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GLOSARIO DE ABREVIATURAS v

AcMo = Anticuerpo monoclonal

ATA = Arabin6sido de citosina, 6-tiuoguanina y amsacrine

ATSP = Autotransplante de sangre periférica

Bu = Busulfan

CFuU-C = Unidad formadora de colonias

CFU-GM = Unidad formadora de colonias gr&nulo-monociticas

CH = Concentrados de hematies

CMN ‘= Células mononucleares A

CPSP = Células pogenitoras de sangre periférica

coap = Ciclofosfamida, vincristina, arabinésido de
- citosina y prednisona

Cy .= Ciclofosfamida

DE = Desviacién estéandar

DMSO = Dimetilsulféxido

EH = Enfermedad de Hodgkin

EIcH = Enfermedad injerto contra huésped

EVOH = Enfermedad veno-oclusiva hepética

g = Gramo

G-CSF = Factor estimulante de colonias granulociticas

GM-CSF = Pactor estimulante de colonias granulo-

monociticas

HDb = Hemoglobina

IFN = Interferon

kg = Kilogramo

L = Litro

LLA = Leucemia linfobl&stica aguda

LMA = Leucemia mielobléstica aguda

LMC = Leucemia mieloide crénica

mg = Miligramo

mL = Mililitro

PMN = Polimorfonuclear neutré6filo

PPC = Plasma pobre en componentes

PRC = Plasma rico en componentes

RC = Remisién completa

rpm = Revoluciones por minuto

SLE = Supervivencia libre de enfermedad

TAMO = Transplante aut6logo de médula 6sea

TMO = Transplante de médula 6sea
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MOTIVACION DE LA TESIS

Durante los Gltimos 20 afios el transplante de médula
6sea (TMO) ha pasado de ser una modalidad de tratamiento
para enfermos en los que se habian agotado todos 1los
recursos terapefiticos hasta ser considerado, hoy en dia,
como ' un tratamiento curativo de elecci6én para un importante
nimero de pacientes con leucemia, aplasia medular y un
creciente nfimero de otras enfermedédes. El cada vez mayor
nimero nGmero de .centros en los que se emplea esta
terapetitica y 1la repercusién dque en otras &reas de la
Medicina ejerce, ha hecho que el TMO, inicialmente
desarrollado en 1la terapia global de 1la leucemia aguda,
alcance una dimensién y entidad propias, hecho reconocido
por la comunidad cientifica internacional con la concesién
el pasado aifio del Premio Nobel de Medicina a su impulsor, el
: Dr.' E.D. Thomas. Ademés, el progresivo desarrollo de 1la
Inmunologia y la Biologia Molecular y su influenica para un
mejor conocimiento del TMO, han convertido el estudio de los
transplantes medulares en uno de los més activos e
interesantes campos de investigacién de 1la Hematologia
actual.

Por esto, cuando en Julio de 1989, tras el XVIII
Congreso de Hematologia Experimental celebrado en Paris, el
Dr. M.A. Sanz me propuso poner en marcha en la Unidad de

Leucemias Agudas del hospital, una reciente modalidad de
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autotransplante realizado a partir de precursores
hematopoyéticos circulantes en sangre, la idea me fasciné.
Fascinacién a la que se afiadi6é el reto que suponia 1la
responsabilidad de la coordinacién de una nueva terapéutica
con importante influeﬁcia en numerosos campos de 1la
Medicina. Reflejo del interés y actualidad del tema son los
numerosisimos trabajos publicados sobre sus diferentes
vertientes en los Gltimos tres afios y la realizacién con
cardcter bianual, de un congreso internacional dedicado
exclusivamente a su desarrollo y actualizacién.

Con este mismo interés e ilusién se comenzé6 este
proyecto, al presentar ahora el trabajo de estos 18 meses
muchos interrogantes quedan afGin por despejar. Contribuir
siquiera parcialmente a la resolucién de otros ha sido, y no

otro, el motivo de esta Tesis.
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AUTOTRANSPLANTE A PARTIR DE CELULAS PROGENITORAS
RECOLECTADAS DE SANGRE PERIFERICA COMO ALTERNATIVA AL

TRANSPLANTE AUTOLOGO DE MEDULA OSEA

En los f{ltimos 20 afios, el progreso en el tratamiento
de 1la leucemia aguda tanto linfoblastica (LLA) como
mielobléstica (LMA) ha sido considerable. Asi, mas de un 90%
- de nifios y entre el 75-85% de adultos con LLA alcanzan
remisién completa (RC) con tratamientos quimioterépicos.
Aunque no tan evidente, el progreso en la terapia de la ILMA
también ha sido substancial. La induccién intensiva y 1la
terapia de consolidacién han conseguido incrementos en 1los
porcentajes de remisién completa que van desde un 25% hasta
mids de un 70% y han aumentado la supervivencia media de seis
meses a mis de dos afios. Claramente, hoy en dia el principal
reto en el tratamiento de la leucemia aguda es evitar la
aparicién de recaidas en un porcentaje de pacientes cada vez
mayor. Este objetivo potencialmente podria alcanzarse
mediante las denominadas *megaterapias", es decir,
administrando muy altas dosis de citostéticos con actividad
antileucémica que produzcan una supresién de la hemopoyesis
por encima de la capacidad de regeneracién de 1la funcién
medular. Sin embargo, esta toxicidad de 1la quimioterapia
supone 1la principal limitacién para el uso de nuevos y més
agresiﬁos tratamientos citotéxicos en pacientes con
hemopatias malignas. De acuerdo con esto, la administraci6n

de dosis elevadas de quimioterdpicos podria realizarse
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siempre que se dispusiese de un soporte hemopoyético que
permita “rescatar" al paciente de una aplasia medular que de
otra forma seria irreversible. Este objetivo puede
conseguirse temporalmente mediante la administracién de
hemoderivados, pero 1los efectos de una mielosupresién
permanente solo pueden superarse con un injerto de células
hemopoyéticas capaces de repoblar la médula y reconstituir
. de manera global el sistema hemopoyético e ‘inmune del"
receptor. En pacientes con leucemia aguda puede lograrse
mediante un transplante de médula 6sea (TMO) efectuado a
partir de un donante sano. El1 TMO tanto de gemelos idénticos
(singénico) como de donantes emparentados HLA-compatibles y
con cultivo mixto linfocitario negativo (alogénico) es en
este sentido, una eficaz estrategia terapefitica para buen
namero de pacientes con leucemia aguda tanto 1linfoblAstica
como mielobléstica que, de esta manera, pueden beneficiarse
de 1los efectos intensamente antitumorales de los regimenes
de acondicionamiento pretransplante con altas dosis de
quimioterapia y/o radioterapia. Sin embargo, la aparicién de
complicaciones como la denominada enfermedad injerto contra
huesped (EIcH), en 1la que los linfocitos T del donante
actian contra 1los antigenos tisulares del receptor, y 1la
inmunosupresién prolongada permanecen como las principales
- causas de morbilidad y mortalidad entre 1los enfermos
sometidos a TMO, con una incidencia m&s elevada conforme se
incrementa 1la edad de los enfermos. Adem&s, la necesidad de

disponer de un donante HLA-idéntico hace que tan solo un
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tercio de 1los enfermos con leucemia aguda sea candidato a
esta terapéutica potencialmente curativa. Para que una.mayor
poblacién de enfermos pudieran beneficiarse de estos
. tratamientos, se han desarrollado otras modalidades de
trasplante como el TMO aut6logo (TAMO) en el que las células
precursoras proceden de la médula 6sea del propio paciente.
En este caso, la estrategia terapéutica persigue 1la
.obtenci6én. de una remisi6én con quimioterapia convencional 'y

la posterior recoleccién de médula 6sea, siendo
criopreservada hasta su reinfusién tras la administracién de
quimio/radioterapia supraletal para erradicar 1las células
tumorales residuales (DICKE y cols. 1979). No obstante, el
principal problema en estos enfermos es la recidiva de 1la
enfermedad. Entre los mecanismos implicados en la aparicién
de recaidas estan 1la incapacidad de eliminar todas 1las
células neoplésicas en el paciente, la contaminacién
leucémica de 1las células almacenadas, o ambos mecanismos
simultaneamente. Del mismo modo, los pacientes con
afectacién tumoral de médula o con enfermedades subyacentes
con alto riesgo para la anestesia general tampoco podréan
beneficiarse de esta opcibén terapéutica. Es por esto que el
desarrollo recientemente de wuna nueva variedad de
autotrasplante, empleando cé&lulas progenitoras multipotentes
de sangre periférica (CPSP), permite ampliar las
indicaciones de autotransplante a una mayor poblacién de
pacientes pudiendo efectuarse incluso en <caso de

infiltracién o fibrosis medular.
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IDENTIFICACION DE PRECURSORES CELULARES CIRCULANTES

Las primeras evidencias que demostraron la presencia en
sangre de células con capacidad de regeneracién hemopoyética
fue obtenida por GOODMAN y HODGSON (1962) y por TROBAUGH Yy
- LEWIS (1964) en animales de experimentacién. Estos hallazgos
fueron confirmados clinicamente por EPSTEIN y cols. en 1966
al demostrar en perros la posibilidad de una reconstitucién
hemopoyética medular a partir de elementos celulares de
sangre periférica. Estudios de cultivo *in wvitro"
demostraron la presencia de células "tronco" ("stem cells*)
O precursoras circulando habitualmente en sangre en 1la
fraccién de 1las células mononucleares (CMN), tanto de
animales como de humanos. Asimismo, demostraron 1la
correlacién existente entre la presencia de éstas células y
las CFuU-C o unidades formadoras de colonias
granulomonociticas en agar. Para algunos autores (NOTHDURFT
Y cols. 1977) se podia considerar la cantidad de CFU-C en
sangre como un indicador 4til de la capacidad de
regeneracién hemopoyética medular. En 1978, FAUSER y MESSNER
desarrollaron un sistema de cultivo que permitia el
crecimiento de colonias de elementos eritroides,
granulociticos, monocito-macr6fagos y megacariociticos en
médula ©6sea, sangre periférica y <cordén umbilical de

humanos; en 1981 se demostré6 también "in vitro®", tanto en
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médula como en sangre, la presencia de células hemopoyéticas
con capacidad formadora de colonias mixtas conteniendo
elementos de todas las series hemopoyéticas (CFU-GEMM) con
capacidad de autorrenovarse y originar, secundariamente,
elementos hemopoyéticos més diferenciados, sugiriendo una
capacidad multipotente a los progenitores cultivados (ASH y
cols. 1981). Posteriormente, estudios comparativos entre las
.células precursoras tanto de ' médula como ~de sangre
demostraron que, si bien existian ciertas diferencias entre
ambos progenitores, é&éstos eran idénticos tanto en tamafo
como en densidad. Sin embargo, no se ha desarrollado ningGna
técnica de cultivo que permita identificar 1las células
germinales pluripotentes responsables de la reconstitucién
hemopoyética a 1largo plazo, habiéndose cultivado solo
progenitores comprometidos en el desarrollo de una 1linea
celular. No obstante, este hecho no excluye su presencia en
sangre y tampoco la capacidad de ésta para repoblar de
manera estable una médula 6sea aplésica, como han demostrado
experimentos en animales (EPSTEIN y cols. 1966, BRADLEY vy
cols. 1966, DEBELAK-FEHIR y cols. 1975a y 1975b, CALVO vy
cols. 1976, STORB y cols. 1977).

RECOGIDA DE CELULAS PROGENITORAS

Una vez demostrada la presencia de células progenitoras

en sangre asi como su capacidad de reconstitucién

hemopoyética, se plante6 la necesidad de un sistema facil vy
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rdpido que permitiese la obtencién de elevadas cantidades de
CPSP para su empleo como rescate medular tras tratamiento de
acondicionamiento. Con este objetivo se emplearon los
separadores celulares de uso habitual en clinica. Estos
procesadores separan por centrifugacién los componentes
sanguineos en funcién de éu diferente densidad, permitiendo
mediante prégramas adecuados recolectar la fraccién de CMN
Yy, por tanto, de CPSP en cantidades elevadas (WEINER y cols.
1977, MOTT y cols. 1977, RICHMAN y cols. 1977, KORBLING vy
cols. 1977). En 1980, RICH y cols. publicaron un caso de
reconstitucién inmune con leucocitos de sangre periférica
obtenidos por citaféresis en un paciente con
inmunodeficiencia grave secundaria a un déficit de
adenosin-deaminasa. En este caso, el donante rehus6 1la
extraccién de médula pero consintié ser sometido a
leucaféresis. No obstante, subsiguientes ensayos clinicos
administrando CMN de sangre periférica procedentes de
donantes histocompatibles a enfermos con hemoglobinuria
paroxistica nocturna y con tumores s6lidos, fracasaron en
lograr una recuperacién hemopoyética mantenida (HERSHKO vy
cols. 1979, ABRAMS y cols. 1980), probablemente por la
infusién de un nGmero insuficiente de éstos precursores.
Efectivamente, 1la concentracién de CPSP en animales en
condiciones normales oscila entre 1/10 a 1/25 de 1la
encontrada en médula, con una relacién entre las células
"stem" y las células nucleadas de hasta 100 veces menor

(NOTHDURFTF y cols. 1977). En seres humanos la concentracién
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de CPSP circulantes oscila entre 1-10% de las presentes en
médula como demostraron diversos autores (McKREDIE y cols.
1971, KURNICK y cols. 1977), por lo tanto el nfimero de
CFU-GM recolectadas en una leucaféresis oscilaria entre
2-2,5x10* (equivalentes a unos 0,3x10¢/kg en adultos). Esto
implica la necesidad de efectuar un elevado nGmero de
citaféresis (20-30) para obtener una cifra de CPSP
comparable a la que se obtiene tras una recoleccién normal
de médula 6sea. Sin embargo, nuevos experimentos demostraron
la posibilidad de incrementar las CPSP circulantes, lo que
permitiria 1la obtencién de suficiente cantidad de CPSP con
un nomero m&s reducido de leucaféresis (BARR & McBRIDE,
1982a).

1. Métodos para incrementar el rendimiento de CPSP.

1.1 Quimioterépicos.

Entre los procedimientos empleados para aumentar la
cifra de CPSP circulantes, el mds empleado ha sido 1la
administracién de quimioterapia, recolectédndose las células
en el periodo de recuperacién de la aplasia
postquimioterapia, 1lo que coincide con la aparicién de una
monocitosis de manera précticamente constante.
Efectivamente, estudios realizados en animales pusieron de
manifiesto un incremento de CMN en sangre tras la fase de
recuperacién de una aplasia producida por quimioterapia y/o

radioterapia intensiva, con cifras varias veces superiores a
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su valor normal, demostré&ndose su correlacién con las
colonias de CFU-C presentes en cultivos "in vitro" (DeWYS vy
cols. 1970, ABRAMS y cols. 1981). Estos hallazgos
demostraron la posibilidad de rcolectar una mayor cantidad
de CMN durante esta fase y, por 1lo tanto, una mayor
capacidad de reconstitucién hemopoyética. Un incremento de
CPSP tras 1la quimioterapia fue inicialmente demostrado por
RICHMAN y cols., en 1976, quienes observaron niveles de
CFU-C circulantes de hasta 20 veces su valor basal en nueve
de 14 pacientes con carcinoma de ovario a los 15-21 dias de
tratamiento con ciclofosfamida y daunorrubicina. La
comprobacién clinica de este fen6meno fue realizada por
ABRAMS y cols., en 1981, al demostrar un incremento de hasta
16 veces la cifra de CPSP circulantes en perros tratados con
ciclofosfamida. Posteriormente, su recolecci6én mediante
leucoaféresis y su infusién como rescate tras aplasia
quimioterédpica de médula 6sea se seguian de una repoblacién
medular y una restauracién de la funcién hemopoyética. Desde
entonces, han sido varios los trabajos que han confirmado el
incremento del nGmero de CPSP circulantes tras quimioterapia
facilitando 1la recoleccién coincidiendo con la fase
acelerada de la recuperaci6én hemopoyética (STIFF 1983, TO y
cols. 1987, LASKY y cols. 1989a, 1989b).
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1.2. Modificadores de la respuesta biolégica.

Mas recientemente, 1la administracién de factores de
crecimiento, particularmente el factor estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF) Yy granulomonociticas
(GM-CSF), administrados de forma aislada o con quimioterapia
se ha ensayado para incrementar el rendimiento de CPSP
(DUHRSEN y cols. 1988, SOCINSKI y cols. 1988, GIANNI y cols.
1989, RAVAGNANI y cols. 1990). Si bien preliminares, los
resultados evidencian importantes incrementos de CMN y
CFU-GM por 1lo que aparecen como terapéutica potencialmente
Gtil para mejorar el rendimiento de las citaféresis.

De forma experimental, se ha enmpleado también la
administracio6n de interleukinas (I1-3, I1-6) para
incrementar las células progenitoras en cultivos "in vitro".
Esta técnica ha demostrado aumento en las colonias,
especialmente de megacariocitos (SMITH y cols. 1988, LASKY y
cols. 1989d). No obstante, aln es muy pronto para sacar

alguna conclusién que pueda aplicarse a la préactica clinica.

RECOLECCION Y CRIOPRESERVACION DE CPSP.

1.

Recoleccién.
Como ya se ha mencionado, las CPSP son recogidas
durante los periodos de recuperacién hemopoyética

coincidentes con las cifras mas elevadas de células



INTRODUCCION 13

progenitoras tras la administracién de tratamiento
citorreductor, con o sin el empleo de factores de
crecimiento. Esta recoleccién puede efectuarse mediante
separadores celulares de uso habitual en clinica, como ha
sido demostrado por diversos autores (KORBLING y cols. 1977,
RICHMAN vy cols. 1977, BARR y cols. 1982b, LASKY y cols. 1982
y 1987).

1.1. Separadores de flujo continuo.

Varios han sido 1los modelos de méquinas separadoras
empleados para la recoleccién de CPSP. En estos, los
programas de obtencién de CMN (linfoféresis) han sido 1los
que han producido los mejores rendimientos.

Entre los separadores de células, el mAs ampliamente
utilizado ha sido el de flujo continuo CS-3000 (Fenwal
Laboratories, Deerfield, Illinois) que permite la
recoleccién totalmente automatizada de células o plasma
mediante el empleo de programas establecidos para
plaquetoféresis o linfoféresis. Efectuando ligeras
modificaciones, como 1la elevacién de la velocidad de
centrifugacién a 1.400 rpm podemos recolectar cifras de CMN
mis elevadas con escasa contaminacién de neutré6filos (LASKY
y cols. 1982). La sangre del paciente es bombeada a
velocidad constante hacia bolsas de recogida situadas en 1la
cémara de recolecci6bn, separada mediante centrifugacién, en
funci6én de 1la diferente densidad de sus componentes, en

concentrado de hematies y plasma rico en células. Los
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hematies son reinfundidos al enfermo mientras que el plasma
rico en células es almacenado en las bolsas de recoleccién.
No obstante, éstos programas tienden a recolectar cantidades
elevadas de plaquetas debido a la similar densidad con las
células nucleadas. Es por esto que es necesario con
frecuencia realizar una segunda centrifugacién a pocas rpm
("soft spin") para separar y reinfundir al enfermo la mayor
cantidad posible de plaquetas.

