no disponer de los datos de
recuperaciones tras la descongelacién, no podemos saber en que momento se producen
esas pérdidas.
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Fois et al. (BMT 2007)(152) analizan el efecto del lavado automético partiendo del

momento previo a la congelacion.

2 d Muestra: 886 pacientes con hemopatias malignas y tumores sélidos. Total: 952 bolsas.

- Tipo de TPH: SP.

* Crioprotector: 10% DMSO+HES (Voluven®).

* Meétodo de lavado: Cobe 2991.

¥ Solucién de lavado: solucién salina+10% ACD.

» Resultados:

CNT: recuperacién 55,9 + 18,6.
Viabilidad: 68,25 + 18,9%.
CD34": recuperacion 98,0 + 36, 5%.

d Comentario: la recuperacion de CD34" tras el proceso global de congelacion-
descongelacion y lavado es practicamente del 100%. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en las pruebas iniciales de lavado realizadas en nuestro laboratorio, en las que
obteniamos una pérdida de CNT y de CD34" similar, en torno al 20% (datos no
publicados). La pérdida de CNT y de viabilidad es mayor que la obtenida en nuestro
trabajo. Cuando estudian los resultados por patologias encuentran un descenso
significativo en la recuperacion de CNT vy de la viabilidad en los pacientes con mieloma
respecto al resto de patologias y especulan que, podria estar relacionado con el mayor
recuento de granulocitos en las bolsas de recoleccion de aféresis de pacientes con
mieloma respecto de otras patologias (48 versus 40%, p<0.0001). También plantean la
hipétesis de que la inmunoglobulina monoclonal reduce la recuperacion y la viabilidad de
CNT facilitando la agregacion de célula madura, la activacion y finalmente la muerte
celular.

Saccardi et al. (ASH 2012) (12) analizan el efecto del lavado automatico partiendo

del momento previo a la congelacion.

* Muestra y patologia: 43 pacientes.
+ Tipo de TPH: SP.

¥ Crioprotector: 10% DMSO.

¥ Meétodo de lavado: Sepaxe.

¥ Solucion de lavado: Voluven®.
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- Resultados:
CD34™: recuperacion del 102,2 + 27 % en el producto lavado.
Viabilidad CD34": 87,2% + 10%.

* Comentario: presentan una recuperacion completa de CD34" tras el proceso global de
congelacion-descongelacién y lavado, con una viabilidad cercana al 90%. No estan
publicados los datos referentes a CNT.

Scerpa et al. (Transfusion 2011) (203) analizan el efecto del lavado automatico de
PHSP partiendo del momento previo a la congelacion.

* Muestra:  pacientes con hemopatias malignas (8), neuroblastoma (1) vy
rabdomiosarcoma (1).

¥ Tipo de TPH: SP.

¥ Crioprotector: 10% DMSO.

- Método de lavado: Sepax®-S100 frente al método manual.

d Solucién de lavado: 10% Dextrano 40, 5% albtimina humana y 10% ACD-A.

- Resultados :
CNT: recuperacion del 91,92 + 12,60 Sepax® vs 84,7 = 22,9 método manual (p=NS)
CD34": recuperacion del 88,30 = 13,16 Sepax® vs 80,29 = 2596% método manual
(P=NS).
Cultivos clonogénicos: recuperacion de CFU-totales 75,75 + 20,62 Sepax® vs 62,57 +
26,25 método manual (p=NS).

2 d Comentario: las recuperaciones para todas las variables estudiadas son mayores con el
método automatico que con el método manual, sin encontrar diferencias significativas
entre ambos métodos. La comparacion entre el método manual y el automatico se llevo a
cabo sobre muestras procedentes del mismo paciente, recogidas de un Unico proceso de
aféresis y repartido en dos alicuotas. Corroborando nuestros resultados con datos
similares respecto a las recuperaciones de CNT y CD34". Respecto a las colonias
Unicamente publican datos de las CFU-totales, con lo cual no podemos hacer
comparaciones.
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Perotti et al. (Transfusion 2005) (201) analizan el efecto del lavado automatico de

progenitores hematopoyéticos de SCU partiendo del momento previo a la congelacion y del

producto descongelado.