Otro separador de flujo continuo empleado es el Cobe
Spectra (Cobe Apheresis System, Cobe Laboratories, Inc.,
Lakewood, Colorado), con 1ligeras diferencias respecto al
anterior como la forma de la ca&mara de recoleccién. En el
Cobe Spectra dicha cémara es circular de pléstico rigido vy
con la interfase plasma/buffy coat/hematies visible para el
operador. En todos los modelos de flujo continuo el volumen
procesado habitualmente para obtener un nimero adecuado de

CMN es el doble de la volemia del paciente.

1.2. Separadores de flujo discontinuo.

Las méquinas de flujo discontinuo habitualmente
empleadas son la Aminco Celltrifuge (American Instruments
Company, Silver Spring, USA), la Haemonetics Modelo 30 vy
especialmente, la V-50-1I (Haemonetics  Corporation,
Braintree, Massachusetts). En estos procesadores la sangre
es impulsada hacia la cémara separadora en forma de campana
donde, por centrifugacién se separan los hematies que ocupan

la periferia, del plasma y células que permanecen en el
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centro de la cémara donde se encuentra el sistema de salida.
Una vez la cémara se ha 1llenado, por rebosamiento se
expulsan plasma y células (leucocitos y plaquetas) hacia la
bolsa de recoleccién. Los hematies almacenados en la cémara
son devueltos entonces al paciente por un proceso de
centrifugacién inverso a través de una bolsa de pléstico
conectada a una via venosa. Los separadores de flujo
" discontinuo tienen la ventaja de su facil manejo y
transporte ademds de poder emplearse cuando se dispone de un
solo acceso venoso. Sin embargo, requieren un volumen
extracorpéreo relativamente grande por lo que ocasionan mas
episodios de hipotensién. Al igual que en 1los de flujo
continuo, 1la sangre que se reinfunde estd citratada por 1lo
que puede asociarse toxicidad del anticoagulante si se hace
rapidamente. MAas recientemente, con la introduccién de
ciertas modificaciones en el sistema (procedimiento de
elutriacién) parece obtenerse resultados comparables a 1los
separadores de flujo continuo (KESSINGER y cols. 1989). En
estas méquinas el proceso se mide en tiempo, siendo 1lo

habitual una duracién de 4-5 horas por sesién.

1.3. Reducci6én de la contaminaci6én hemética.

Dado que la mayoria de los hematies y granulocitos
recolectados son destruidos durante la congelacién vy
descongelacién, es necesario reducir al minimo éstos
elementos en el material que posteriormente se infundiraA.

Para eliminar la mayoria de los hematies puede efectuarse un
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"buffy coat", mientras que para eliminar tanto glébulos
rojos como neutr6filos  algunos autores efectian una
centrifugacién con Ficoll o Percoll previo a la congelacién
(TILLY y cols. 1986, LAW y cols. 1988). Del mismo modo,
pueden usarse sustancias para facilitar la sedimentacién y
agrupacién eritrocitaria durante el proceso de recoleccién
(hidroxietilalmidén) (KBRBLING y cols. 1986). La presencia y
.concentracién ‘de CPSP se analiza en cada una de las
alicuotas obtenidas en las leucaféresis antes y después de

la criopreservacién.

2. Criopreservaciotn.

Mientras el TMO alogénico se realiza con células
hemopoyéticas obtenidas el mismo dia de la infusién, 1los
transplantes autélogos tienen lugar tras un periodo de
tiempo durante el cual las células hemopoyéticas obtenidas
deben almacenarse para mantener su viabilidad. En este
sentido, 1las condiciones de almacenamiento convencional
empleadas para los hemoderivados no se han demostrado
adecuadas para este prop6sito (MANGALIK y cols. 1979). Esto
llev6 a 1la aplicacién de los sistemas de congelacién de
precursores hemopoyéticos medulares a las CPSP recolectadas
en perros (FLIEDNER y cols. 1975) y hombres (DEBELAK-FEHIR y
cols. 1975). Estas células han sido almacenadas y
recuperadas con éxito durante m&s de dos afios (FLIEDNER vy

cols. 1977, WELLS y cols. 1980). Asimismo, se ha demostrado
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su viabilidad clinica restaurando la integridad hemopoyética
tanto en animales (DEBELAK-FEHIR y cols 1975, FLIEDNER Yy
cols. 1977) como en seres humanos (GOLDMAN y cols. 1978,
LASKY y cols. 1978, JUTTNER y cols. 1985).

Para una aecuada criopreservacién de 1las células
progenitoras, cada paso del  procedimiento debe ser
cuidadosamente controlado, incluyendo el aislamiento y
‘purificacién de CMN, el nGmero total de CMN, 1la
concentracién del crioprotector, la velocidad de congelacién
y el proceso de descongelacién y lavado. Las CMN son
separadas de forma rutinaria mediante un gradiente de
centifugacién efectuado en Ficoll-Hypaque. Las células
procesadas pueden congelarse para su almacenamiento
prolongado en bolsas de pléstico en nitr6geno 1liquido a
-196° C. Como crioprotector se han empleado el glicerol, el
dimetilsulféxido (DMSO) o la polivinilpirrolidona (PVP). El
mds usado es el DMSO, obtenido a partir de 1la destilacién
del petréleo. Este agente tiene la ventaja de penetrar
rapidamente en la células, no siendo necesaria su
eliminacién tras la descongelacién, ya que su administracién
endovenosa posee escasa toxicidad.

El método de congelacién més empleado consiste en
alcanzar una concentracién final de 10-20% de DMSO y un
proceso controlado de congelacién hasta -80° C. E1 descenso
gradual de la temperatura (-1° C/min) evita 1la
cristalizacién intracelular hasta la liberacién del calor de

fusién, que corresponde al paso de la sangre del estado
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liquido al s6lido y que se produce a -7° C. Posteriormente
son almacenadas en tubos o en bolsas de Tefl6n o poliolefina
en nitrégeno en fase liquida a -196° C (GORIN 1986, LASKY
1989c). De esta manera se produce un bloqueo criogénico
total y homogéneo de todos los sistemas enziméticos
celulares. Con este sistema, la viabilidad de 1las células
pluripotehtes se encuentra entre el 60-70% (?ABIAN y cols.
1982). Un sistema alternativo de criopreservacién consiste
en el empleo de una combinaci6én de DMSO e hidroxietilalmidén
como crioprotector y su almacenamiento a -80° C (STIFF vy
cols. 1983). Un ensayo clinico empleando este sistema de
congelacién ha sido publicado recientemente (STIFF y cols.
1987), mostrando cierto retraso en el prendimiento de 1la
serie plaquetar, 1lo que algunos autores han atribuido a 1la

diferente técnica de congelacién empleada (LASKY 1989c).
3. Descongelacién y reinfusién de las CPSP.

La infusién al paciente se realiza mediante equipos de
transfusién desprovistos de filtro a través de una via
venosa central. Las células son previamente descongeladas de
forma répida en bafio maria a 37° C, para evitar 1la
agregacién celular y la exposicién prolongada
postdescongelacién al DMSO, que es altamente téxico para las
células hemopoyéticas, pudiendo destruir hasta el 50% de
CFU-GM en 15 minutos. Ademds la rapidez de la descongelacién

evita el fen6meno de recristalizacién y el ‘"shock" de
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dilucién. Los efectos secundarios deséritos por el DMSO son
generalmente leves Yy facilmente controlables con
antihistaminicos y/o corticoides intravenosos. Una vez
reinfundidas, 1las células progenitoras circulan por el
torrente sanguineo, atraviesan la pared de 1los sinusoides
medulares y se alojan en el seno de la médula O&sea, donde
hallan el ambiente propicio para su proliferacién y

" maduracién.

RECONOCIMIENTO Y CUANTIFICACION "IN VITRO" DE COLONIAS DE
CPSP. RELACION ENTRE LA DOSIS Y LA RECONSTITUCION
HEMOPOYETICA

1. Técnicas de cultivo de los progenitores celulares.

La aplicacién clinica del transplante aut6logo de CPSP
requiere conocer 1la viabilidad y la identificacién de 1los
progenitores que se infunden asi como la valoracién de 1la
cantidad minima de CPSP a infundir. La técnica de cultivo
mds ampliamente empleada ha sido la descrita por FAUSER vy
MESSNER en 1978, modificada segin ASH y cols. en 1981 para
la obtencién de un nimero mayor de colonias de CMN. Estos
autores modificando el medio de cultivo de Iscove afiadiendo
mercaptoetanol, obtiene un nimero de colonias superior a las
de 1la técnica original. Otros autores emplean para cultivo

de precursores granulocitomacr6fagicos la técnica descrita
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por PIKE y ROBINSON (1971) o la de ISCOVE en metil-celulosa
(ISCOVE y cols. 1971). Para valorar la viabilidad celular se
aplican estas técnicas empleadas en cultivos medulares (PIKE
Y ROBINSON 1971, FAUSER y MESSNER 1978 y 1979),
esencialmente la tincién del azul trip&n o de naranja de
acridina y culfivo en agar por siembra directa y recuento
postéridr de 1las CPSP. En 1984, TO y cols. consiguieron
‘recoger y criopreservar grandes cantidades de precursores de
la 1linea granulomonocitica (CFU-GM) circulantes en pacientes
diagnosticados de LMA. Estos autores demostraron que una
media de 1112x10¢ CFU-GM/kg puede ser conservada y
criopreservada adecuadamente durante 24 meses, siendo esta
cantidad cinco veces superior a la necesaria para conseguir
una recuperacién hemopoyética completa (SPITZER y cols.
1980).

2. Rendimientos de células recolectadas: CFU-GM y CMN.

Respecto al momento 6ptimo de recoleccién, si bien no
estd definitivamente establecido, la mayoria de los autores
estdn de acuerdo con llevarlo a cabo en el momento de 1la
recuperacién celulér postquimioterépica, coincidiendo con
los niveles més altos de CPSP, alcanzando cifras de CFU-GM
por citaféresis de hasta dos veces lo obtenido tras la
aspiracién de un litro de médula (TO y cols. 1984). Como ya
hemos citado, 1la aparicién de una monocitosis coincidiendo

con la recuperacién medular ha sido un indice empleado por
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algunos autores para decidir el inicio de las citaféresis.

Si bien se ha podido evidenciar una relacién entre las
células pluripotentes reinfundidas )4 la recuperacién
hemopoyética, tanto la identidad de las células precursoras
con capacidad de regeneracién hemopoyética como el nilmero
minimo a infundir que garantice su p:endimiento medular no
estén claramente definidos. Para algunos autores ( LASKY vy
‘cols. '1982,‘ GEiSSLER. y | cdlé..‘ 1986); .la. ﬁrééeﬁcia de
progenitores més inmaduros y con capacidad de diferenciarse
hacia cualquier linea hemopoyética (CFU-mix, CFU-GEMM) seria
un indicador mé&s fiable de una regeneracién hemopoyética
mantenida, mientras que si la infusién es principalmente con
células con un mayor grado de maduracién (CFU-GM) es posible
la aparicién de una insuficiencia medular una vez las
células infundidas hayan superado su vida media al tener
éstas unas expectativas de vida mis limitadas. Por otra
parte, el momento de mayor presencia de células
pluripotentes circulantes puede preceder en uno o dos dias
al de los precursores mis diferenciados, con lo que é&stos no
serian indicadores fieles de la capacidad de repoblacién
medular de las células recolectadas. No obstante, y dado que
no se dispone de una técnica que permita el cultivo de estas
células pluripotentes, se emplean cultivos de progenitores
diferenciados en el sentido de una u otra 1linea celular

(CFU-GM, BFU-E) como indicadores de viabilidad del injerto.
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El nGmero minimo de células a infundir también varia
segin los diferentes autores. Asi, se han descrito
resultados favorables con cifras menores de 10x10¢ CFU-GM/kg
(KESSINGER y cols. 1986, CASTAIGNE y cols. 1988), mientras
que para otros seria necesario un nGmero no inferior a
50x10¢ CFU-GM/kg para asegurar una recuperacién hemopoyética
completa y permanénte (TO Y cbls; 1986). Estas diferencias
'se originan en gran medida por propia naturaleza de los
ensayos de laboratorio efectuados para la detecci6n de 1los
precursores celulares. El1 cultivo de CFU-GM que es el
indicador de 1la capacidad regenerativa de 1las células
recolectadas mé&s ampliamente empleado, se realiza con
diversas técnicas, por lo que los resultados no son
comparables; asimismo, los ensayos pueden verse afectados
por gran nfimero de factores extrinsecos como la fuente de
actividad estimulante de colonias, las condiciones de
incubacién, la presencia de células contaminantes
(monocitos), etc. Por lo tanto y como en el TMO, algunos
autores han confiado en que el recuento de CMN sirva para
definir el rendimiento <celular y el inicio de las
recolecciones (ABRAMS y cols. 1981, STIFF y cols. 1983,
KORBLING y cols. 1986, BELL y cols. 1987, KESSINGER y cols.
1988b, CASTAIGNE y cols. 1988). La observacién practicamente
constante de una monocitosis relativa coincidiendo con la
recuperacién medular tras quimioterapia agresiva, y su
correlacién con la presencia de un elevado nimero de CPSP,

convierten esta determinaci6n en un método simple y répido
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pafa determinar el momento de la recoleccién, mientras que
el valor de CMN recolectado seria un indicador répido vy
fiable de la regeneracién hemopoyética.

Por otra parte, 1la relacién existente entre 1los
diferentes compartimentos celulares (células
pluripotentes/células comprometidas/células maduras) se
mantiené estable en situaci6én basal por la existencia de un
'fiﬁjb ‘contiﬁud dé éleméhtés celuiatés.dévlbs‘ éompaitiﬁehtos
ms inmaduros a los mis maduros, por lo tanto, la dosis de
CMN en estas situaciones, se puede considerar como un
indicador fiable de recuperacién hemopoyética. No obstante,
durante la fase de recuperacién répida de 1la hemopoyesis
tras quimioterapia, los elementos pluripotentes vy
comprometidos proliferan para llenar el compartimento de los
elementos maduros, alter&ndose 1la relacién entre células
pluripotentes/células comprometidas/células maduras, por 1lo
que el nGmero de células progenitoras seria un mejor
indicador de reconstitucién hemopoyética que las CMN al
estar ontogénicamente mds cerca de los elementos germinales
pPluripotentes (TO 1990a). Sin embargo, ademés de 1las
dificultades en 1la estandarizacién de la dosis minima de
CFU-GM a infundir, dada la enorme variacién entre
laboratorios, 1las dos semanas de tiempo transcurridas hasta
la obtencién de 1los resultados hacen de esta técnica una
guia poco préctica para indicar la capacidad de regeneracién

hemopoyética de las células recolectadas.
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3. Otros indicadores de precursores circulantes: Cé&lulas

CD34 positivas.

Recientemente, se estd tratando de encontrar una
relacién entre el nGmero de células CD34 positivas y CD33
négétiﬁas mediante inhundflﬁoieédeﬁcia directa y los niveles
" de CPSP circulantes que pueda servir como indicador Gtil del‘
momento de recoleccién (GIANNI y cols. 1989, SIENA y cols.
1989, 1991). Asi, se ha podido comprobar la presencia de una
glicoproteina de superficie en las células precursoras
hemopoyéticas, que reacciona frente a anticuerpos
monoclonales (AcMo) como el CD34. En adultos normales estas
células CD34+/CD33- suponen el 1-4% de las CMN de médula e
incluyen 1los progenitores de las diversas lineas celulares
granulomonociticas (CFU-GM), eritroides (BFU-E),
megacariociticas (CFU-Mk) y mutilineales (CFU-mix). Sin
embargo, Yy a pesar de que los valores basales en sangre de
estas células se encuentran por debajo del umbral de
deteccién por citometria, se ha comprobado, tanto mediante
cultivos "in vitro" como con estudios inmunofenotipicos, un
importante incremento en sangre de precursores CD34+/CD33-
en la fase de recuperacién hematolégica que sigue al
tratamiento con altas dosis de quimioterapia (GIANNI y cols.
1989, SIENA y cols 1989). Asimismo, también se han
demostrado rendimientos superiores de estas cé&lulas mediante

citoféresis realizadas en el momento adecuado que mediante
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punciones medulares repetidas, con diferencias més acusadas
si se administran  factores de crecimiento endovenosos
previos a la recolecci6n (SOCINSKI y cols. 1988, GIANNI y
cols. 1989, RAVAGNANI vy cols. 1990). Igualmente, 1los
antigenos de diferenciacién de la membrana celular y las
caracteristicas de c;ecimientorin vitro de las colonias son
iguales para las células CD34+, tanto de médula 6sea como de
'séngte‘ periféfiéa; vlo‘qﬁé cohfifmﬁ él origen medular comin
de ambas. Diversos ensayos <clinicos han demostrado 1la
relacién existente entre el nGmero de células CD34+/CD33- en
sangre tras quimioterapia de movilizacién y 1las CFU-GM
habiéndose estimado el nimero minimo de estas células que
garantice un prendimiento medular en 7,8x10¢/kg (SIENA vy
cols. 1991). La gran reproductibilidad de la técnica hace de
ésta determinacién, bien por citofluorometria o técnica
fosfatasa-éntifosfatasa (FAAFA), un método rapido y 1til

como indicador de la eficacia de la recoleccién de CPSP.

AUTOTRASPLANTE DE CPSP. ENSAYOS CLINICOS.

Hasta 1la actualidad se han efectuado unos 300 ATSP, de
ellos méds de 1la mitad en los Gltimos cuatro afios, y casi
todos en pacientes con hemopatias malignas (leucemia aguda,

linfomas Hodgkin y no Hodgkin, mieloma).
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1. ATSP en leucemia aguda.

1.1 ATSP en LMA.

El mayor nGmero de ATSP se ha efectuado en pacientes
con leucemia aguda, especialmente LMA. TO y cols.
demostraron en 1984 la recolecci6én de elevadas cantidades de
VCPSPV (éxérééadaé como CFU-GM) en pacientes con LMA en el
periodo de recuperacién postquimioterapia, asi como su
viabilidad tras 18 meses de almacenamiento a -196° C. Si
bien 1los primeros ensayos clinicos se efectuaron en
pacientes 'con LMA en segunda o posterior remisién (REIFFERS
y cols. 1985, JUTTNER y cols. 1985), la mayoria de las serie
publicadas hacen referencia a pacientes en primera RC. En
estos enfermos, 1las células son recolectadas una vez
alcanzada la RC tras quimioterapia de inducci6én y de
consolidacién con un ntmero de sesiones que oscila entre los
diferentes autores entre 3 y 7, siendo criopreservadas hasta
su empleo como rescate tras la administracién de
megaterapias. Los resultados actuales han demostrado que una
de 1las principales ventajés de este tipo de autotransplante,
empleando CPSP (ATSP), es la répida recuperacién de 1la
neutropenia, con 1la consiguiente disminucién del riesgo
infeccioso. Esta recuperacién hematolégica es habitualmente
mantenida, citéndose, no obstante, algunos casos de
disminucién de contajes de células circulantes a las 2-3

semanas después del ATSP, cuando la cantidad de células
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progenitoras administrada ha sido escasa (BELL y cols. 1987).

Existen importantes diferencias entre los diversos
autores respecto a las recidivas. Efectivamente, LAPORTE y
cols. (1987) citan tres casos de recidiva precoz en un total
de cuatro pacientes con LMA en primera RC a los que se les
habfa efectuado un ATSP, por lo que cuestiona la utilidad de
esta terapéutica. No obstante, estos resultados no han sido
| Ucbnfirhadds‘ por‘ 6trds.aﬁ£o£es.qﬁe.cifran ﬁn. pdrcentaje de
recidivas mucho menor y similar al observado tras TAMO
(CASTAIGNE y cols. 1986, REIFFERS y cols. 1988, JUTTNER Yy
cols. 1988, BELL y cols. 1988, CASTAIGNE y cols. 1988,
JUTTNER y cols. 1990, REIFFERS y cols. 1991, KORBLING vy
cols. 1991).

1.2 ATSP en LLA.

Aunque en nimero mucho menor, el ATSP ha sido empleado
también. en pacientes con LLA (TILLY y cols. 1986, BELL Yy
cols. 1986, CASTAIGNE y cols. 1988, TAKAUE y cols. 1989). En
estas series se incluyen pacientes tanto en primera como en
ulteriores remisiones, 1lo que hace mds dificil el analisis
de 1los resultados. No obstante, los resultados referidos a
la recuperacién hemopoyética son similares a los de los

pacientes con LMA.
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2. ATSP en leucemia mieloide crénica.

Actualmente el Gnico tratamiento curativo para la
leucemia mieloide crénica (LMC) es el TMO alogénico. Sin
embargo, dado que éste solo puede efectuafse en menores de
50 afios siempre que dispongan de donante HLA idéntico, se
han disefiado nuevas alternativas feiapeﬁticas para pacientes
sin donante compatible como el TAMO y, mas recientemente, el
ATSP. Las primeras experiencias con ATSP en LMC fueron
realizadas por GOLDMAN en 1978 al comprobar la presencia de
importantes cantijdades de células pluripotentes Ph!
positivas circulantes durante la fase crénica de 1la
enfermedad que podian reinfundirse y 1lograr |una
reconstitucién hemopoyética tras quimioterapia de
acondicionamiento (GOLDMAN y cols. 1978). Otros autores
también han empleado este tipo de transplante con cé&lulas
obtenidas durante 1la fase crénica»en pacientes con LMC en
transformacién (REIFFERS y cols. 1983, PREISLER y cols.
1984, HAINE y cols. 1984, KARP y cols. 1985). En todos estos
trabajos se logra establecer una segunda fase crbénica pero
de muy breve duracién (4-6 meses).

Recientemente, se han obtenido resultados aparentemente
muy superiores mediante 1la realizacién de un doble ATSP
sequido de la administracién de alfa-interferé6n (IFN) en LMC
en transformacién, con respuestas hematolégicas en casi
todos los casos y remisiones citogenéticas hasta en un

tercio de los pacientes (REIFFERS y cols. 199l1a). Aunque muy
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preliminares, estos resultados suponen un importante avance
en la terapetitica de esta enfermedad especialmente para

pacientes sin donante HLA compatible y pronéstico peyorativo.
3. ATSP en linfoma y otros tumores sé6lidos.

El ATSP en estas neoplasias se ha empleado en pacientes
refractarios a ‘ttétdmientoé donvencionales o en estadios

avanzados.

3.1 ATSP en linfomas.

Tras la realizacién por KORBLING y cols. (1986) de un
ATSP con éxito en un paciente con linfoma de Burkitt, varias
han sido 1las series de linfomas que han sido tratados con
ATSP. Inicialmente KESSINGER y cols. (1988) refieren el
tratamiento de cuatro pacientes con 1linfomas refractarios
(tres con enfermedad de ﬁodgkin y un LNH) con ATSP. En estos
casos no se empled quimioterapia para incrementar el ntGmero
de CPSP circulantes. Se obtuvieron dos remisiones completas,
recuperando cifras de neutré6filos en los cuatro casos y de
plaquetas en tres. Posteriormente estos resultados fueron
confirmados en una serie mAs larga de 40 pacientes con
linfomas refractarios en los que se alcanzaba una
supervivencia 1libre de enfermedad equivalente a 1la de
- enfermos con similares factores de riesgo y sometidos a
autotransplante de médula 6sea (KESSINGER y cols. 1989a). En

un trabajo publicado por LASKY y cols. (1989b) en el que se
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comparaban siete pacientes con enfermedad de Hodgkin
sometidos a ATSP frente a 19 enfermos con linfoma de Hodgkin
a los que se les efectudé un TAMO, se demostr6 la recolecién
de un nGmero de progenitores equivalentes a los de médula
6sea asi como una completé y mas répida xecuperacién
hemopoyética y una menor duraci6n de la hospitalizacién en
el pfimer grupo de enférmos. Resultados similares han sido
‘referidos pdr' 6tros' éﬁtbréé ‘(ﬁELL y éois; i9éﬁ;l 19éfa,
PHILLIPS y cols. 1990).

3.2 ATSP en tumores s6lidos.

El primer estudio amplio de pacientes con tumores
s6lidos a 1los que se les efectu6 un ATSP fue publicado por
STIFF y cols. en 1987, incluyendo 13 pacientes con carcinoma
pulmonar de c¢élulas pequeflas en siete de 1los cuales se
efectué un ATSP, observéndose en la mayoria de ellos una
rédpida recuperacién de la neutropenia (mediana dia 14). El
ATSP también ha sido ampliamente empleado en nifios con
neuroblastoma (LASKY y cols. 1989a, TAKAUE y cols. 1989) con
recuperacién hemopoyética mds répida que en los casos en los
que se empleb6 médula 6sea autdloga. A pesar de la corta edad
de los pacientes (entre dos y cinco afios) 1las citaféresis

fueron perfectamente toleradas.
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4. ATSP en mieloma miltiple.

Uno de los tumores hematolégicos en los que el ATSP se
estd experimentado con m&s expectativas es el mieloma
miltiple. Efectivamente, en 1los filtimos 20 afios ha sido
escaso el progreso realizadc en el tratamiento de estos
pacientes, con supervivencias globales que oscilan entre dos
Yy .cuétro afios. Estos resultados son atGn m&s desalentadores
si haéemds'refetenéia évlds.enfermbs con eétédios. avanzados
(estadio 1III), alcanzéndose tan solo remisiones parciales en
apenas dos tercios de los pacientes. En estos pacientes
cuando se empled el ATSP, como quimioterapia de movilizacién
se ha empleado melfalan a altas dosis (HENON y cols. 1988) o
ciclofosfamida sola o en combinacién (FERMAN y cols. 1989%a y
1989b, BELL Yy cols. 1989, REIFFERS y cols. 1989a y 1989b),
alcanzéndose algin tipo de remisién en todos los casos,
siendo completas en el 21-100%. También en estos enfermos se
observé una'rapida recuperacién hemopoyética alcanzando 500
neutr6filos/uL. entre 13-18 dias y 50x10° plaquetas/L entre
10 y m8s de 60 dias.

CONTAMINACION TUMORAL EN LAS CELULAS RECOLECTADAS.

Como ya se ha mencionado, una posible ventaja del
empleo de ATSP frente al TAMO como terapia de rescate es su
posibilidad de aplicaci6én para casos con imposibilidad de

recoleccién medular por afectacién tumoral o fibrosis. La
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siguiente cuestién a determinar es si existen diferencias
entre 1los injertos empleando CPSP o médula 6sea en relacién
a la reinfusién de células neoplésicas y la incidencia de
recidivas tumorales. En leucemia aguda, efectuar la
recoleccién precozmente en remisién puede hacer disminuir el
problema de 1la contaminacién tumoral, al ser las células
leucémlcas més susceptibles a la accién de la qulmioterapia
| y proliferar més lentamente que las normales (ARLIN y cols.‘
1978). Por otro lado, estudios citogenéticos, de biologia
molecular e inmunol6gicos efectuados en leucemia aguda en
remisién demuestran una menor presencia de células tumorales
en sangre que en médula (ZEHNBAUER y cols. 1986, TO y cols.
1987). Sin embargo, la sensibilidad de estos estudios no es
bien conocida y su importancia clinica se encuentra por
confirmar por 1lo que actualmente no se conoce el grado de
contaminacién leucémica entre las CPSP recolectadas (GALE y
cols. 1990).

Aunque los linfomas con freéuencié experimentan
diseminacién hemat6gena y ocasionalmente pueden detectarse
células neoplésicas en sangre, sin embargo, en un estudio
empleando CPSP como rescate en pacientes con enfermedad de
Hodgkin 1las recaidas ocurrieron solo en las zonas
previamente afectadas por la enfermedad (LASKY y cols. 1989,
PHILLIP y cols. 1990). Resultados preliminares en pacientes
con linfoma y afectacién medular sometidos a ATSP demuestran
un porcentaje de recidivas similar a aquellos gque no

presentaban infiltracién tumoral (KESSINGER y cols. 1990).
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Resulfados similares han sido publicados en otros tumores
s6lidos. En estos casos, ain cuando la afectacién medular
sea precoz (neuroblastoma, carcinoma de células pequefias de
pulmén) 1la presencia de células tumorales en sangre y el
riesgo de recaida parece menor que a partir de las célﬁlas
tumorales de médula (HENON y cols. 1991).

Aunque lés'difefehdias en contéminacién tumoral de los
ATSP frente a los ATMO sigﬁe.siéndo una cuéstiéh. debétidé,
la mayoria de 1los datos sugieren que la frecuencia de
recaidas no ser& superior a la de los injertos medulares
(KESSINGER y cols. 1991). Determinar si ésta es menor viene
condicionado por la dificultad existente para distinguir las
recidivas originadas a partir del injerto de 1las células

tumorales persistentes en el paciente.
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La obtencibén, criopreservacién e infusién de células
progenitoras pluripotentes a partir de sangre periférica
(ATSP) puede actualmente ser considerada una alternativa
terapéutica al transplante autélogo de médula O6ésea. La
obtencién mediante 1leucaféresis de grandes cantidades de
precursores hemopoyéticos, movilizados desde la médula
quimioterapia, ha permitido ampliar 1las indicaciones de
transplante potencialmente curativo a un mayor nGmero de
pacientes con enfermedades neoplésicas. Cada vez son mayores
los grupos que utilizan esta modalidad de autotransplante,
entre cuyas principales ventajas estéin: 1. Recolecci6n de
precursores hematopoyéticos afin con dano medular por
radioterapia previa o por afectaci6én tumoral. 2.
Acortamiento de 1los riesgos relacionados con la aplasia en
el periodo postransplante inmediato, pues la velocidad de
reconstitucién hemopoyética parece superior al transplante

medular autélogo. 3. No precisa anestesia general.

No obstante, muchos son afin 1los interrogantes por
desvelar en 1la aplicacién del ATSP. ¢Cudl es el mejor
indicador de un prendimiento estable?. ¢Cudl es 1la dosis
minima de estos precursores qué deberia recolectarse e
infundirse para garantizar un éxito terapettico?. &¢Cudl es

el momento 6ptimo para iniciar su recoleccién?. ¢Es posible
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la obtencién de un injerto medular estable y permanente
empleando estas CPSP?. Estas y otras cuestiones han sido
planteadas en nuestro estudio en el que esquemédticamente nos

propusimos los siguientes objetivos:

1.- Determinaci6én de los pardmetros de recoleccién idéneos
para obtener los mayores rendimientos de precursores
'hémOPOYéticbs" mediantéA leucoféresis en pacientes con

hemopatias malignas.

2.- Estudio de 1la relacién entre el nimero de células
mononucleares (CMN) en la recoleccién y el nGmero de CFU-GM

obtenidas tras féresis.

3.- Céalculo del nGmero minimo de CFU-GM a infundir necesario

para garantizar una recuperacién hemopoyética estable.

4.- Estudio de 1la toxicidad y potencial erradicativo
antitumoral de los regimenes de acondicionamiento

pretransplante.

5.- Seguimiento clinico de 1los pacientes tras ATSP con
estudio de parémetros de recuperacién en médula 6sea y

sangre periférica.
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PACIENTES

Para la realizacién de este estudio se han incluido 34
pacientes diagnosticados de leucemia mieloblastica aguda (24
casos), leucemia linfoblastica aguda (cinco casos), linfoma
no Hodgkin (un caso),renférmedad dé Hodgkin (uﬁ caso) y
mieloma maltiple (tres casos) a los que se les efectuaron un
total de 186 sesiones de citoféresis. Todos los pacientes
habian sido diagnosticados o remitidos al Servicio de
Hematologia del Hospital La Fe entre el uno de Noviembre de
1989 y el 30 de Abril de 1991.

CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios para la inclusién de los pacientes en el
programa de recoleccién & autotransplante de CPSP fueron los
siguientes:

- Pacientes con LMA sin donante HLA-compatible en primera RC
con edad menor o igual a 60 afios. Asimismo, se consideré
individualmente 1la inclusién de los pacientes en primera RC
pero cuya edad se encontraba entre 60 y 65 afios.

- Pacientes con LMA que alcanzaron una segunda RC durante el

periodo de estudio, tras recaida de protocolos previos.
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- Pacientes con LLA sin donante HLA-compatible en sequnda o
posterior RC.

- Pacientes con linfomas Hodgkin y no Hodgkin con afectacién
medular y resistentes a protocolos de quimioterapia
convencionales.

- Pacientes con mieloma mGltiple y edad inferior a 60 afos.

Las diferentes etapas del programa de ATSP se esquematizan

en la figura 1.

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de LMA y LLA se bas6 en la morfologia de
las extensiones se sangre periférica y médula 6sea al
microscopio ©6ptico tefiidas con May-Griinwald-Giemsa seglin los
criterios de 1la clasificacién propuesta por el grupo
cooperativo FAB (BENNET y cols. 1976). E1 diagnéstico de
enfermedad de Hodgkin y linfoma no Hodgkin, asi como su
subtipo histolé6gico, se bas6é en hallazgos anatomopatolégicos
de muestras de adenopatias obtenidas mediante biopsia
extemporédnea. El mieloma mGltiple se diagnéstico de acuerdo
con los criterios del Myeloma Task Force.

El material medular necesario para el examen
citomorfolégico, asi como para la realizacién de otras
técnicas, fue obtenido mediante puncién aspirativa sobre

mango esternal, siendo ocasionalmente necesaria 1la
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FIGURA 1. PROGRAMA DE ATSP EN PACIENTES

CON HEMOPATIAS MALIGNAS.
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realizacién de biopsia 6sea sobre cresta iliaca

posterosuperior.

DEFINICIONES EMPLEADAS EN EL ESTUDIO

1. Remisién completa.

o V‘Lds.lcfitetioé 'pafa‘definif‘la iemisién‘ éompleta (RC)
fueron 1los establecidos por el Cancer and Acute Leukemia
Group B (CALGB, 1974). Estos criterios exigen 1la
normalizacién hematolégica de la médula 6sea (menos de un 5%
de células leucémicas) y sangre periférica (cifra y recuento
porcentual de leucocitos normal) y la ausencia de sintomas o

signos atribuidos a infiltracién orgénica leucémica.

2. Eficacia o rendimiento de la recoleccién.

El ntGmero total de CMN recolectadas se basa en el
volumen del producto y la concentracién de las células en el
mismo. La eficacia estimada de la recoleccién puede ser
determinada dividiendo el total de células recolectadas por
el total estimado de células procesadas. Este Gltimo dato se
calculé multiplicando el recuento medio de células, basado
en el recuento/uL pre y postféresis del paciente, por el
volumen total procesado. La eficacia de la recoleccién se

obtuvo empleando la siguiente formula:
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CMN/mL x volumen (bolsa recoleccién)
Rendimiento $ = ccccccmcccmmmcccccc e e x 100

CMN/mL paciente (*) x volumen procesado
(*) media de CMN y de leucocitos iniciales y finales del

proceso.

3. Fracaso del injerto.

Los pacientes en los que no se evidenci6 prendimiento
hemopoyético a las tres semanas postransplante se
consideraron fracaso del injerto, siendo candidatos a 1la
administracién de factores de <crecimiento y/o a un
transplante autélogo de médula 6séa. También se consideré
fracaso de prendimiento la aparicién de citopenias tras una

recuperacién hemopoyética inicial.

4. Prendimiento incompleto.

Los criterios para considerar un prendimiento del
injerto como incompleto fueron la ausencia de, al menos, una
de 1las tres lineas hemopoyéticas en médula 6sea a los 30

dias postransplante.

5. Recidiva.

La recidiva se definié como la reaparicién de una
infiltracién leucémica superior al 5% en médula 6sea o la
existencia de infiltrado  tumoral en cualquier otra

localizacién extrahematolégica.
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6. Duraci6n de la remisi6én y supervivencia.

Se defini6é la duracién de la remisién como el intérvalo
entre la fecha en que alcanz6 RC y la fecha de recaida. La
duraci6én de 1la supervivencia fue definida por el tiempo
transcurrido desde el dia del transplante (dia 0) y la fecha
de muerte. Se consider6 cdmb supefvivencia libre de
enfermedad (SLE), el tiempo transcurrido desde la fecha del

autotransplante hasta la recaida o la muerte.

RECOLECCION DE CPSP
1. Momento de la recoleccién.

Se obtuvo consentimiento por escrito de los pacientes
en todos 1los casos antes del inicio de la recoleccién. En
los pacientes con leucemia mieloblastica aguda, se realizé
tras finalizar la quimioterapia de induccién y consolidacién
(Tablas 1-3). En un paciente diagnosticado de LMA-M3 se
empleé el protocolo quimioteripico disefiado por ARLIN (ARLIN
y cols. 1984) ensegunda RC (Tabla 4). En el resto de
pacientes, la recoleccién se efectué tras dos ciclos de
tratamiento quimioter&pico, siguiendo los protocolos que se
muestran en las tablas 5 y 6. E1l comienzo de las citoféresis
vino determinado por la recuperacién de leucocitos en sangre

periférica (>1.000/mm®) siempre que existiese una proporcién
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significativa de CMN, como expresién de recuperacién
hemoperiférica (>30%) y si la-situacién clinica del enfermo
lo permitia. Antes de iniciar la recoleccién se efectio
hemograma completo y recuento diferencial mediante un
contador automatizado Coulter S-plus (Coulter Electronics
Inc., Florida, USA) o un contador Technicon H-1 (Technicon
Instruments Corpoprétion, Tarryfdwn ﬁY, USA), confirméndose
la férmula leucocitaria sistematicamente mediante cohﬁaje‘
diferencial relizado manualmente y que incluia un minimo de
200 células. En los casos en que no se hizo tras la
induccién a la remisién, se realizé puncién medular previa a
la recoleccién para confirmar la obtencién de RC.