Muestra: 25 unidades de SCU descartadas para su uso.

Tipo de TPH: SCU.

Crioprotector: 10% DMSO.

Meétodo de lavado: Cytomate.

Solucidn de lavado: solucion salina.

Resultados:
CNT: recuperacion del 40,5% en el producto lavado y del 63,91% en el producto
descongelado, tomando como punto de partida el recuento previo a la congelacién. De la
pérdida total de CNT a lo largo del proceso, que supone el 59,5%, un 23,41% se produce
durante el lavado. Partiendo del producto descongelado, la recuperacion de CNT fue del
63,30% en el producto lavado.
Viabilidad: 70,61% en el producto lavado y 73,43% en el producto descongelado,
partiendo de los recuentos previos a la congelacion, por lo que solo un 2,8% de la
viabilidad se perderia durante el lavado. Partiendo del producto descongelado, la
recuperacion de la viabilidad fue del 89,67%.
CD34": recuperacion del 78,5% en el producto lavado y del 111,9% en el producto
descongelado, partiendo de los recuentos previos a la congelacion. Por lo tanto, una
pérdida del 41,4% se produciria durante el lavado. Partiendo del producto descongelado,
la recuperacion células CD34" fue del 70,20%.
Cultivos clonogénicos: obtuvieron una recuperacion del 54,59% de CFU-GM en el

producto lavado y del 73,15% en el producto descongelado, partiendo de los recuentos
previos a la congelacion; por lo que se produjo una pérdida del 18,56% durante el lavado
(un 40% del total de la pérdida). Partiendo del producto descongelado, la recuperacion de
CFU-GM fue del 74,33%.

Comentario: inicialmente obtienen una ganacia de CD34" tras la descongelacion
respecto al producto fresco. Esto consideran que podria ser atribuido a una interferencia
ejercida durante todo el proceso de congelacion, en particular debido al DMSO, en
algunos epitopos expresados en los progenitores hematopoyéticos cuando se realizé el
analisis por citometria de flujo. Sus resultados, en cuanto a las recuperaciones de CNT y
células CD34" en el producto lavado y tomando como punto de partida el producto
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descongelado, son inferiores a la mayoria de los resultados expuestos, incluidos los
nuestros, y comparables a las obtenidas por Calmels et al.: 63,30% vs 66% para las CNT
y 70,20% vs 66% para las células CD34" respectivamente. En ambos casos se utilizo el
Cytomate como sistema automatico de lavado.

El lavado manual basado en el modelo de Rubinstein, aunque es ampliamente
utilizado, puede resultar en una pérdida impredecible de progenitores hematopoyéticos v,
consiguientemente, estimular la formacion de agregados celulares (199). Por el contrario, los
lavados automaticos ofrecen una reproductibilidad de los resultados en todos los laboratorios
de manipulacion celular y criopreservacion (202). Por otra parte el coste del kit para Sepax®
oscila entre 150 a 200 USD. En el caso del procesamiento manual se ha calculado un coste
de 200 $ por el operador y 100 $ por materiales. Otra ventaja importante del procedimiento
automatico de la Sepax®, en comparaciéon con el enfoque manual, es que todo el ciclo del
procesamiento se realiza en un sistema totalmente estéril y cerrado, de conformidad con las
directrices GMP (196,204).