En los pacientes en que no pudieron realizarse las
citaféresis tras alguno de los ciclos de tratamiento por
complicaciones clinicas o técnicas, se administré un ciclo
adicional de quimioterapia segfin esquema COAP para inducir
la movilizacién de las CPSP tras la aplasia

postquimioterapica (Tabla 7).
2. Técnica de recolecci6n y separadores empleados.

Los sistemas de aféresis que emplean fuerza centrifuga
dependen de 1la diferente densidad de 1los componentes
sanguineos para lograr la separacién de la fraccién deseada.
El resto de 1la sangre es reinfundida al paciente bien a
través de un sistema de flujo continuo o discontinuo. Todos

estos sistemas requieren el empleo de equipos desechables
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compuestos de bolsas de recoleccibén y lineas de infusién y
recoleccién de componentes interconectadas y estériles. En
todos 1los casos se empleS un anticoagulante (heparina o
citrato) con una proporcién establecida con la sangre total
conforme entra en el sistema para evitar activacién de 1la
coagulacién y 1la formacién de trombos que alterarian el
procésb de recoleccién. En general, la sangre es bombeada a
un 'cohténedotvsithAdo en‘el‘inﬁefiér della centrifuga donde
se produce la separacién de los componentes. Una vez el
elemento deseado ha sido recolectado, 1los hematies se
mezclan con los demis elementos reinfundiéndose al enfermo.

A los enfermos incluidos en el protocolo se les
efectuaron 3-7 citaféresis (una diaria durante 3-7 dias
consecutivos) por paciente tras cada uno de los ciclos de
quimioterapia. Los separadores empleados fueron Fenwal
Cs-3000 y CsS-3000 plus (Fenwal Laboratories, Deerfield,
Illinois, USA) y Cobe Spectra (Cobe Apheresis system, Cobe
Laboratories Inc., Lakewood, Colorado).

2.1 Fenwal CS-3000 y 3000 plus.

Estos separadores de células sanguineas (figura 2) son
aparatos centrifugadores auténomos de flujo continuo que
fraccionan 1la sangre entera en alguno de sus componentes.
Los componentes del separador incluyén un centrifugador, dos
bombas peristélticas y un sistema de controles y
monitorizacién por un microordenador. La recoleccién de
componentes sanguineos especificos puede ser realizada y

monitorizada de forma automdtica, dado que se almacena en la
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memoria de estado s6lido del separador un programa para cada
procedimiento. El1 separador est&d provisto de dos modos
operativos: automdtico y manual. Durante 1la operacién
automitica, todas las funciones son controladas por un
micrordenador, salvo en situaciones en las que s2 requiere
la intervencién del operador. La comunicacién entre el
separador y Vel operador se ileva a cabo mediante los
controles indicadores situados en la consola. Los
componentes son recolectados en un equipo de aféresis
estéril y desechable. Este equipo incluye un sistema de
tubos estériles de plastico, envases y conectores, donde los
componentes sanguineos son separados por centrifugacién
segin su diferente densidad. Varios sistemas de
monitorizacién son continuamente comprobados con el fin de
detectar situaciones anémalas o potencialmente peligrosas.
. Una combinacién de lectores digitales, l&mparas indicadoras
y alarmas sonoras mantienen al operador informado del estado
del aparato y cualquier anormalidad. Si no se efectGa 1la
accién apropiada para corregir una anomalia dentro de un
tiempo determinado, el separador interrumpe el procedimiento
y el paciente queda aislado del sistema.

Como ya se ha mencionado, estos separadores estén
disefiados para realizar la centrifugacién de un flujo
continuo de sangre anticoagulada. Se emple6é una solucién
salina estéril para purgar el sistema tras su instalacién en
el separador y antes de iniciar el proceso de recoleccién.

-La sangre total del paciente se mezcla con el anticoagulante
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Figura 2. Separador de flujo continuo Fenwal

CS-3000.
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y es bombeada hasta el envase de separacién dentro del
centrifugador. En este envase, la sangre total anticoagulada
es separada en dos componentes: plasma rico en componentes
(PRC) y concentrado de hematies (CH). El PRC es bombeado del
envase de separacién al de recoleccidén pof la bomba de
plasma. Los componentes presentes en el PRC, en nuestro caso
las CMN, se concentran en el envase de recoleccién y el
plasma pobre en componentes (PPC) sale del envase. El1 PPC
puede ser recolectado en una bolsa de transferencia o,
combinado con el CH del envase de separacién, devuelto al
paciente. El1 equipo de recoleccién empleado para la
obtenci6tn de CMN se muestra en la figura 3.

Los programas empleados en nuestro estudio fueron el 1
(linfoféresis) modificado 6 1 especial segin que el
separador utilizado fuese el CsS-3000 6 CS-3000 plus
respectivamente (Tabla 8). Las modificaciones efectuadas en
el programa esténdar consistieron en la introduccién del
hematocrito real del paciente y la colocacién del detector
de 1linea base a 1.100 con lo que 1los "spill-over" se
efectuaban aproximadamente cada 4-4,5 minutos.

Las CPSP recolectadas se transfieren a una bolsa de
recoleccién de granulocitos (Baxter). En ningn caso se
- emplearon agentes para facilitar la sedimentacién. La
duracién media de cada sesién fue de 3 horas 30 minutos. El
procedimiento obtuvo un volumen medio en Dbolsa de

recolecciétn de 200 mlL.
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Figura 3. Fenwal CS-3000.
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2.2. Cobe Spectra. _

Otro separador de flujo continuo empleado fue el Cobe
Spectra (figura 4). En éste, la sangre total obtenida del
paciente y sometida a anticoagulacién es ‘bombeada a la
centrifuga donde se encuentra un dispositivo en forma de
cinturén, siendo separada en sus diversos componentes segin
su densidad; los hématiésrocupén la parﬁe exterior, 1los
leucocitos la zona media y el plasma con alto contenido en
plaquetas la interior (figura 5). La interfase
hematies-plasma se mantiene constante debido al equilibrio
de las caidas de presién junto con la densidad y viscosidad
de 1los hematies y plasma circulando a través de los tubos de
hematies y de control. Los leucocitos son retirados del
canal por un tubo para ello, mientras que el plasma y 1las
plaguetas salen a través del tubo de plasma. Este separador
dispone también de un panel de control ubicado en su parte
superior y que ofrece informacién sobre las diversas alarmas
asi como solicita los datos necesarios del paciente que va a
ser sometido a féresis para célculo de diversas variables
(volumen plasmitico, velocidad de flujo, velocidad de
centrifuga y tiempo de duracién del procedimiento). Al igual
que el separador CS-3000, puede operar en control automético
y manual. Las principales caracteristicas del programa de

recoleccién empleado (leucocitos) se muestran en la Tabla 9.
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Figura4. Separador de flujo continuo. Cobe Spectra.
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2.3. Haemonetics V-50-I.

El separador de flujo discontinuo Haemonetics V-50-I
(Haemonetics Corporation, Braintree, Massachussets, USA) se
emple6 s8olo en tres ocasiones por:  problemas de 1indole
técnico en los otros separadores. Este procesador es una
méquina versitil, de fécil manejo, que permite la recogida
autom&tizada de componentes sanguineos. Como los de flujo
continuo, el sistema extrae la sangre completa del paciente
Yy una vez mezclada con el anticoagulante la separa en plasma
Yy sus componentes, recogiendo el producto deseado (en este
caso las CMN) y restituyendo los elementos no recogidos.
Lleva incorporados sistemas de monitorizacién de seguridad
para detectar restricciones u obstrucciones del flujo,
detecci6n de aire y velocidad del centrifugado. Botones de
facil operacién permiten al operador anular el ciclo
automdtico en cualquier momento del procedimiento. En
nuestro caso, las CMN recolectadas se transferian a una
bolsa de transferencia con una capacidad de 600 mL. En los
casos en los que se empled este separador, el flujo depurado
fue también el doble de la volemia del paciente, con una
duracién media de 3 horas 30 minutos. Las caracteristicas de

recoleccién en la V-50-I se muestran en la Tabla 10.

La via empleada para entrada al sistema fue en la
mayoria de los casos a través de una aguja de fistula venosa
de 16-GA y con un catéter de 30 cm. de 1longitud,

suministrado por los laboratorios Baxter (Baxter, Trieste) y
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situado en fosa antecubital, mientras que la utilizada como
sistema de retorno fue un catéter de una luz colocado en
auricula derecha (Quinton Instrument Company, Seattle, USA).
El anticoagulante empleado en todas las recolecciones fue el
ACD f6rmula A incluido en el equipo de recoleccién Fenwal o
de Laboratorios Grifols (Barcelona, Espaiia).

Se transfundiéron plaqueﬁas de manera profiléctica
‘antes de la recoleccién en todos ids‘p&diénteér con cifras
inferiores a 20x10° /L. Asimismo, se procediéb a la
administracién de concentrado de hematies antes de 1la
recoleccién en aquellos pacientes que presentaron un

hematocrito inferior al 30%.
3. Estudios de citofluorometria.

En todos los ciclos de recoleccién se procedié al
estudio inmunofenotipico de las CMN. Las cé&lulas obtenidas
se suspendieron en Lymphoprep (Sodium metrizoato 9,6%,
Ficoll solution 5,6%, densidad 1077t0,001, de Nyegaard & Co.
AS. Oslo, Norway), en una proporcién de Lymphoprep/sangre de
3/4. Tras centrifugaci6én, se resuspendieron en medio de
cultivo Medium-199 (M-199, Flow laboratory, Irvine,
Scotland) y se procedi6é a su lavado y contaje. Las
suspensiones se mantuvieron a 4° C durante su empleo,
congelandose parte de las células para estudios posteriores.
El anédlisis de los marcadores de superficie se realiz6 en un

citémetro FACSCAN (Becton Dickinson, Mountain View,
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California). Los AcMo empleados fueron los siguientes: CD2,
cD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD19, CD20, CD34 y anti HLA-DR.
La especificidad y procedencia de los mismos se muestra en
la Tabla 11. El valor absoluto de células CD34+ presentes
entre las células recolectadas se expres6 en nimero de
células x10¢/Kg y se calcul6 a partir de 1la cifra de
leucocitos recolectados (xlO’/L); el volumen en bolsa de
' recoleccién (en mL), el porcentaje de células CD34+ en la
muestra y el peso del paciente segin la siguiente f6rmula:
Leuc recolectados x vol en bolsa x % CD34+

peso del enfermo (kg)

PROCESAMIENTO Y CONGELACION CELULAR

1. Purificaci6én de CMN.

Tras la adicién de anticoagulante (ACD-A) hasta una
concentracién final del 7%, se procedi6 a la centrifugacién
del material recolectado a 400 g durante 13 minutos, con el
fin de obtener en el menor volumen posible un ajuste méximo

de 100x10° células/L.

2. Cultivos celulares.

En todos los casos se realizaron estudios de
precursores celulares granulomonociticos (CFU-GM) en
muestras pre y postcongelacién mediante técnica de
Iscove-Metilcelulosa (ISCOVE y cols. 1971) con medio

condicionante placentario como fuente de factor estimulante
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de colonias. Previamente se separaron dos alicuotas para
controles posteriores.

La preparacién del cultivo se realizé del siguiente
modo:

Ajustando a 1la viabilidad, se obtiene de la muestra a-
procesar el volumen necesario para coger 5x105 células. Una
vez homogeneizado y con jeringa de insulina desechable sin
‘aguja se distr1buy6 1 mL en cada una de las dos placas Pétri
de 35 mm (Nunc, Kamstrup, Roskilde, Dinamarca), sembréndose
2x105 células por placa. Todo este proceso se llev6é a cabo
en condiciones de esterilidad bajo cémara de flujo laminar
(Telstar SA, Tarrasa, Espafia). Las dos placas de 35 mm por
cultivo se situaban 3Jjunto a una tercera conteniendo solo
agua estéril, dentro de una placa de 10 cm. Para el cultivo
se empleb6 estufa (Forma Scientific Inc, Marietta, Ohio, USA)
con unas condiciones de atmé6sfera himeda al 5% de CO2 y una
temperatura de 37° C. La lectura y contaje se realizaron a
los 10 dias. El resultado se expresé como niimero de colonias
pbr cada 2x10* células viables. Todas las lecturas se
hicieron por duplicado, cosideradndose colonias los grupos
celulares con 50 6 més elementos,-siendo el valor final 1la
media del obtenido en las dos placas.

Con el ntGmero de células inicial y ajustando 1la
viabilidad, se calculé el niimero total de CFU-GM segin la

f6rmula siguiente:
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N2 de colonias x células totales en bolsa x 105

2x105

El resultado obtenido, dividido por el peso del paciente, se

expres6 como niimero de CFU-GM x10¢/kg.

CRIOPRESERVACION

1. Congelacién.

La preparacién precongelacién de CPSP se efectué con
una solucién compuesta por albGmina (10%), DMSO al 20%
(Laboratorios Bruneau, Paris, France) y medio de cultivo
TC-199 al 30% (Biological Industries, Israel). La proporcién
entre las CMN y la solucién de criopreservacién fue volumen
a volumen a una concentracién final de 10% de DMSO y 5% de
albimina. La solucién de congelacién se afiadi6é agitando
continuamente la bolsa y en un tiempo miximo de 5 minutos.
Se utilizaron bolsas Kapton-Teflon DF-7003 y DF-1000
(Gambro, GmBH & Co KG, Hechingen, RFA) resistentes a
temperatura de nitrégeno liquido (-196° C) con un volumen
final méximo de 100-150 mL. La suspensién celular se
mantiene en bafio de hielo. Una vez acabado el proceso se
procedi6é al sellaje de las bolsas y a su introduccién en el

soporte metadlico de la cémara de congelar. La congelacién se
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realiz6é en un congelador ©Planer-Biomed Kryo-10 (Planer
Products Ltd, Sunbury, UK) con un descenso térmico de -1°
C/min hasta alcanzar -60° C y a -5° C/min hasta -120° C. E1l
almacenamiento hasta su utilizacién se realizé en
recipientes criobiol6gicos Taylor Wharton 27K (Cryogenics
Customer Service, IN) con una capacidad de 610 1litros de
nitrégeno en fase liduida; 'Siempre se preparé
simultaneamente una bolsa idéntica pero sin células que

sirvi6é como testigo de la congelacién.
2. Estudio de viabilidad celular.

Los controles de viabilidad postcriopreservacién se
realizaron sobre alicuotas descongeladas de forma ripida en
bafio a 37° C, utilizando la técnica de naranja de
acridina-bromuro de etidio. En condiciones de oscuridad se
mezclaron empleando pipetas automiticas, volumen a volumen
20 uL de la solucién celular y 20 pL de naraﬁja de acridina,
homogeneizédndose y dispensando una gota en un portaobjetos
para su lectura al microscopio Zeiss de fluorescencia (Carl

Zeiss, Oberkochen, RFA).
EXTRACCION Y CONGELACION DE MEDULA OSEA AUTOLOGA
En los pacientes en programa de recolecci6én y ATSP, al

acabar altimo ciclo de recogida de progenitores y antes del

autotransplante, se recolecté médula 6sea aut6loga mediante
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punciones repetidas en crestas iliacas posterosuperiores
bajo anestesia general, seglin técnica descrita por THOMAS y
cols. (1970). La recoleccién medular se efectué como medida
de seguridad para su empleo en caso de fracaso del injerto o

recidiva.

1. Purificacién y congelacién medular.
El material medular (800-1.000 mnL) fue filtrado y
depleccionado de hematies y de 1la mayoria de los PMN
mediante gradiente de centrifugacién con Ficoll-metrizoato
con un separador IBM-Cobe 2991 (Cobe Laboratories, Inc.
Lakewood, CO) segin técnica descrita por GILMORE y cols.
(1982). La soluci6én de congelaci6én fue la misma que la
empleada para las CPSP. La concentracién final por bolsa fue
inferior a 40x10°/L con un volumen méximo de 150 mL. El
resto del proceso de criopreservacién y almacenamiento fue

similar al descrito para las CPSP.

PROCEDIMIENTO DE ADMINISTRACION DE CPSP

1. Transporte.

El transporte de 1las células recolectadas hasta 1la
planta hospitalaria para su posterior infusién se efectué en
un recipiente criogénico tipo Dewar DF-10 (Wessington

Cryogenics, UK) de 10 litros de capacidad.
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2. Descongelacién e infusioén.

El procedimiento de descongelacién e infusién se inicié
sistemiticamente a 1las 48 horas de la finalizar el
acondicionamiento. La descongelacién se realizé en baiio
maria a 37° C en 1-2 minutos en agitacién, retirandose 1la
unidad del bafio en cﬁanto‘se 6bservaba la ausencia de
‘fragmentos de hielo, para evitar un calentamiento excesivo.
La infusién se realizé durante uno o dos dias consecutivos
en funcién del volumen de liquido a administrar. La
perfusién se realizé con equipo de gotero sin filtro con
jeringa de 50 mL por via venosa central a una velocidad
media de 10 mL/min. Una vez la bolsa vacia, se efectub
lavado con 50 mL de solucién salina estéril con intencién de
arrastrar las CMN que hubieran podido quedar en sistema vy
bolsa. El1 tiempo m&ximo de duracién del proceso fue de 15
minutos para evitar contactos prolongados de los precursores
con el DMSO y la consiguiente destruccién celular (TO y
cols. 1984, KESSINGER y cols. 1988). Previo a la infusién se
administré furosemida por via i.v. para  inducir
hiperdiuresis y evitar la sobrecarga hidrica. También se
administré un antihistaminico (difenhidramina) para
minimizar las consecuencias de la liberacién de histamina
inducida por el DMSO y 1la destruccién de granulocitos
maduros. El intervalo transcurrido entre 1la infusién de
bolsas fue de 3-4 horas. Tanto durante, como tras la

administracién de las CMN se registré 1la aparicién de
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efectos secundarios especialmente por el DMSO (fiebre,
escalofrios, disnea, rash, coluria, etc.).

En el momento de 1la descongelacién, y previo a la
infusién, se tom6é muestra para estudio de CFU-GM. Esta
muestra se afiadi6é a la solucién de descongelacién (18 mL)
preparada inmediatamente antes en cémara de flujo laminar y
compuesta por suero AB (20%), médid Iscove (70%) (GIBCO) vy
heparina (0,02 mL). S | . o

AUTOTRANSPLANTE DE CPSP

Hasta 1la actualidad se han efectuado un total de 22
autotransplantes de CPSP (ATSP), 17 en pacientes
diagnosticados de LMA, cuatro en LLA y un paciente con
enfermedad de Hodgkin. En todos los casos el procedimento de
infusién de CPSP, asi como las medidas generales de cuidado

de los enfermos han sido idénticas.

1. Medidas generales.

Como todo enfermo que va a ser sometido a transplante
de médula, los pacientes ingresaron para tratamiento de
acondicionamiento en habitaciones individuales o dobles sin
medidas de aislamiento riguroso. Antes de iniciar el
acondicionamiento, se garantizé la implantacién de un
catéter venoso central. El1 catéter se empleé para 1la

administracién de soluciones intravenosas, transfusiones,
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citostaticos, antibi6ticos, alimentacién parenteral, etc., y
para obtener muestras de sangre para estudios analiticos y
bacteriolégicos. Se realizaron controles analiticos de
hembgrama con recuento diferencial y de bioquimica sérica a

dias alternos.

2. Profilaxis de la cistitis hemorrégica.

Se realizé profilaxis de la cistitis hemorrégica con la
administracién de mesna (160% de la dosis de ciclofosfamida
[Cy]) fraccionada en dosis partes y administrada
simultaneamente a 1la infusién de Cy y a las 3, 6 y 9 horas
de finalizar ésta. Se realizé evacuacién horaria de 1la

vejiga sin alcalinizacién urinaria.

3. Acondicionamiento pretransplante.

La quimioterapia de acondicionamiento administrada en
19 pacientes consisti6é en Cy 50 mg/kg de peso corporal ideal
[PCI]/dia i.v. durante cuatro dias (dosis total 200 mg/kg) y
busulfan (Bu) p.o. 4 mg/kg PCI/dia, cuatro dias (dosis total
16 mg/kg). Dada la alta dosis de Bu administrada se efectué
profilaxis antiepiléptica con fenitoina (300 mg/dia p.o.)
desde 24 horas antes de iniciar el acondicionamiento hasta
48 horas después de finalizarlo. Los regimenes de
acondicionamiento administrados en los pacientes restantes

se muestran en la Tabla 12.
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4. Soporte transfusional.

Se procur6 mantener el nivel de hemoglobina por encima
de 8-10 g/dL con transfusiones de concentrados de hematies.
En caso de reacciones febriles no hemoliticas por 1lcs
hemoderivados se emplearon corticoides y/o antihistaminicos

i.v., asi como empleo de filtros desleucotizadores PL-100

_ (Baxter).

La administracién de plaquetas se realiz6 de manera
profilactica siempre que el recuento de éstas fuese menor de
20x10° /L, o con trombopenias menos severas, cuando existia
un estado infeccioso concomitante o habia hemorragias con
entidad suficiente para reforzar las medidas de soporte
transfusional. Se recurrié al empleo de plaquetas de donante
tinico obtenidas mediante plaquetoféresis (Fenwal CS-3000) en
caso de refractariedad a las plaquetas y la existencia de
distesis hemorré&gica severa. Todos los hemoderivados fueron
irradiados para evitar la aparicién de reacciones injerto

contra huesped, con una dosis total de 1.500 rads (15 Gy).

5. Profilaxis antiinfecciosa.

Desde el inicio del acondicionamiento se realiz6
sistemdticamente profilaxis antifiingica con solucién oral de
nistatina, asi como profilaxis antibacteriana con
ciprofloxacino p.o. (500 mg/12 h), y profilaxis de 1las
infecciones por virus herpes administrando aciclovir p.o.

(450 mg/8 h) o i.v. (400 mg/12 h) desde una semana
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pretransplante hasta seis meses post ATSP. Se realizé6
profilaxis anti-citomegalovirus con gammaglobulina
especifica hiperinmune a dosis de 1 mL/kg i.v. los dias -7,
+13, +33, +53, +73 y +93. También se procedi6é a 1la
prevencién de la infeccién por Pneumocystis carinii mediante
la administracién oral de trimetroprim-sulfametoxazol (160 y
400 mg/dia respectivamente). Una vez finalizado el
.acondicionamiéntd ‘ei‘péciénﬁe.era trasladado a habitaciones
individuales con medidas de aislamiento inverso (mascarilla,
guantes, bata estéril, etc).

La temperatura corporal se registré cuatro veces al dia
Yy siempre que se sospechara una elevacién térmica. En caso
de fiebre superior a 38,5° C s8in relacién con 1la
administracién de farmacos o transfusiones de hemoderivados
se instauré antibioterépia empirica i.v. con la asociacién
de un aminogluc6sido y un betalactémico. Previamente se
procedi6é a la toma de tres hemocultivos seriados. Se procuré
también disponer de una radiografia de t6rax dentro de las
siguientes 24 horas. Los estudios bacteriolégicos se
continuaban efectuando peri6édicamente, siendo especialmente
rigurosos para efectuar nuevos hemocultivos ante cada pico
febril. Se realizaron cultivos microbiolégicos de otros
especimenes (orina, heces, esputos, etc) de forma rutinaria
y también de las posibles focalidades (liquido pleural,
ascitico, 1lavado broncoalveolar, etc) cuando se consider6

conveniente.
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La actitud seguida de forma general ante la evolucién
de 1la infecci6n fue la siguiente: en caso de no lograrse 1la
apirexia en las primeras 72 horas, se modifico empiricamente
la antibioterapia o se adapté, seglin la sensibilidad "in
vitro", cuando la infeccién fue documentada
microbiologicamente. Ante 1la persistencia del sindrome
febril o ante 1la sospécha clinicaro documentacién de una
micosis sistémica se afiadi6 anfotericina B intravenosa. La
administracién de antimicrobianos se mantuvo de 7 a 15 dias
tras alcanzar apirexia, dependiendo del tipo de infeccién vy

de la recuperacién o no de la neutropenia.

6. Tratamiento de soporte.

Ante la aparicién de mucositis severa que impidiese 1la
deglucién, una anorexia prolongada o un balance nitrogenado
negativo se procedié6 a la administraci6én de nutricién
parenteral. El contenido calérico y de suplementos
(insulina, iones, productos nitrogenados, etc.) vino
determinado por las alteraciones metabblicas, y la duracién
de su administarcién dependié de los requerimientos de cada
paciente.

La pauta analgésica habitual consistié en 1la
combinacién de f&rmacos no opi&ceos con antidepresivos
triciclicos por via oral o endovenosa. La aparicién de
mucositis severa (grado 1II o mayor) se traté con morfina
i.v. a demanda controlada por el propio paciente mediante

bomba de infusién.
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7. Evaluacién de la toxicidad.

El grado de toxicidad del acondicionamiento se gradé de
acuerdo con los criterios de SCOTT y cols. (1988) que se
muestran en la Tabla 13. La toxicidad se evalué los dias O,
7, 14 y 28 (y en el dia 100 para la toxicidad pulmonar). Se
considéré grado IV la que ocasioné la muerte del paciente.

Se consider6 el diagnéstico de Enfermedad venooclusiva
hepatica (EVOH) ante la presencia de al menos dos de los
siguientes sintomas: ictericia, hepatomegalia con
hepatalgia, ascitis y aumento de peso en ausencia de

cualquier otra causa.

8.'Evaluac16ﬁ de prendimiento.

Se considerd dia 0 el dia de infusién de las CPSP. Se
efectué un primer control medular mediante aspiracién
realizada sobre mango esternal entre los dias +12 y +14. Los
estudios medulares posteriores fueron indicados por 1los
parametros de  recuperacién en sangre periférica. Se
consider6 prendimiento completo o incompleto se aplicé segin

los criterios expuestos en la pagina 42.
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TRATAMIENTO DE LOS FRACASOS DE PRENDIMIENTO Y RECAIDAS

1. Fracasos de prendimiento.

En los pacientes en los que no se evidenciéb
recuperacién hemoperiférica o aparecié pancitopenia tras una
recuperacién inicial de los parémetros hemoperiféricos, se
les ihfundié la médula 6sea de rescate sin acondicionamiento

previo.

2. Recaidas.
Los pacientes que desarrollaron una recaida medular
postransplante fueron sometidos a TAMO a partir de la médula

6sea previamente en RC almacenada en nitrégeno liquido.

METODOS ESTADISTICOS

Los datos clinicos y Dbiol6gicos se recogieron en
formularios de disefio adecuado para su posterior tratamiento
informdtico. Se anotaron méds de 150 caracteristicas de cada
paciente. Los datos analiticos se recogieron antes y después
de cada sesién de recolecci6n, asi como los valores en la
bolsa de recoleccién y los parametros del separador
empleado. Se anotaron los datos clinicos, analiticos y de
otras exploraciones complementarias pretransplante asi como

los datos evolutivos.
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1. Mecanizacién informidtica de los datos.

Para facilitar el anélisis estadistico, la informacién
recogida en las fichas fue trasladada a un soporte magnético
de un ordenador personal mediante un programa gestor de base
de datos. El soporte fisico (hardware) fue un ordenador IBM

PC AT y la impresora empleada una Panasonic KX-P4450.

2. Métodos estadisticos.

El anédlisis estadistico incluyé una fase descriptiva
con célulo de distintos estadisticos de distribucién
(mediana, media, intervalo, desviacién tipica) y de 1la
funcién de supervivencia (curvas actuariales de duracién de
la supervivencia). Los distintos estadisticos de
distribucién fueron obtenidos mediante f6érmulas esté&ndar. La
duracién de la remisién, supervivencia y supervivencia libre
de enfermedad (SLE) se analizé6 mediante curvas de
supervivencia de KAPLAN y MEIER (1958). La probabilidad de
recuperacién de PMN y plaquetas fue analizada también de

forma actuarial.

3. Soporte l6gico (software).

Para la realizacién de 1los diferentes estudios
estadisticos se emplearon los siguientes programas:
- Gestor de base de datos del paquete integrado Open Acces

II Plus, versién 1988, Software Poducts International.
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- BioMedical Data Package (BMDP-PC90) de 1la UCLA (DIXON
1983) del que usaron los siguientes programas:

DM: Data Manager. Lectura de datos contenidos en Open Acces
y creacién de base de datos con formato BMDP para su lectura
con los restantes programas BMDP.

4F: Two-way tables. Prueba de X2 con o sin correcién de
Yates. Estadistica descriptiva y comparacién de proporciones.
1L: Life. tablés énd sﬁrﬁiv6r fﬁhc£i6ns; Curvas actuariales
segin Kaplan y Meier. Pruebas log-rank (Breslow, Mantel-Cox,
Tarone-Ware y de tendencia).

3D: t tests. Coeficiente de correlacién r de Spearman y
pruebas de t de Student y U de Mann-Whitney. Estudio de
correlacién y comparacién de medias y ordenamiento numérico

de dos grupos.
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TABLA 1. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. 6-LAM-87

Induccién a la remisién:

DNR 60 mg/m2/dia x 3
ara-C 200 mg/m2/dia x 7
Consolidacién:

DNR 60 mg/m2/dia x 3
ara-C 200 mg/m2/dia x 7

TABLA 2. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. 7-LAM-88

Induccién a la remisién:
Mitoxantrone 10 mg/m2/dia x 3
ara-C 150 mg/m?/dia x 7

Terapia postremisién: Dos ciclos

12 ara-C 500 mg/m2/12 h dias 1 a 4
Daunoblastina 30 mg/m?/dia dias 5 a 7
22 Mitoxantrone 10 mg/m2/dia x3

ara-C 150 mg/m?/dia x7
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TABLA 3. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. 2-LAP-83

Induccién a la remisién:
DNR

Consolidaciéns

ADR
6-TG

2 mg/kg/dia x 4-6

45 mg/m2/dias
200 mg/m?/d p.o. dias
ara-C 150 mg/m2/dia IV (i.c.) dias

y 7
a?
a7

TABLA 4. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. ATA

Induccién a la remisién:
Ara-C
6-TG

Amsacrine

Consolidacién:
AraJC
6-TG

Amsacrine

200
200
200

200
200
200

mg/m2/dia
mg/m2/dia
mg/m2/dia

mg/m2/dia
mg/m3?/dia
mg/m2/dia

x5
pP.0.Xx 5

x 3

p.o. x 4
x 2
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TABLA 5. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. R5-LAL-84
Induccién a la remisién:
VCR 1 mg/m2 dias 1 y 15
MTX 225 mg/m? dias 1 y 15
L-Asp 20.000 U/m? dias 2, 4, 16 y 18
AR 30 mg/m® dias 8 y 22
VP-16 ' 60 mg/m2? dias 8 y 22
Pred 150 mg/m? p.o. dias 1 a 22
Reduccibén progresiva hasta dia 34
Ac. f6lico 10 mg/m? i.m. a las 24, 30, 36,
42 y 48 h de la infusi6n de MTX.
Consolidacién:
VCR 1 mg/m? dia 1
MTX 225 mg/m2? dia 1
L-Asp 20.000 U/m? dias 2y4
ADR ' 30 mg/m2 dias 8 y 25
Cy 600 mg/m? dia 8 y 1200 mg/m? dia 25
VP-16 60 mg/m? dia 8
Pred 150 mg/m? p.o. dias 1 a 8
Reduccién progresiva hasta suspender
VM-26 150 mg/m2 dias 22 y 24
Ara-C 300 mg/m2 dias 22 y 24
Ac. félico 10 mg/m? i.m. a las 24, 30, 36,

42 y 48 h de la infusi6én de MTX.




MATERIAL Y METODOS 73

TABLA 6. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. LINFOMAS REFRACTARIOS. MIME

Me-GAG 500 mg/m? dias 1 y 14
Ifosfamida ~  lg/m*/diax5
MTX 30 mg/m? dia 3
VP-16 100 mg/m?/dia x 3

TABLA 7. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS. COAP

Cy 600 mg/m2 dia 1
VCR 1,5 mg/m? dia 1
Ara-C 100 mg/m? s.c. x 5

Pred 100 mg/m? p.o. x 5
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TABLA 8. CS-3000 y 3000 PLUS. PARAMETROS DE RECOLECCION

Programa 1 modificado

1 especial (plus)
Velocidad de flujo (mL/min) 45-50
Velocidad angular (rpm) 1.400
Volumen procesado (litros) 7-10 (seglin volemia)
Duracién 3 horas 30 min.
ACD 10:1
Volumen recolectado (mL) 200

Namero de sesiones 158
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TABLA 9. COBE SPECTRA. PARAMETROS DE RECOLECCION

Programa Leucocitos
Velocidad de flujo (mL/min) 50-60
Velocidad angular (rpm) 800-1.000
Volumen procesado (litros) 7-10 (segGn volemia)
Duracién 3 horas
ACD 8:1
Volumen recolectado (mL) 400

Niimero de sesiones 25




MATERIAL Y METODOS

76

TABLA 10. HAEMONETICS V-50-I.

PARAMETROS DE RECOLECION.

Programa

Velocidad de flujo (mL/min)
Volumen procesado (litros)
Duracién

ACD

Volumen recolectado (mL)

NGmero de sesiones

Linfoféresis
40-50
7-10 (seglin volemia)
4 horas 30 min.
10:1
200
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TABLA 11. ANTICUERPOS MONOCLONALES EMPLEADOS

CD AcMo Procedencia

Serie linfoide
T CD2 Leu5b A
P11 B
CD3 Leu4 A
CD4 Leu3 A
CD8 Leu2a A
B CD19 Leul2 A
CD20 Leulb A
BC1 C

Serie mieloide
CD15 Myl D

Serie monocitica

CD14 LeuM3 A
Chris-6 C

Células progenitoras

CD34 Myl0 D
No especificos de linea
HLA-DR A

CD: Grupo de diferenciacién.
A: Becton-Dickinson.

B: Coulter Clone.

C: Knickerboker.

D: Menarini.
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TABLA 12. REGIMENES QUIMIOTERAPICOS DE ACONDICIONAMIENTO

Régimen 1

Régimen 2

Régimen 3

Agente Dosis/dia
Bu p.o. . 4 mg/kg/d x4
Cy i.v. 50 mg/kg/d x4

BCNU i.v. 800 mg/m?/d

AMSA i.v. 150 mg/m2/d x3
VP-16 i.v. 150 mg/m?/d x3
ara-C i. v. 100 mg/m2/d x3

Cy i.v. 1,5 g/m? x4
VP-16 i.v 250 mg/m2 x4
BCNU i.v. 200 mg/m? x4

Dosis total

16 mg/kg
200 mg/kg

800 mg/m?
450 mh/m?
450 mg/m2
300 mg/m?

6 g/m?
1000 mg/m?
800 mg/m?
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TABLA 12.

Toxicidad
cardiaca.

Toxicidad
vesical.

Toxicidad
renal.

Toxicidad
pulmonar.

Toxicidad
hepatica.

Toxicidad
en SNC.

Estomatitis

Toxicidad
Gastro-
intestinal

=
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TOXICIDADES ASOCIADAS AL ACONDICIONAMIENTO.

Grado I

Minimos cambios en ECG que no
requieren intervencién médicas
o aumento del tamafio cardiaco
en Rx de tdérax sin sintomas
clinico.

Hematuria macroscépica a partir de
las 48 horas de la ultima dosis de
quimioterapia, sin sintomas objetivos
de cistitis y no gqausada

por una infeccién.

Aumento de la creatinina hasta
dos veces su valor basal.

Disnea sin cambios en la Rx de térax
y no causada por infeccién o ICC;

o Rx de térax con un

infiltrado aislado o minimos

cambios intersticiales en paciente
a8intomatico cuya causa no es infec-
cién o fallo cardiaco congestivo.

Minima disfuncién hepatica con

2 mg% <bilirrubina <6 mg%; o
aumento de peso >2.5% y <5% sobre
el valor basal de origen no cardio-
génico;
y menos de 5 del valor mas bajo
previo al acondicionamiento.

Somnolencia pero el paciente es
despertado con facilidad y se
mantiene orientado.

Dolor o ulceracién que no requieren
analgesia con morfina (u otros
narcéticos) en perfusién IV continua.

Deposiciones acuosas >500 mL y
<2000 mL diarias y no relacionadas
con infeccién.

oo
oo
o

como aquella
Insuficiencia C

V se define tox idad
t ardiaca co

e. Icc >

o

o aumento de GOT mas de 2 veces

ng

Grado II

Moderados cambios en ECG que
responden a tratamiento médico? o
requieren monitorizacién continuada
fin tratamiento; o ICC

que responde a digital o
diuréticos.

Hematuria macroscépica a partir de una
semana desde la dltima dosis de
quimioterapia, no causada por in-
feccidén; o hematuria a partir de las
48 horas con sintomas subjetivos de
cistitis no causada por infeccién.
Aumento de la creatinina por encima
de dos veces su valor basal, sin
requerir didlisis.

RX de térax con infiltrado extenso o
moderados cambios intersticiales
combinados con disnea y no causados
por infeccidén o ICC; o descenso de

la P02 (>10% de los valores béasales)
sin requerir ventilacién mecanica

ni oxigenoterapia >50% de 02

no causada por infeccidén o ICC.
Disfuncién hepatica moderada con

6 mg% <bilirrubina <20 mg%; o

aumento de GOT >5 veces por encima
del valor previo al acondicionamiento;
o ascitis clinica o documentada por
imdgenes >100 mL; o aumento de peso
>5% sobre el valor basal de origen no
cardiaco.

Somnolencia con mantenimiento de
confusién tras ser despertado; o pre-
sencia de nuevos sintomas objetivos
sin pérdida de conciencia que no pueden
explicarse por otras medicaciones,
sangrado o infeccién del SNC.

Dolor o ulceracién que requieren
analgesia con morfina en perfusién

IV continua.

Deposiciones acuosas >2000 mL diarias
no relacionadas con infeccién; o
deposiciones macroscdépicamente
hemorragicas sin repercusién
cardiovascular no causadas por
infeccién; o suboclusién no relacionada
con infeccién.

que produce
estiva.

Grado III.