Respecto a las colonias clonogénicas llama la atencion que después de la
descongelacion, en ocasiones, se recupera un nimero de colonias superior al de antes de la
congelacion (306,307). Esto podria deberse a la destruccion por la criopreservacién de
subpoblaciones celulares que intervienen en la compleja red de factores
estimulantes/inhibitorios, y que si bien no aumentan el nimero de CFU-GM existentes, si
aumentan el nimero de colonias capaces de desarrollarse en cultivo y por lo tanto
detectables (308). Las comparaciones de dosis de CFU-GM entre equipos son de dudoso
valor, por la gran variabilidad entre ellas (309), incluso estandarizando los medios de cultivo.
Spitzer fue uno de los primeros en establecer las CFU-GM como de valor prondstico en la
prediccion de injerto y establecid una correlacion lineal entre el injerto granulocitario y la
dosis/kg de CFU-GM infundidas (310). Gorin no logré reproducir la correlacion entre las
CFU-GM infundidas y el injerto granulocitario, pero encontré que, en su experiencia, es
necesario respetar un umbral minimo de CFU-GM/Kkg para garantizar un injerto seguro y lo
establecid en més de 1 x 10° CFU-GM/kg para su laboratorio (306). Es dificil determinar la
cantidad de células necesarias para un injerto pues el potencial de injerto es diferente segln la
variable presencia de células con diferente grado de maduracién y diferenciacion (311,312).
Por otra parte no se puede dejar de tener en cuenta que el efecto de la dosis de progenitores
sobre el injerto debe estar relacionado con los efectos de la enfermedad o los efectos del
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tratamiento de la enfermedad sobre la viabilidad y funciorialidad de las células progenitoras
mas inmaduras, independientemente de su cantidad. En nuestro grupo la media de CFU-
GM/Kg infundidas por trasplante fue de 0,7536 x 10°/Kg y de BFU-E de 0,9248 x 10°/Kg,
con una dispersion de datos muy grande. Hemos observado como en el céalculo de las
recuperaciones estas diferencias se magnifican obteniendo recuperaciones, en algunos casos
particulares, >1000% lo cual explica la contradiccion de recuperaciones globales>100% en
casos donde las diferencias de las medias absolutas informan de pérdidas significativas.
Probablemente son muchas las variables que pueden haber influido en la dispersion de
nuestros resultados en los recuentos de colonias como la variabilidad de la técnica, el cambio

de instalaciones y el cambio de sistema de suministro de CO2 en nuestro laboratorio.

A pesar de la pérdida de CNT tras el lavado celular que obtenemos en nuestro
estudio al igual que otros investigadores, no hay repercusion en el injerto. Justificado porque
la pérdida celular se produce sobre todo a expensas de células polimorfonucleares, siendo
cualitativamente mas relevante que se preserve la poblacion mononuclear, pues es en ese
grupo celular en donde se encuentran los progenitores (308). Los granulocitos maduros son
mas vulnerables a la criopreservacion que los progenitores hematopoyéticos, por lo que
pueden resultar dafiados y liberar moléculas de DNA de las células muertas, dando lugar a
microagregados y aglutinacion celular, pudiendo causar pérdida celular (313). El estrés al que
se someten con la congelacion y descongelacién también puede causar liberacion de los
granulos de los granulocitos y se ha postulado que esto podria poner en peligro el injerto en
el receptor. Esta contaminacion granular se ha relacionado con el incremento de elastasa
polimorfonuclear, metaloproteinasas de matriz MMP-9 y citoquinas inflamatorias IL-1 Beta e
IL-6 (314). En el caso de trasplante de sangre periférica se ha encontrado relacion entre el
elevado nimero de células nucleadas en el inéculo y el retraso del injerto en el receptor, a

pesar de un numero suficiente de células CD34" (314).
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e Estudio comparativo entre la tasa de contaminacién bacteriana del producto

de aféresis y el producto lavado

La contaminacion microbiana de los trasplantes representa un peligro importante
dado el estado de inmunosupresion de los receptores. La FDA estima que al afio podrian
evitarse 7 muertes relacionadas con el trasplante por la eliminacion de la infeccion
relacionada con la infusion celular (315). En general las tasas publicadas de contaminacién
bacteriana oscilan entre 0-4,5% (316-322). Las bacterias més habituales son flora de la piel y

bacterias comensales. El resto son principalmente bacterias entéricas.

Existen estudios que muestran como el proceso de criopreservacién se asocia con
una reduccién de microorganismos detectables. Asi, un estudio aleman demuestra como la
deteccion de Staphylococcus epidermidis se redujo en un promedio del 9,3% y de
Escherichia coli en un promedio del 18,1% (323). Ademas, varios estudios han informado de
la presencia de cultivos positivos en el producto descongelado no manipulado (321,322),
sugiriendo la contaminacion de los frascos de hemocultivos. La incidencia de la sepsis grave
tras la infusion de células madre, con cultivo positivo para bacterias comensales y flora de la

piel, es baja y la mayoria de los episodios febriles responden al tratamiento antibiético (321).