Cambios severos en ECG

con ausencia o sélo
respuesta parcial al
tratamiento medico; o ICC
con ausencia o sélo minima
respuesta al tratamiento; o
descenso en el voltaje de
mas del 50%.

Cistitis hemorragica franca,
que requiere intervencién
local con uso de agentes

esclerosantes, nefrostomia
u otro tratamiento
quirargico.

Requerimientos de dialisis.

Cambios intersticiales que
requieren ventilacién
mecanica u oxigenoterapia
>50% 02 y no causados

por infeccidén o ICC.

Disfuncién hepatica severa
con bilirrubina >20 mg%; o
encefalopatia hepatica; o
ascitis que compromete la
funcién respiratoria.

Convulsiones o coma no
documentadas por otra
medicacién, sangrado o
infeccién del SNC.

Ulceracién severa y/o
mucositis que requiere
intubacién o que

produce neumonia por
aspiracién con o sin
intubacién.

Ileo que requiere succién
nasogastrica y/o cirugia y
no estéd relacionado con
infeccidén; o enterocolitis
hemorragica con repercu-
sién cardiovascular

que requiere transfusién.
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Los pacientes incluidos en el programa de recoleccién y
autotransplante empleando células progenitoras de sangre
periférica, van a ser analizados en dos niveles: por un
lado, aquellos a los que se les ha efectuado al menos un
ciclo de recoleccién de CPSP y, por otro lado, el grupo de
pacientes sometidos a un ATSP, con especial referencia a 1la

LMA en primera remisién completa.

RECOLECCION DE CELULAS PROGENITORAS DE SANGRE PERIFERICA
1. Caracteristicas de los pacientes.

El programa de recoleccién y autotransplante de CPSP se
puso en marcha en Noviembre de 1989, habiéndose incluido
hasta 1la fecha de cierre de este trabajo el 30 de Abril de
1991 un total de 34 pacientes cuyas principales
caracteristicas se muestran en las Tablas 14-16.

Edad y Sexo: La edad de los pacientes en la serie global
estuvo comprendida entre 12 y 65 afios, con una mediana de 40
afios y un predominio de varones (22) frente a mujeres (12).
Entre el grupo de pacientes con ILMA en primera RC, 1la
mediana de edad fue de 39 afios (extremos 12 y 65) con una
relacién entre hombres y mujeres de 14/10. En los enfermos
restantes, ocho hombres y tres mujeres, la mediana de edad

fue de 24 afios (extremos 12-56).
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Diagn6stico: El diagn6stico més frecuente fue el de LMA con
un total de 25 pacientes. De estos, 24 se encontraban en
primera RC y s6lo un paciente en segunda RC. Los subtipos
morfolégicos mé&s frecuentes lo formaban las M1l (8 casos) vy
las M3 (4 casos, tres en primera RC). El nGmero de pacientes
en cada uno de los restantes subtipos se muestra en la Tabla
14.

‘Cinco pacientes se encontraban diagnosticados de LIA,
dos en segqunda RC y tres en tercera RC. Por subtipos
inmunolégicos, dos eran LLA-comiin, dos casos LLA-T y en un
paciente 1la leucemia era de estirpe B. De dos pacientes con
linfoma, uno de ellos estaba diagnosticado de 1linfoma no
Hodgkin de grado intermedio (estadio IV) que se mostrd
resistente a 1la quimioterapia tipo COPA-MAB, encontréndose
con infiltracién medular al entrar en protocolo de
recoleccién de CPSP. El finico paciente con enfermedad de
Hodgkin (variedad esclerosis nodular, estadio 1II-B) habia
sido resistente al tratamiento con ciclos alternantes de
MOPP-ABVD y radioterapia. Dos de los tres pacientes con
mieloma mGltiple fueron remitidos desde otros centros,
habiendo recibido previamente diversos regimenes
quimioteripicos estando en segunda remisién en el momento de
su inclusién en el programa de recoleccién de CPSP . El
tercer paciente fue incluido en el programa de recoleccién y

ATSP desde el diagnéstico.
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2. Quimioterapia preféresis.

En todos los casos se procedi6 a la recoleccién de CPSP
previa movilizaci6én mediante tratamiento quimioterépico. Los
diferentes regimenes terapéuticos administrados, el nftimero
de ciclos y los pacientes a los que se les administr6, se
muestran en las Tablas 17-20.

El esquema mis empleado (29 ciclos, 16 enfermos) fue el
protocolo est&ndar de LMA que incluia una antraciclina vy
citarabina en secuencia 3x7. El1 protocolo de LMA para
mayores de 60 afios se administré en dos pacientes, mientras
que el paciente con LMA en segunda RC recibi6é un esquema
tipo ATA. Un ciclo adicional de quimioterapia con COAP fue
administrado en seis pacientes con LMA (ocho ciclos) para
proceder a la movilizacién y recoleccién de precursores. En
cuatro casos por no poder realizarse la recoleccién tras 1la
induccién, mientras que en los dos pacientes restantes no se
pudo efectuar la recoleccién programada tras la induccién y
consolidacién.

En LLA el régimen terapéutico mi&s empleado fue el
R5-LAL-84 (tfes enfermos). Se empled, asimismo, el esquema
COAP en dos pacientes multitratados y en los que no se creyé
conveniente la administracién de tratamientos
quimioterdpicos méAs agresivos. En los casos restantes los
esquemas quimioterédpicos administrados vinieron determinados

por el diagnéstico y la situacién clinica (Tabla 18).
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3. Caracteristicas de la sangre periférica al inicio de 1la

recoleccién.

El inicio de las sesiones de recoleccién se efectué de
forma sisteﬁética coincidiendo con el periodo de
recuperacién hemopoyética acelerada tras quimioterapia. En
'la Tabla 21 se muestran los principales hallazgos
hemaiolégicos encontrados en sangre al inicio de la primera
recoleccién.

Leucocitos: Los recuentos leucocitarios oscilaron entre 0,8
x10°/L y 4,9x10°/L, con una media de 1,5%0,85x10°/L. Las
cifras de leucocitos mas elevadas corresponden a un paciente
diagnosticado de mieloma en otro hospital y que fue remitido
con dichos valores al ingresar en nuestro centro para la
recoleccién.

CMN: El1 valor medio de CMN en sangre en la primera sesién
fue de 1,110,4x10° /L con unos valores extremos que oscilaron
entre 0,3 y 3x10° /L. Solo en tres pacientes se iniciaron las
recolecciones con una cifra de CMN inferior al 30% (24-29%).

Mielemia: Se observé la presencia de mielemia en sangre en
seis pacientes.

Hemoglobina: La tasa de hemoglobina oscilé entre 8,3 y 13,9
g/dL, con una media de 11,1t1,3. Solo en siete ocasiones se
iniciaron 1las recolecciones con cifras de hemoglobina por
debajo de 10 g/dL, procediéndose a la transfusién de dos CH

antes del inicio de la recoleccién en estos casos.
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Plaquetas: La cifra media de plaquetas fue de 108185x10°/L
con un rango que oscilé entre 15 y 349. En 31 ocasiones se
iniciaron las recolecciones con trombopenia inferior a
100x10° plaquetas/L. ﬁn 16 casos esta cifra fue inferior a
50x10°* /L. Solo tres enfermos requirieron transfusién de
plaquetas previo al inicio de la recoleccién por presentar

una cifra de plaquetas menor de 20x10° /L.
4. Caracteristicas de la recoleccién.

En total se han efectuado 186 sesiones de citoféresis
durante el periodo de estudio, de las cuales 158 (85%) se
efectuaron con el separador de flujo continuo CS-3000, y 25
(13%) con la centrifuga Cobe. Solo tres fueron realizadas
con el separador de flujo discontinuo Haemonetics V=50,
debido a averia del separador utilizado habitualmente. Las
- citoféresis se iniciaron entre los dias 9 y 27
postquimioterapia (media 1713 dias), con una media de seis
sesiones por paciente (extremos 3-10). Solo en un caso se
realizaron méas de siete féresis, debido al bajo rendimiento
de CMN por un comienzo precoz de la recoleccién. La duracién
media por sesi6én fue de de 410,5 horas (extremos 2,5-9 h).

De 1las 186 sesiones de recoleccién, 135 se han
efectuado en pacientes con ILMA en primera RC (56
postinduccién, 45 postconsolidacién y 24 post-COAP), 22 en
pacientes con LLA y las 29 restantes entre el resto de

pacientes. Las recolecciones se han efectuado en dos ciclos
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de tres o cuatro sesiones diarias. Solo en dos pacientes se
procedi6é a efectuar las recolecciones previstas en un solo

ciclo.
5. Resultados en bolsa de recoleccién.

Los valores medios obtenidos en bolsa de recoleccién
‘segiin el separador empleado se muestran en la Tabla 22.
Leucocitos: La cifra media de leucocitos recolectados oscilé
entre 31,3$18,2x10°/L para la CS-3000 y 22,4%15,7x10°/L
cuando se empleS la Cobe Spectra.

CMN: La cifra media de linfocitos y monocitos recolectada
por el separador Fenwal fue de 27,6123,7x10° /L frente a 1los
17,2%15,4x10° /L recolectados por la Cobe.

Hemoglobina: La hemoglobina en las CPSP recolectadas por el
separador Fenwal fue de 1,7t1,4 g/dL y de 1,7t2,4 g/dL con
el separador Cobe.

Plaquetas: La cifra media de plaquetas recolectada fue de
348+308x10° /L. por el separador Cobe y de 1019:843x10°/L con
la CS-3000. Al finalizar cada citoféresis y durante las
primeras 70 recolecciones, se efectu6 en la propia
separadora (CS-3000 en todos los casos), una centrifugacién
a 900 rpm durante 10 minutos del contenido final de 1la
cémara de recoleccién de granulocitos para recuperacién de

plaquetas y su reinfusién al paciente.
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6. Rendimiento de precursores.

Los rendimientos de CMN y CFU-GM asi como los indices
de recuperacién obtenidos se reflejan en la Tabla 22.
CMN: El1 valor medio de CMN recolectadas con el separador
Cobe fue de 1,210,8x10°/kg (extremos 0,4-3,7) y de
'0,98t0,7x10¢ /kg (rango 0,01-5,6) cuando se emple6 la CS-3000.
CFU-GM: Los  valores medios de precursores de 1la linea
granulomonocitica obtenidos oscilaron entre 4,9919,6x10‘/kg
(extremos 0-39) y 2,8t6,2x10¢/kg (extremos 0-61) segGn que
el separador empleado fuese Cobe o CS-3000 respectivamente.
En 12 sesiones no se obtuvieron precursores
granulomonociticos.
Indice de recuperaci6n: Sus valores medios oscilaron entre
61t14% (Cobe Spectra) y 55t17% (Fenwal CS-3000).
Viabilidad precongelaci6tn: El estudio de viabilidad celular
efectuado tras finalizar la recoleccién y antes de proceder
a la congelacién oscilé entre el 65-99% con un valor medio

del 98%.
7. Marcadores inmunolégicos.

El estudio de marcadores inmunolégicos efectuado.en las
células recolectadas se muestra en la Tabla 23. No se
observ6 la existencia de correlacién entre las células CD34

positivas y 1los precursores granulomonociticos. El1 valor
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medio de células CD34+ fue de 3,2%5,2 x10¢ /kg de peso con

unos extremos que oscilaron entre 0-35 x10¢/kg.
8. Toxicidad y complicaciones durante la recoleccién.

Toxicidad: La tolerancia durante la recoleccién fue
excelente, no observéndose ninguna reaccién adversa del tipo
'de  vémitos, sincopes, hipotensién o hematomas por
venopuncién. Los efectos secundarios méas frecuentemente
detectados fueron los relacionados con la administracién del
anticoagulante dextrosa-citrato a una velocidad
excesivamente répida, ocasionando sintomas de hipocalcemia
leve (hormigueo alrededor de la boca y en manos). Estas
manifestaciones aparecieron s6lo en seis pacientes, y
desaparecieron al disminuir 1la velocidad de infusién del
anticoagulante sin que fuese necesaria la administracién de
gluconato célcico. Solamente en una ocasién se hizo
necesario suspender el proceso de recoleccién por 1la
aparicién de un cuadro vegetativo grave tras una hematemesis
en un paciente con ulcus duodenal.

Complicaciones: Otras complicaciones observadas fueron 1la
aparicién en cuatro casos de flujos lentos en el circuito de
entrada que ocasionaron enlentecimientos y retrasos en el
proceso de recoleccién asi éomo dificultades para 1la

formacién de la interfase plasma/CMN/hematies.
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9. Repercusién de las recolecciones sobre el recuento

sanguineo.

La cifra de leucocitos sufrié un ligero descenso en el
hemograma postféresis (2,4t1,7x10°/L versus 2,2%1,7x10°/L)
aunque sin difefencias significativas; Este descenso fue
debido especialmente a expensas de la cifra de linfocitos
que sufrié un descenso entre ambos hemogramas con
significacién estadistica (P =0,01). También los monocitos
sufrieron una variacién entre ambas determinaciones, si bien
de escasa cuantia, con un valor medio preféresis de
0,5¢0,6x10° /L frente a los 0,410,4x10° /L postrecoleccién. Se
observaron diferencias més acusadas entre los valores de
hemoglobina y plaquetas pre y postrecoleccién. Asi, los
valoies medios preféresis de plaquetas fueron de
107+78x10° /L. frente a 731565x10° /L postféresis, siendo estas
diferencias significativas (P <0,0001). Del mismo modo, 1la
cifra de hemoglobina disminuyé de manera casi sistemética
tras finalizar la recoleccién con unas cifras que oscilaron
entre 1los 11,3%1,6 g/dL preféresis y los 10,5%2,4 g/dL
postféresis (P <0,0001).

En nueve casos se procedi6é6 a 1la transfusién de
concentrados de plaquetas postféresis por presentar
recuentos inferiores a 20x10°/L, mientras que s6lo fue
necesaria la transfusién de CH en dos ocasiones. Las

modificaciones observadas entre los recuentos pre Yy
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postcitoféresis estén reflejadas en la Tabla 24.
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TABLA 14. RECOLECCION DE CPSP. CARACTERISTICAS GENERALES (I)

Caracteristica LMA primera RC Otros Serie global

Pacientes 23 11 34

Sexo
Varones 13 9 22

Edad (afios)
Mediana 39 24 40
Extremos S . 14-65 _ 1256 . 12-65

Diagnéstico
LMA
MO
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

HWMNWWNO K

Comin

T

B
LNH
EH
Mielomas

= NN
WHEREMHEDN WD WE N~

W

Dias posquimioterapia

Mediana 17 15 17

Extremos 9-27 9-19 9-27
N de féresis/paciente

Mediana 6 6 6

Extremos 3-10 3-6 3-10
CMN (x10° /kg)/féresis

Mediana 0,8 0,76 0,78

CFU-GM (x10*/kg)/féresis
Mediana 0,9 0,7 0,
Extremos 0-61 0-31 0-6
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TABLA 15. PACIENTES INCLUIDOS EN PROGRAMA DE RECOLFZCION DE
CPSP. CARACTERISTICAS GENERALES (II)

Sexo

Edad

Diagnéstico

Situacién hematolégica

0GS

FDB

ELL

SDC
JzS
ACA
LDB

JGM

< < @ m m < I m <4 m <& I < 4 mom <4 <& <4 momo<g

LMA-M3
LMA-M1
LMA-M1
LMA-M4
LMA-M7
LMA-M1
LMA-M4
LMA-M3
LMA-M3
LMA-M7
LMA-M1
LMA-MO
LMA-M5
LMA-M6

LMA-M1

Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera
Primera

Primera

Primera

Primera

RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC

RC

RC

RC
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TABLA 16. PACIENTES INCLUIDOS EN PROGRAMA DE RECOLECCION DE
CPSP. CARACTERISTICAS GENERALES (III)

CCL
FEM
APQ
RCC
JMG

Sexo

g d 9 4 & @ 9 = <9 <«

Edad

Diagnéstico

LMA-M3
LLA-T
LLA-Comin
LLA-B
LLA-T
LLA-Com(n
EH

LNH
Mieloma
Mieloma

Mieloma

Situacién hematolégica
"""" Segunda RC
Tercera RC
Segunda RC
Tercera RC
Tercera RC
Tercera RC
Refractario
Refractario
Segunda remisién
Segunda remisién

Previamente no tratado
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TABLA 17 . RECOLECCION DE CPSP. QUIMIOTERAPIA PREFERESIS (I)
LMA EN PRIMERA REMISION

Esquema Diagnéstico N de ciclos
e-Lam-s7 IMA (no M3) 28
2-LAP-83 LMA-M3 5
7-LAM-88 LMA >60 aiios 2
CoAP - 1M | | 7

COAP: Ciclofosfamida, Vincristina, Citarabina, Prednisona.

TABLA 18. RECOLECCION DE CPSP. QUIMIOTERAPIA PREFERESIS (II)

Esquema Diagn6stico N de ciclos
Tama IMA-M3 sequnda RC 2

R5-LAL-84 LLA en recaida 5

COAP LLA en recaida 3

DATOP LLA en recaida 1

MIME Linfomas en recaida 3
Melfalan (A.D.) Mieloma 1
VAD-BCNU Mieloma 1
VM-Dexametasona Mieloma 1

ATA: ara-C, AMSA, 6-TG; COAP: Ciclofosfamida, Vincristina,
araC, Prednisona; DATOP: Daunorrubicina, ara-C, 6-Tioguanina,
Vincristina, Prednisolona; MIME: metil-GAG, Ifosfamida,
Metotrexate, Etoposido; VAD-BCNU: Vincristina, Adriamicina,
Daunorrubicina, Carmustine.
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TABLA 19. RECOLECCION DE CPSP. RENDIMIENTOS OBTENIDOS (Ia)

Quimioterapia NGmero CFU-GM CMN
Caso preféresis de féresis (x10*/Kg) (x10®/Kg) Evolucién
FFG 6-LAM-87 7 10,2 7,9 ATSP
JTF 6-LAM-87 6 2,2 5 ATSP
APLL  6-LAM-87 7 11 10,3  ATSP
COAP 3
QVL 6-LAM-87 6 31,3 15 ATSP
0GS 6-LAM-87 6 29,9 9,7 ATSP
JRM 6-LAM-87 3 1,5 4,8 ATSP
COAP 3
ADC 6-LAM-87 6 8 4,5 ATSP
JRB 6-LAM-87 6 5,4 3,6 ATSP
REC 2-LAP-83 6 4,7 5,3 ATSP
JDH 6-LAM-87 3 8,3 7,3 ATSP
COAP 3
RMP 7-LAM-88 3 17,3 4,8 'ATSP
COAP 3

COAP: Ciclofosfamida, Vincristina, Citarabina, Prednisona.
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TABLA 19. RECOLECCION DE CPSP. RENDIMIENTOS OBTENIDOS (Ib)

Quimioterapia NGmero CFU-GM CMN
Caso preféresis de féresis (x10¢*/Kg) (x10°® /Kg) Evolucién

VMB - 6-LAM-87 6 . 36,5 . .. 5,6 . ATSP
FDB 6-LAM-87 6 21,8 4,3 ATSP
ELL 6-LAM-87 6 70,1 7,2 ATSP
APG 2-LAP-83 6 18,8 3,9 ATSP
SDC 2-LAP-83 3 5,6 1,1 Muerto
Jzs 6-LAM-87 3 11,4 1,7 *
ACA 7-LAM-88 4 43,4 2,1  #
LDB 6-LAM-87 6 36 6,5 S
JGM coar 3 15,9 4,8 s
RAF 6-LAM-87 3 4,7 2,7 Muerto
MFR Ccoar 6 63,2 3,6 s

COAP: Ciclofosfamida, Vincristina, Citarabina, Prednisona.
* Pendiente segundo ciclo de recoleccién.

# Fuera de protocolo por edad avanzada.

§ Pendiente de ATSP.
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TABLA 20. RECOLECCION DE CPSP. RENDIMIENTOS OBTENIDOS (II)

Quimioterapia NGmero CFU-GM CMN
Caso preféresis de féresis (x10¢/Kg) (x10*/Kg) Evolucién
sou  ara & 37,1 6,5  AmsP
IBM R5-LAL-84 3 6,8 4,5 ATSP
COAP 3
JLG R5-LAL-84 6 4,3 4,7 ATSP
LCA COAP 6 3 6,5 ATSP
VBB R5-LAL-84 6 4,1 3,9 ATSP
JEC DATOP 4 5,6 2,9 Muerto
CCL MIME 6 6,2 4 ATSP
FEM MIME 4 7,5 1,8 Muerto
APQ  VM26-DEXAMETASONA 4 0,5 1,1  Muerto
RCC VAD-BCNU 3 7,4 7,8 Muerto
JMG MELFALAN (AD) 6 44,8 12,7 Muerto

ATA: ara-C, 6-Tioguanina, M-AMSA; COAP: Ciclofosfamida,
Vincristina, araC, Prednisona; DATOP: Daunorrubicina, ara-C,
6-Tioguanina, Vincristina, Prednisolona; MIME: metil-GAG,
Ifosfamida, Metotrexate, Etoposido, VAD-BCNU: Vincristina,
Adriamicina, Daunorrubicina, Carmustine. AD: Altas dosis.
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TABLA 21. INICIO DE RECOLECCION:

CIFRAS DE SANGRE PERIFERICA

Caracteristica

Leucocitos (x10° /L)
CMN x10° /L

PMN x10° /L
Hemoglobina (g/dL)
Plaquetas (x10° /L)

MediatDE Extremos
“T1,s5t0,8 0,8-4,9
1,110,4 0,3-3
0,4t0,6 0-2,5
11,1+1,3 8,3-13,9
108185 15-349




RESULTADOS

99

TABLA 22. VALORES BOLSA DE RECOLECCION SEGUN SEPARADOR

CS-3000

Cobe Spectra

' MediaiDE Extremos

' MediatDE Extremos

Leucocitos (x10°/L) 31118 3,5-114
Plaquetas (x10°/L) 10131842 67-4972

PMN (x10° /L) 4,6t7,3 0-54
Linfocitos (x10°/L ) 14,8%10,4 0-81
Monocitos (x10° /L) 8,719,1 0-47
Hemoglobina (g/dL) 1,741,4 0,2-10
CFU-GM (x10¢ /kg) 1,8%4,8 0-61
CMN (x10°® /kqg) 0,9:0,7 0-5,6
I. de recuperacién (%) 5517 45-99

Volumen (mL) 185121 75-299

22,4115,7 6,7-62

348:307
5,515,3
5,313,4
1111,8
1,742,2
4,919,6
1,210,8
6114
39930

72-1129
0-17,5
1,1-11,4
0,7-41
0,3-11,2

0-39
0,4-3,7
40-99
354-490
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TABLA 23. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LAS CELULAS RECOLECTADAS

Grupo de
diferenciacién Sesiones % células positivas
o ' ep¢p N MediaiDE Extremos
Serie linfoide
T CD2 76 39,6+21 3-80
CD3 108 33,3118 3-75
CD4 137 18,5+12 1-55
CcD8 136 17,1+13 1-84
B CD19 18 4,913 0-10
CD20 117 3,219 0-98
Serie mieloide
CD15 127 2,514 0-33

Serie monocitica
CD14 134 45120 3-94

Células progenitoras
CD34 107 3,917 0-53

No_especificos de linea
HLA-DR 54,3+22 5-92
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TABLA 24. VARIACIONES EN LOS RECUENTOS DE SANGRE PERIFERICA TRAS
LA RECOLECCION

Preféresis Postféresis
Caracteristica '-QEEIQZBE-E;Z§;;35 -QQEISZBE'E;ZEEQS; P
Leucocitos (x10° /L) 2,411 0,6-14,3 2,2+1,7 0,6-4,9 NS
PMN (x10° /L) 0,9t1,2 0-9,7 0,9¢1,2 0-10 NS
Linfocitos (x10° /L) 0,8t0,5 0,2-3 0,7t0,4 0-5,9 0,01
Monocitos (x10° /L) 0,5t0,6 0-6 0,410,4 0-2,9 NS
'Plaquetas (x10° /L) 105+79  11-349 7356 8-258 10,0001
LHemoglobina (g/dL) 11,31,6 B8-24 10,1+1,8 7,5-14 10,0001

NS: No significativa.
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AUTOTRANSPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS DE SANGRE PERIFERICA

Desde noviembre de 1989 hasta mayo de 1991 se han
efectuado 22 autotransplantes empleando células progenitoras
de sangre periférica de un total de 34 pacientes incluidos

en el programa.’

El grupo de enfermos en el que se ha efectuado el mayor
nGmero de transplantes ha sido el de LMA. En la figura 6 se
muestra en un diagrama la opcién terapéutica asignada a
estos pacientes en el periodo de tiempo en que el programa
de ATSP ha estado activo. De un total de 79 enfermos
diagnosticados de LMA, 61 recibieron tratamiento de
induccién a la remisi6én, no habiendo sido tratado 1los 18
restantes por edad avanzada (15 casos) o por otros motivos
de exclusién (3 casos). Entre los pacientes que recibieron
tratamiento, 41 tenian menos de 60 afios alcanzdndose la RC
en 28 casos, cinco de los cuales disponian de donante
HLA-compatible por 1lo que se realiz6 transplante alogénico
de médula 6sea, incluyéndose los 23 pacientes restantes (22
en primera RC y uno en segunda RC) en programa de ATSP. Por
otro 1lado, entre el grupo de pacientes de edad superior a 60
afios tan solo en dos se realizaron recolecciones de CPSP.

ATSP _en ILMA en primera RC. Hasta la fecha de cierre del
estudio, 15 de 23 pacientes con LMA en primera RC que han
entrado en programa de ATSP han sido sometidos a

autotransplante. De los ocho pacientes restantes, tres han
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No tratados

(18)
Edad Otros motivos
15) 2)
No RC
(13)
Otros TMO

(o) 3)

LMA
(79)
<60 anos
(41)
RC
(28)
ATSP
(23)

103

Tratados
(61)
>60 anos
(20)
No RC
9)
ATSP Otros
(10)
TMO

6)

Figura 6. Evolucién de los pacientes con LMA.
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finalizado 1las recolecciones y estén pendientes de ATSP,
cuatro han fallecido y uno se encuentra pendiente del
segundo ciclo de recogida de progenitores. La figura 7
muestra la evolucién de los pacientes con LMA en primera RC
incluidos en programa de ATSP.

ATSP en pacientes con otras situaciones hematolégicas.
Otros 12 paéiehtés con diferentes diagnésticos han sido
incluidos en programa de ATSP (figura 7), habiéndose
efectuado el autotransplante en siete. Por diagnésticos,
cuatro eran LLA (dos en segunda RC, uno en tercera RC y el
iltimo en segunda recidiva medular), dos LMA (uno en segunda
RC y otro en primera recidiva) y un paciente con enfermedad
dé Hodgkin resistente. Los cinco enfermos restantes, tres
mielomas, un LNH y una LLA han fallecido antes del ATSP (dos
por enfermedad progresiva, uno por neumonia, un caso de
hemoptisis masiva y un caso de insuficiencia cardiaca
congestiva).

En este capitulo se han considerado para el estudio por
un lado 1los pacientes con LMA en primera RC (grupo_ A, 15
enfermos), agrupéndose el resto de los pacientes en un
sequndo bloque (grupo B, siete enfermos), refiriéndonos a

los resultados del ATSP en cada grupo por separado.
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TOTAL
(35)
OTROS
LMA EN PRIMERA RC 12)
@3)
ATSP PENDIENTE EXITUS OTROS LLA MIELOMA tinrFoma LMA
15) ATSP @) ) (3) @)
3)
EXITUS ATSP ATSP EXITUS
@)
EXITUS ATSP

(3) @)

Figura 7. Curso evolutivo de los pacientes

sometidos a recoleccion de CPSP.
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CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Las principales caracteristicas de los pacientes se muestran

en la Tabla 25.

1. Datos clinicos.

Edad y sexo: La mediana de edad de la serie fue de 33 afios
(rango 14-62) con una distribucién por sexos de 14 varones y
8 mujeres. Entre 1los pacientes con LMA en primera RC 1la
- mediana de edad fue de 27 afios, con unos extremos entre 14 y
62 afios, y con un mayor nGmero de hombres que de mujeres (10
versus 5), mientras que en los enfermos del grupo B cuatro
eran hombres y tres mujeres con una mediana de edad de 18
afios (rango 14-57).
Diagn6stico y situaci6n hematolégica:
Grupo A: Como ya se ha citado, los 15 enfermos de este grupo
se encontraban en primera RC. Todos los enfermos menos uno
(con mds de 60 afios) alcanzaron RC tras un ciclo de
induccién.
Grupo B: En dos de los pacientes de este grupo (una LMA y
una LLA) se documentdé recaida medular una vez finalizada 1la
recoleccién e inmediatamente antes del transplante,
efectuéndose éste en recidiva. Cuatro enfermos se
encontraban en segunda (dos casos) y tercera RC (dos casos).

Por fin, el paciente con EH se encontraba en remisién de su
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enfermedad.

Progenitores administrados: Para el grupo de pacientes con
ILMA en primera RC la media de CFU-GM y CMN administradas fue
de 17,2%18,5x10*/kg (extremos 1,5-70,1) y 6,7+3,1x10¢/kg
(extremos 3,6-15) respectivamente. Para el resto de la serie
estos valores fueron de 11,4112,4 CFU-GM x10¢ /kg (extremos
3-37,1) y 4,8%1,1 CMN x10° /kg (extremos 3,9-6,5).

‘Sesiones de recolecién: En todos los pacientes se habian
finalizado 1los dos ciclos de recoleccién previstos para 1la
obtencién de CPSP, con un nimero de féresis entre 6 y 10
(mediana 6).

Intervalo RC-ATSP: Para los pacientes del grupo A el tiempo
transcurrido desde la fecha de RC hasta el ATSP fue de 121
dias de media (extremos 62-172). Para el resto de la serie
estos valores oscilaron entre 44 y 157 dias, con un tiempo

medio de 87 dias.

2. Datos de bioquimica sérica pretransplante.

Las fGnicas alteraciones en los parémetros bioquimicos
pretransplante fueron elevaciones en las transminasas. Asi,
en los pacientes del grupo A siete presentabas cifras de GOT
y GPT superiores a 50 U/L, mientras que estas alteraciones

se observaron en cinco de los siete enfermos del grupo B.
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3. Datos de hemostasia y coagulacién.

En todos 1los pacientes se realizaron determinaciones
del tiempo de tromboplastina parcial activado, fibrinégeno e
indice de Quick, no observindose en ninglin caso alteraciones

relevantes.
‘4. Datos hematolégicos de sangre periférica.

Entre los pacientes del grupo B se observ6 la presencia
de trombopenia inferior a 100x10®* plaquetas/L en tres casos,

no detect&ndose ésta en ninglin caso del grupo A.
5. Datos de la médula é6sea.

El estudio medular no mostré alteraciones en ninguno de
los pacientes con LMA en primera RC. Por el contrario, se
evidenci6é la presencia de un infiltrado bl&stico en dos

casos del grupo B que suponian el 9% y 16% de la celularidad

global de médula, respectivamente.
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ACONDICIONAMIENTO E INFUSION DE CELULAS PROGENITORAS
1. Regimenes de acondicionamiento. (Tabla 12)

Grupo A: El régimen de acondicionamiento empleado en todos
los pacientes con LMA en primera RC fue la combinacién Cy-Bu
segin el esquema descrito en. Mﬁterial y Métodos. La
administracién se realizaba de forma simult&nea durante los
dias -6, -5, -4 y -3. Tras dos dias sin quimioterapia (-2,
-1) se procedia la infusién de las CPSP (dia 0).

Grupo B: Cuatro pacientes recibieron el mismo régimen que
los del grupo A. De los tres pacientes restantes, dos fueron
tratados con 1la combinacién BCNU, AMSA, VP-16 y Ara-C
(régimen 2) mientras que el paciente restante recibié Cy,
VP-16 y BCNU (régimen 3). Ambos regimenes se administraron
durante cuatro dias consecutivos (-6, -5, -4 y =3)
infundiéndose las CPSP a 1las 48 horas de finalizar el

acondicionamiento.
2. Infusi6én de células progenitoras.

En la Tabla 26 se muestran de forma esquemética 1las
caracteristicas méds importantes de la descongelacién e
infusién de CPSP. Para evitar el contacto prolongado de las
células con el DMSO a una temperatura superior a 4° C el
tiempo de descongelacién y de administracién procuré ser 1lo

m&s breve posible. Por cada 75-150 mL administrados (una
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bolsa), 1la descongelacién se efectué en un tiempo medio de
56 segundos (extremos 40-160), mientras que la infusién se
realiz6 en un tiempo medio de 4 minutos (rango 3-6). El-
intérvalo entre cada bolsa fue de 3-4 horas con un volumen
total administrado que oscil6 entre 600 y 2.850 mL (media
1.000 mL). El volumen medio de hematies administrado fue de
37,4 mL (rango 16,3-171,2) y el de DMSO oscil6 entre 60-285
mL (media 'de'IOOImL).‘La‘ihfuéiénlée'redliZGVa 1o‘lar§ob.dé

un dia para 17 pacientes, mientras que en el resto de los

enfermos se repartié6 en dos dias.
3. Toxicidad durante la infusién.

Las complicaciones desarrolladas por 1los pacientes
durante la infusién de las CPSP fueron leves en todos los
casos. Las més frecuentes fueron la aparicién de nauseas y
vémitos (cuatro pacientes), asi como enrojecimiento facial y
taquicardia (tres casos). Otros sintomas ocasionalmente
presentes durante la infusién fueron taquipnea, tos y disnea
leve. En ningin caso se desarrollaron complicaciones
relacionados con hipervolemia o con la administracién de
hemoglobina 1libre. En general, la sintomatologia asociada a
la infusién de 1las CPSP cedi6 poco después de finalizar
ésta, no requiriendo en ninguna ocasién medidas terapetiticas

especificas.
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ANALISIS DE LOS VALORES HEMOPOYETICOS
1. Recuperacién de neutropenia.

El tiempo medio transcurrido desde el inicio del
acondicionamiento hasta la aparicién de 1la neutropenia
(<0,5x10° PMN/L) fue de 9 dias (extremos 8-15) para el grupo
‘A, mientras que en los pacientes del grupo B estos valores
oscilaron entre 8 y 13 dias con una mediana de 10 dias. En
todos los pacientes se evidencié neutropenia severa, siendo
el valor medio del nadir de leucocitos de 0,2x10°/L
alcanzando todos 1los pacientes cifras inferiores a 0,5x10°
leucocitos/L. La duracién media de 1la neutropenia (dias
desde PMN <0,5 hasta >0,5x10°/L) fue de 13 dias (rango
10-16) para los enfermos del grupo A y dé 15 dias (extremos
11-26) para el resto de los pacientes. Todos 1los enfermos
del grupo A alcanzaron una cifra de PMN superior a 1x10°
PMN/L con un rango de 11 y 26 dias (media 14). Asimismo, en
los siete pacientes del grupo B se observé una total
recuperacién de los recuentos leucocitarios transcurrida una

media de 20 dias (extremos 13-32).
2. Factores de crecimiento.
Se procedié6 a la administracién de inmunomoduladores

(factor de crecimiento granulomonocitico, GM-CSF,

Schering-Plough, USA) previo consentimiento informado del
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enfermo, en tres casos. En dos de ellos (uno del grupo A vy
otro del grupo B) se documenté pancitopenia tras
recuperacién hemoperiférica inicial a los +40 y +48 dias
respectivamente con un descenso acusado en 1la cifra de
granulocitos que alcanzaron valores inferiores a 0,2x10°/L.
Asimismo, se utilizé GM-CSF con carécter compasivo en el
paciente con enfermedad de Hodgkih en el que no se habia
‘evidenciado recuperacién hemopoy&tica alguna el dfa +21. En
los tres pacientes 1la dosis inicial de GM-CSF fue de 5
pg/kg/dia durante 15 dias, administrados en infusién i.v.
continua en 4-6 horas. Al no observarse recuperacién
hemoperiférica se procedi6é a incrementar la dosis hasta un
total de 10 ug/kg/dia durante cinco dias mas. En dos de 1los
tres pacientes no pudo evaluarse la respuesta al fallecer
durante 1la administracién de GM-CSF. En el tercer paciente,
que recibi6é 1la dosis total, no se evidenci6é recuperacién

hemoperiférica falleciendo en situacibén de aplasia medular.
3. Recuperacién de los recuentos plaquetares.

En todos los pacientes tras el acondicionamiento se
alcanzaron cifras de plaquetas por debajo de 20x10°/L. La
cinética de recuperacién plaquetar fue mucho mis irregular
que la referida para la serie granulocitica. Asi, 14 de 1los
enfermos del grupo A alcanzaron cifras de plaquetas
superiores a 20x10°/L en un tiempo medio de 16 dias

(extremos 7-94). En el grupo B alcanzaron esta cifra cinco
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de los siete enfermos, entre los 16 y 233 dias, con un
tiempo medio de 53 dias. Mientras que solamente un paciente
del grupo B ha recuperado unas cifras de plaquetas
superiores a 50x10°/L (dia +68), 13 de los enfermos del
grupo A han alcanzado esta cifra entre los 12 y 213 dias
postransplante (media 30 dias). El tiempo medio hasta 1la
desaparicién de 1la trombopenia (piaquetas >100x10°* /L) ha
sido de 77ldias'(rahgb'25-140) para los siete enfermos del
grupo A que han alcanzado esta cifra, y de 93 dias para el
Gnico paciente del resto de la serie que ha alcanzado este
valor.

La Tabla 27 muestra las caracteristicas de la
recuperacién hemopoyética en ambos grupos y en 1la serie

global.
4. Estudio de médula 6sea postransplante.

En 21 de los 22 pacientes se realizdé un primer estudio
medular entre los dias 12-14 post autotransplante cuyos
resultados se resumen en la Tabla 28.