En nuestro estudio analizamos la tasa de aislamientos microbiol6gicos en el producto
de aféresis y tras el lavado de los PHSP. En el analisis de la muestra total no se observan
diferencias significativas en la tasa de aislamientos microbiolGgicos en la comparativa
realizada entre aféresis y lavados. Sin embargo, en el analisis por tipo de lavado, la tasa de
aislamientos microbioldgicos decrece de forma significativa tras el lavado en el subgupo
lavado con Voluven®. En los dos subgrupos el germen aislado mas frecuentemente fue el
Staphylococcus epidermidis, seguido muy de lejos por Staphylococcus warneii, Staphylococcus
hominis y Streptococcus mitis. Revisando cada caso en paticular observamos que:

— En el subgrupo lavado con SSA cuatro bolsas contaminadas en el momento de la
aféresis se negativizan tras el lavado. Por otro lado, 11 bolsas no contaminadas en el

momento de la aféresis se contaminan tras el lavado.

— En el subgrupo lavado con Voluven® seis bolsas contaminadas en el momento de la
aféresis se negativizan tras el lavado y ninguna, siendo negativa en el momento de la

aféresis se contamina tras el lavado.
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Estos resultados podriamos interpretarlos como que el Voluven® tiene un efecto
antimicrobiano; pero hay que considerar que, por un lado, las bolsas de SSA se lavaron antes
en el tiempo que las de Voluven® con lo que la diferencia podria estribar en un mejor
conocimiento de la técnica, y, por otro lado, que la solucion de lavado SSA hay que

prepararla, con lo cual conlleva mayor riesgo de contaminacion.

Cuando contrastamos estos datos con los aislamientos bacteriologicos de los
pacientes, encontramos que tres pacientes con aislamientos positivos durante el trasplante
recibieron un producto contaminado, pero en ninguno de ellos el patégeno aislado coincide

con el aislado en las bolsas de PH.

Un trabajo publicado en 2007 por Fois et al. (152) revela que tras el analisis
microbiano de 952 productos de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica
sometidos a lavado con la Cobe 2991, ninguno de ellos estaba contaminado en el momento
de la aféresis ni después de los procedimientos de descongelacion y lavado.

Perotti et al. en un trabajo publicado en 2005 (201) donde estudian el efecto de un
método de lavado automatico (Cytomate) en una muestra de 25 unidades de SCU, no
detectan aislamientos microbioldgicos positivos en ninguna de las muestras estudiadas en el

momento de la aféresis ni tras de los procedimientos de descongelacion y lavado.

Calmels et al. publican en 2003 (200) un estudio preclinico para evaluar un sistema
automatico de lavado (Cytomate), partiendo de una muestra de 39 bolsas de PHSP y
constatan que todos los productos lavados fueron negativos para la contaminacion aerdbica y

anaerobica.

Sanchez-Salinas et al. publican en 2012(11) un trabajo donde analizan 46 bolsas de
PHSP lavadas con Sepax® y lo comparan frente a un grupo histérico de 53 bolsas no
lavadas, observando tres contaminaciones microbianas positivas en los productos lavados y
cinco en los productos no lavados, siendo el Staphylococcus epidermidis el tipo méas comin
de microorganismo en ambos grupos, seguido por Streptococcus viridans y Staphylococcus
warnerii, sin encontrar diferencias significativas en la incidencia de la contaminacion

microbiana entre ambos grupos, lavados y no lavados (p=0,59).
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eEstudio de eficacia del procedimiento de lavado comparando las

caracteristicas del injerto en ambos subgrupos segun la solucién de lavado
empleada

La media de células CD34"x10°/kg infundidas por trasplante (analizado en el
producto lavado) en ambos subgrupos fue 4,38 (£ 0,35) para SSA y 4,76 (+ 0,63) para
Voluven®, sin diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,567).

Referente al analisis de los tiempos de injerto por subgrupo de lavado, no
encontramos diferencias significativas en ninguna de las variables estudiadas, obteniendo una
media de dias en el injerto de leucocitos de 10,55 y 11,03 respectivamente para SSA y
Voluven®; de 11,29 y 12,02 en el injerto de neutréfilos y de 13,19 y 14,77 en el injerto de
plaquetas. El tiempo maximo de injerto de plaquetas por subgrupos fue de 113 dias para un
paciente del subgrupo lavado con Voluven® y de 50 dias para un paciente del subgrupo
lavado con SSA.

Cuando comparamos los requerimientos transfusionales de CH y de plaquetas en
ambos subgrupos, no encontramos diferencias significativas entre ambos. La media de
transfusiones de CH fue de 2,03y 2,15y la de plaquetas de 2,62 y 2,51 para SSA y Voluven®

respectivamente.

Syme et al. (2003) (157) analizan el efecto de la disminucion del DMSO en sus
productos de aféresis, en una muestra de 56 pacientes con cancer de mama (35 sometidos a
lavado manual y 21 sin manipular), sin encontrar diferencias significativas al analizar los dias
de injerto, tanto leucocitario como plaquetar y de neutréfilos, ni los requerimientos
transfusionales entre ambos grupos. La media de dias de injerto en el grupo lavado fue de 11,
12 y 12 dias para leucocitos, plaquetas y neutréfilos, respectivamente. Y la media de
transfusiones de plaquetas y de CH en el grupo lavado, fue de 1,9 y 2, respectivamente. Son

resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio.

AKkok et al. (2009) (197) analizan el efecto de la reduccion del DMSO en una
muestra de 53 pacientes con hemopatias malignas (19 se someten a lavado manual y 34 no se
manipulan), sin encontrar diferencias significativas en cuanto al injerto de neutréfilos (11 dias
en ambos grupos) ni en los requerimientos transfusionales de CH (4 en grupo sin DMSO y 3
en grupo con DMSO). Sin embargo, si encuentran diferencias significativas en cuanto al
injerto de plaquetas (14 dias grupo sin DMSO frente a 12 dias en el grupo con DMSO) y en
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los requerimientos transfusionales de plaquetas (4 dias grupo sin DMSO frente a 2 dias en el
grupo con DMSO).

Sanchez-Salinas et al. (2012) (11) analizan el injerto de neutrdfilos y de plaquetas en
26 pacientes infundidos con PHSP lavados con Sepax® frente a otros 26 pacientes que se
trasplantan sin manipulacion del producto descongelado, sin encontrar diferencias entre
ambos. En el grupo lavado, el injerto tanto de neutrofilos como de plaquetas, se produce en
el dia 11.
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Al iniciar el programa de trasplante hematopoyético infantil, nuestro grupo decidio
evitar las reacciones infusionales de los progenitores hematopoyéticos autdlogos
criopreservados con DMSO lavandolos tras la descongelacion. Nos decantamos por un
sistema completamente automatizado, el Sepax®, para asesgurar la estandarizacion del
procedimiento y minimizar la posibilidad de errores. Utilizamos como solucién de lavado
SSA, y demostramos que la combinacién Sepaxe-SSA era segura y eficaz (11). En el afio 2012
coorganizamos un ensayo clinico, prospectivo y multicéntrico en el que participaron 4
centros europeos trasplantadores (12) para validar el Hidroxietil almidén (Voluven®) como
solucion de lavado en el mismo sistema. Nuestra intencién era encontrar una solucion de
lavado libre de productos de procedencia humana, estéril y seguro para la infusion. También
nos atraia que no precisaba de suplementaciones, reduciendo asi las manipulaciones a realizar
durante el lavado. Nuestros resultados fueron positivos y han sido recientemente
confirmados en un estudio por Reich-Slotky y col. (221). No se habia realizado hasta ahora,
sin embargo, una comparacion directa entre las dos soluciones de lavado. Los resultados de
nuestro trabajo demuestran que el Voluven es una solucién de lavado al menos igual de
eficaz y segura que nuestro estandar anterior, el SSA. Pequefias diferencias como la facilidad
de manejo, ausencia de productos de procedencia humana o animal, posible mejor
acomodacion de las células, tal y como las diferencias en los estudios clonogénicos parecen
apuntar, y ausencia de necesidad de suplementacién, disminuyendo las ocasiones de
contaminacion, han hecho que el Voluven se haya convertido en nuestro nuevo estandar
para el procedimiento de lavado de progenitores hematopoyéticos criopreservados con
DMSO.
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El procedimiento de congelacién-descongelacién tiene un impacto negativo
sobre la viabilidad total y los cultivos clonogénicos ensayados: CFU-GM y
BFU-E.

El procedimiento de lavado para la eliminacién del crioprotector de los
progenitores hematopéticos de sangre periférica criopreservados, usando un
procedimiento automatico y estéril (Sepax®), no afecta de forma significativa
al recuento de las células CD34", ni a la viabilidad total, ni a los cultivos
clonogénicos ensayados.

Las dos soluciones de lavado empleadas, solucion salina suplementada con
AlbGmina (SSA) y el Hidroxietil almidén (Voluven®), son igual de eficaces
para el lavado de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica
criopreservados, asegurando una buena recuperacion de células CD34" y
preservando su viabilidad y potencial de injerto.

Los procedimientos de lavado utilizados conllevan una pérdida significativa
de células nucleadas totales, que es superior en el subgrupo lavado con
solucion salina suplementada con Albumina (SSA), sin verse por ello afectado
el potencial de injerto.

Las soluciones de lavado investigadas evitan las reacciones adversas
relacionadas con la infusion de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica criopreservados con dimetil sulféxido.

El Hidroxietil almidén (Voluven®) representa una excelente alternativa como
solucion de lavado facil de usar, con menor riesgo de contaminacion y libre de
productos de procedencia humana.
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ANEXO

APORTACION DE TRABAJOS CIENTIFICOS RELACIONADOS

1. WASHING OF HEMATOPOIETIC PROGENITORS FOR DMSO
REMOVAL BEFORE TRANSPLANT. COMPARISON OF TWO
SOLUTIONS. Catalina Cava, Miguel Blanquer Blanquer, Andrés Sanchez Salinas,
Valentin Cabafias, Jorge Monserrat, Francesca Labbadia, José Maria Moraleda 19"
Congreso de la Asociacion Europea de Hematologia (EHA). Milan (Italia) Del 12 al
15 Junio de 2014.

2. AUTOMATED DMSO REMOVAL FOR CRYOPRESERVED
PERIPHERAL BLOOD HEMATOPOIETIC PROGENITORS WITH
SEPAX. COMPARISON OF TWO DIFFERENT WASHING SOLUTIONS.
Catalina Cava, Miguel Blanquer, Ana Maria Garcia-Hernandez, Maria Juliana Majado,
Pilar Menchon, Ana Marin, Jorge Monserrat, Andrés Sanchez-Salinas, José Maria
Moraleda. 41* Reunién annual de la Sociedad Europea de Trasplante de Sangre y
Médula 6sea (EBMT) Estambul (Turquia). Del 22 al 25 Marzo de 2015

3. HEMATOPOIETIC PROGENITORS CRYOPRESERVATION
DELETERIOUS EFFECTS ARE NOT ENWORSENED BY AN
AUTOMATIC WASHING WITH EITHER VOLUVEN® OR NORMAL
SALINE PLUS ALBUMIN Catalina Cava, Miguel Blanquer, Ana Garcia-
Hernandez, Salvador Ruiz de Maya, Maria Juliana Majado, Pilar Menchon, Pilar
Martinez-Avilés, Assumpta Ferrer, Andrés S&nchez-Salinas, Jose Maria Moraleda.
Reunién Regional de laSociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT Europe).
Sevilla (Espaiia). Del 24 al 26 Septiembre de 2015.

4. COMPARACION DE DOS SOLUCIONES DE LAVADO PARA LA
ELIMINACION DEL DIMETIL SULFOXIDO CONTENIDO EN LOS
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS DE SANGRE PERIFERICA
CRIOPRESERVADOS. Catalina Cava, Miguel Blanquer, Ana Maria Garcia-
Hernandez, Marfa Juliana Majado, Pilar Menchon, Ana Marin, Jorge Monserrat,
Andrés Sanchez-Salinas, José Maria Moraleda “LVI1 Congreso Nacional de la SEHH
y del XXXI Congreso Nacional de la SETH” Valencia (Espafia). Del 22 al 24
Octubre de 2015)
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