Celularidad cuantitativa. El1 estudio medular mostré 1la
presencia de celularidad disminuida en 11 de los pacientes
del grupo A, mientras que en 1los cuatro restantes se
evidencié la presencia de una celularidad cuantitativamnete
normal. Entre los pacientes del grupo B, cuatro presentaron
celularidad pobre en la primera muestra medular tras ATSP vy

solo en un caso se observd celularidad hemopoyética en
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limites de normalidad.

Celularidad cualitativa. En el grupo de pacientes con LMA se
observaron precursores de linea eritroide y mieloide en
todos 1los casos, mientras que la serie megacariocitica
estuvo presente en 13 casos. Grupo B: en estos pacientes
seis presentaron precursores de serie roja y blanca,
mientras que la presencia de mégacariocitos solo pudo
detectarse en dos enfermos. Los dos pacientes transplantados
en recidiva mostraron persistencia del infiltrado bléstico

en el primer control medular postransplante.

5. Infusi6én de médula 6sea autéloga.

En dos pacientes del grupo A en los que no se evidencié
recuperacién hemoperiférica estable se procedié a la
infusién de la médula 6sea autbloga a los 63 y 75 dias post
ATSP. Uno de ellos restablecié la funcién hemopoyética con
normalizacién de parémetros en sangre mientras que el otro
falleci6é a 1los 12 dias por complicaciones sépticas y sin

evidencia de prendimiento medular.

6. Relaci6n entre recuperacién hemopoyética y precursores

infundidos (Figuras 8 y 9).

Se evidenci6é 1la existencia de una relacién entre 1la
velocidad de recuperacién granulopoyética y 1la dosis de

CFU-GM infundida. Para 1los 12 enfermos que recibieron >7
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CFU-GM x10¢/kg el tiempo medio transcurrido hasta 1la
obtencién de 0,5 y 1x10° PMN/L fue de 13 (extremos 10—16) y
15 dias (extremos 11-26) respectivamente, frente a 1los 16
(extremos 11-26) y 21 dias (extremos 12-32) del resto de 1la
serie, difefencias que mostraron significacién estadistica

(P=0,01 y 0,03 respectivamente).
7. Caracteristicas del soporte transfusional. (Tabla 29)

7.1. Concentrados de hematies (CH). Dos de los pacientes del
grupo A no requirieron la administracién de CH en ningfin
momento post ATSP por no alcanzar cifras de hemoglobina
inferiores a 10 g/dL. En los restantes enfermos la media de
CH transfundido fue de cuatro, con unos extremos que
oscilaron entre dos y ocho. Entre los enfermos del grupo B
las unidades de CH administradas variaron entre tres y ocho
con un valor medio de cuatro CH.

7.2. Concentrados de plaquetas. Todos los enfermos
requirieron la administraci6én de concentrados de plaquetas
por presentar cifras inferiores a 20x10° /L en alglin momento
de la evolucién. Para los pacientes con LMA en primera RC la
cifra media de plaquetas transfundidas fue de 24 (extremos
6-326). En tre los pacients del Grupo B la media de unidades
de plaquetas transfundida fue de 86 (extremos 40-138). Dos
de los enfermos de este grupo necesitaron la administracién
de plaquetas de donante Gnico por la ausencia de

rendimientos con plaquetas de donantes al azar.
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Figura 8. Probabilidad de alcanzar 0,5x109PMN/L segun
dosis de CFU-GM administrada (x104kg)
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Figura 9. Prdbabilidad de alcanzar 1x109PMN/L
segun dosis de CFU-GM administrada (x104/ky) .

P-0,03
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8. Dias de hospitalizacién.

El tiempo medio de hospitalizacién para 1los enfermos
del grupo A oscil6 entre 19 y 90 dias con una mediana de 27
dias, mientras que para el resto de los pacientes la media
de dias hospitalizados fue de 34 dias (extremos 22-51). En
este grupo un paéiehté dado de alta a los 22 dfas con
‘recuperaci6n hemopoyética de serie blanca, volvié a requerir
ingreso hospitalario por la aparicién de pancitopenia severa
a los 48 dias postransplante, falleciendo durante este

segundo ingreso sin signos de recuperacién hemopoyética.

TOXICIDAD DEL ACONDICIONAMIENTO Y COMPLICACIONES DEL
TRANSPLANTE

1. Toxicidad del acondicionamiento.

Las toxicidades de los regimenes de acondicionamiento
se muestra en la Tabla 30.

1.1 Toxicidad global.

Todos 1los pacientes‘presentaron toxicidad derivada del
regimen de acondicionamiento en al menos un sistema. La
mayoria de la toxicidad fue leve o moderada (grado I-II),
siendo la mucositis orofaringea la mis frecuente. Los grados
de toxicidad m&s grave (III-IV) aparecieron ocasionalmente y

afectaron corazé6n, rifiébn, higado y pulmén.



RESULTADOS 119

1.2. Toxicidad por aparatos.

Toxicidad cardiacas Dos pacientes desarrollaron
sintomatologia compatible con insuficiencia cardiaca
congestiva. En uno el cuadro clinico y radiolégico cedié con
tratamiento médico oportuno, y el otro paciente desarrollé
un edema agqudo de pulmébn que hizo necesaria 1la
monitorizacién invasiva asi como la administracién de
‘farmacos vasoactivos. En el resto de la serie no se
presentaron otras complicaciones de relevancia.

Toxicidad vesical: NinglGn paciente desarrollé cistitis
hemorrégica.

Toxicidad renals Solo se aprecié6 alteracién de 1la
funcién renal en dos pacientes. En uno de ellos se observé
un incremento de las cifras de creatinina del doble de sus
valores basales con posterior normalizacién de 1las mismas
con tratamiento apropiado; en el paciente restante el
deterioro de 1la funcién renal fue progresivo requiriendo
hemodidlisis y wultrafiltracién. Ambos pacientes estaban
recibiendo tratamiento simulténeo con agentes nefrotéxicos
(aminoglucésidos y anfotericina B).

Toxicidad pulmonar: La toxicidad pulmonar m&s severa
apareci6é en un enfermo que no habia recuperado 1la
neutropenia en el dia +21 y en el que fue necesaria
veﬁtilacién mecénica. Tanto 1los cultivos microbiolégicos
como las muestras de biopsia bronquial no demostraron la

participacién de ningin microorganismo.
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Toxicidad hepética: En cuatro pacientes se
desarrollaron alteraciones de la funcién  hepética
presentando tres de ellos alteraciones previas en sus
niveles de transaminasas. Dos de estos pacientes
desarrollaron un cuadro clinico de EVOH, de 165 cuales un
paciente evolucion6 favorablemente con normalizacién de 1las
alteraciohes énaliticaé, desapaficdn de la ascitis y
hepatomegalia, mientras que el otro paciente fallecié como
consecuencia de un deterioro progresivo e irreversible de su
funcién hepética. En 1los dos pacientes restantes la
elevacién de las transaminasas cursé de manera asintomédtica
con posterior normalizacién.

Toxicidad del SNC: No se observ6 1la aparicién de
toxicidad del SNC en ningiGn paciente.

Estomatitis: AlgGn grado de mucositis fue 1la fGnica
complicacién que apareci6 en todos los enfermos, la mayoria
de 1los cuales presentaron una forma leve que se controlé con
la analgesia habitual, mientras que cuatro pacientes
desarrollaron mucositis intensa que  requirié 1la
administracién de morfina.

Toxicidad gatrointestinal: Solo un paciente desarrollé
toxicidad gastrointestinal con 1la aparicién de diarrea

acuosa leve sin sangre ni pus.
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2. Otras complicaciones durante el transplante.

El resto de las complicaciones presentadas durante el

transplante se resumen en la Tabla 31.

2.1. Infecci6n: Dieciocho pacientes preéentaron fiebre
durante el periodo de aplasia pdstqﬁimioterapia. En 12 casos
'se 'pudo constatar una etiologia infecciosa, siendo

documentados microbiologicamente nueve casos y clinicamente
tres. Los restantes seis episodios fueron catalogados como
infeccién posible. De los episodios con documentacién
microbiolégica, ocho fueron bacteriemias y un caso de

sinusitis maxilar por gram negativos. Los microorganismos

aislados fueron: E. coli, Corynebacterium Jk, Pseudomonas
maltophila, pPseudomonas aeruginosa (en dos ocasiones),
Pseudomonas Picketti, Staphylococcus haemolyticus Yy un
Staphylococcus 'coagulasa negativo. S6lo en un caso la
infecci6n estuvo implicada directamente en la muerte del
paciente.

2.2 Hemorragia: Cinco pacientes presentaron complicaciones
hemorrdgicas leves (epistaxis, petequias y gingivorragias)
mientras que en tres enfermos las manifestaciones
hemorr&gicas fueron graves (un caso de diatésis hemorré&gica
generalizada, un cuadro de hemorragia pulmonar y una
hemorragia subaracnoidea). En estos pacientes se objetivé
refractariedad a la transfusi6én de plaquetas de donantes al

azar por lo que se procedié a la transfusién de plaquetas de
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donante fnico. Los tres enfermos fallecieron a consecuencia

de las complicaciones hemorrégicas.

LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA EXK PRIMERA RC
Duracién de la remisién.

Considerando 1la duracién de la remisi6én desde el
momento en que se alcanzb ésta tras finalizar el tratamiento
de induccién, de los 15 pacientes con LMA transplantados en
primera RC al cierre del anélisis, cinco pacientes habian
recaido, ocho continuaban en remisién de 8+ a 18+ meses y
dos murieron en remisién como consecuencia de complicaciones
infecciosas y hemorréagicas durante la aplasia
postquimioterapia. La mediana actuarial de duracién de 1la
remisién fue de 13 meses, mientras que la probabilidad
actuarial de permanecer en RC a los 18 meses es del 48118%.
En la actualidad permanecen en remisién continua ocho
enfermos a los 8+, 10+, 11+, 11+, 12+, 13+, 14+ y 18+ meses.

Considerada desde 1la fecha del ATSP, 1la mediana de
duracién de la remisién es de 8 meses, mientras que 1la
probabilidad actuarial de permanecer en remisién a los 16
meses es del 49:16% con una duracién de la remisi6én para los

ocho pacientes de 3+, 5+, 6+, 7+, 9+, 10+, 10+ y 16+ meses.
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Las Figuras 10 y 11 muestran las curvas actuariales de
duracién de la remisién de los pacientes con LMA

transplantados en primera RC.
Recidivas.

Cinco de los 15 enfermos transpléntados habian recaido
‘al cierre del estudio (3, 4, 6, 8 y 8 meses del ATSP). De
nuevo, considerando la duracién de la remisién desde 1la
fecha en que se obtuvo la RC, las recidas aparecieron a 1los
6, 8, 8, 12 y 13 meses. .

En todos los pacientes, ia localizacién de la recidiva
fue en médula 6sea. En cuatro de los cinco enfermos se
realizé un segundo autotransplante en situacién de recidiva
a partir de 1la médula criopreservada. Dos no obtuvieron
remisién falleciendo uno de ellos a los 3 meses post TAMO
encontré&ndose el otro vivo a los 4+ meses. Un paciente se
encuentra en sequnda RC a 1los 5+ meses y el paciente
restante fallecié por complicaciones infecciosas en las tres
primeras semanas post transplante y en situacién de aplasia

medular.
Supervivencia.
La mediana actuarial de supervivencia ain no ha sido

alcanzada. Desde la fecha del diagnéstico, la probabilidad

actuarial de permanecer vivo a los 20 meses es del 70110%,
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mientras que desde el momento del ATSP la probabilidad
actuarial de supervivencia a los 16 meses es del 70112%
(Figuras 12 y 13).

En el momento del andlisis, cuatro de los 15 pacientes
de este grupo habian muerto, y 11 continuaban vivos, nueve
en primera RC, uno en segunda RC y uno en recaida medular
entre los 8+ y 20+ meses desde el diagn6stico (8+, 11+, 12+,

13+, 13+, 14+, 16+, 16+, 17+, 19+ 'y 20+ meses
respectivamente). De los cuatro pacientes fallecidos, dos lo
hicieron en recaida y dos en primera remisién. Los dos
pacientes muertos en recaida fallecieron tras TAMO. De 1los
pacientes muertos en remisién, uno fallecié por fracaso
multiorgénico con recuperaci6én hemoperiférica de dos series
hemopoyéticas (mieloide y eritroide) y con un estudio
medular que mostraba precursores de las tres 1lineas
celulares. El1 paciente restante falleci6 en situacién de
aplasia medular grave a los nueve meses del diagnéstico y a

los tres del ATSP.

Supervivencia libre de enfermedad.

En la Figura 14 esté trazada la curva actuarial de
supervivencia 1libre de enfermedad (SLE). La mediana
actuarial fue de ocho meses, mientras que la probabilidad de

sobrevivir en primera remisién fue del 43t15% a los 16 meses.
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Figura 10. ATSP. Duracién de la remisién
desde fecha de RC.

MESES



Figura 11. ATSP. Duracién de la remisién
desde fecha de transplante.



Figura 12. ATSP. Supervivencia desde diagnéstico.
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Figura 13. ATSP. Supervivencia desde transplante.
8 10
MESES

avaIrIirdgvdodd



PROBABILIDAD

Figura 14. ATSP. Supervivencia libre de enfermedad.
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RESTO DE LA SERIE.

Por lo reducido y heterf6geneo del resto de los enfermos
de 1la serie, no se han trazado curvas de Kaplan-Meier,
describiendo a continuacién la evolucién de este grupo de

pacientes.

Duracién de la _remisién. Los dos pacientes

transplantados en recidiva (LMA, LLA) no alcanzaron
remisién; otros dos (LLA y EH) fallecieron por
complicaciones hemorrédgicas a los +105 y +42 dias, uno de
ellos sin signos de recuperaci6tn hemopoyética; 1los tres
restantes (1 LMA y 2 LLA) permanecen vivos y en RC mantenida °
a los 2+, 10+ y 12+ meses.

Supervivencia. Cuatro enfermos (dos transplantados en
recidiva con persistencia de la infiltracién bléastica)
habian fallecido al cierre del estudio a los 1, 3, 4 y ¢4
meses del ATSP.

Los resultados y evolucién del ATSP en ambos grupos de

pacientes se presentan en la Tabla 32.
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COMPLICACIONES TARDIAS

Tres pacientes (2 LMA, 1 LLA) presentaron fiebre y
bacteriemia que se resolvieron con tratamiento antibiético
y retirada del catéter venoso central. Un paciente con LLA
desarrollé una meninigitis por Listeria monocytogenes que
se resolvié sin secueids rcbn ‘tratamiénto ahtibiético

' especifico. Cuatro pacientes desarrollaron infecciones por
virus Herpes zoster en el primer mes tras acabar 1la
profilaxis que se resolvi6é rapidamente sin secuelas con
aciclovir oral. Un paciente con LLA present6 a los 8 meses
postransplante una necrosis avascular de cabeza de fémur
que requirié intervencién quirfirgica de revasculérizacién,
sin necesidad de sustitucién protésica. NingGn enfermo ha
presentado neumonia intersticial ni pérdida tardia del

prendimiento.
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TABLA 25. ATSP. CARACTERISTICAS GENERALES

Caracteristica Grupo A Grupo B Serie global

Pacientes 15 7 22

Edad (afios)
Mediana 33 18 29
Extremos 14-62 14-57 14-62

Sexo
Varones 10 4 14
Mujeres 5 3 8

Diagnéstico
LMA 15 2 17
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
LLA 4
Comiin 1
T 2
B 1
EH 1l 1l

(YT RY VY RN
HOH HERWWRES

Citoféresis
Mediana 6 6 6
Extremos 6-10 6-10

Intervalo RC-ATSP (dias)
Mediana 121 87 118
Extremos 60-172 44-157 44-172
CFU-GM (x10¢/kg) 17,2+18,5 11,4+12,4 15,4t16,8

CMN (x10° /kg) 6,8t3,1  4,8%1,2  6,1%2,8
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TABLA 26. DESCONGELACION E INFUSION DE CPSP. CARACTERISTICAS

Tiempo de
descongelacién (s)

Tiempo de
administracién (m)

Intervalo entre =
- administraciones (h)
Duracién de la
administracién (d)

Volumen total
infundido (mL)

Volumen de hematies
infundido (mL)

Volumen de DMSO
infundido (mL)

Mediana

1.000

37,4

100

Extremos

600-2.850

16' 3-171'2

60-285

TABLA 27. ATSP. RECUPERACION HEMATOLOGICA (DIAS)

Mediana Extr. Mediana Extr. Mediana Extr.
PMN >0,5xi0’/L 15 13 10-26 7 15 11-26 22 15 11-26
"PMN >1x10° /L 15 14 11-26 7 20 13-32 22 16 11-32
Plag >20x10°/L 14 16 7-94 5 53 16-233 19 16 7-233
Plag >50x10°* /L 13 30 12-213 1 77 -~- 14 43 7-233
Plaq >100x10° /L 10 77 25-140 1 93 --- 9 72 25-140
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TABLA 28. ATSP. CARACTERISTICAS DE LA MEDULA OSEA

Grupo A Grupo B Serie global
Caracteristica N N N
Celularidad cuantitativa
Seca 0 0 0
‘Pobre 11 5 16
Normal 4 1 5
Celularidad cualitativa
Serie eritroide
Presente 15 6 21
Serie mieloide
Presente 15 6 21
Serie Megacariocitica
Presente 9 2 11
Blastos .
si 0 2 2

TABLA 29. ATSP. CARACTERISTICAS DEL SOPORTE DE HEMODERIVADOS

Grupo A

Unidades de C. Hematies
Mediana 4
Extremos 0-8

Unidades de C. Plaquetas
Mediana 24

Extremos 6-326

Grupo B Serie global

4 4
3-8 0-8
86 20

40-138 6-326
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TABLA 30. ATSP. TOXICIDAD PROVOCADA POR EL ACONDICIONAMIENTO

Grado 1 Grado II Grado III Grado 1V

Toxicidad Cardiaca 0 1 1l 0
Toxicidad Vesical 0 0 0 0
Toxicidad Renal 0 1 0 1
Toxicidad Pulmonar 0 0 0 1l
' Toxicidad Hep&tica 2 1 1 0
Toxicidad Neurolégica 0 0 0 0
Estomatitis 19 3 0 0
Toxicidad Digestiva 0 0 0 0

TABLA 31. ATSP. OTRAS COMPLICACIONES

N
Pacientes 22
Episodios Infecciosos 19

Documentadas microbiologicamente 9
Documentadas clinicamente 4
Infeccién posible 6
Infeccién dudosa 0

Hemorragias 10

EVOH 2
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TABLA 32. ATSP. RESULTADOS Y EVOLUCION

Caracteristica

Pacientes

Prendimiento
Estable
No estable
No prendimiento

Recidiva
No RC

Exitus

En aplasia

Con recuperacién
hematolégica
Por recidiva

No RC

Grupo A Grupo B Serie Global
15 7 22
15 6 21
13 6 19
2(2) 0 2(2)
1 (LLA) 1
5(4) 0 5(4)
0 2 (LMA, LLA) 2
4 4 8
1 1 (LLA) 2
1 1 (EH) 2
2 0 2
0 2 (LMA, LLA) 2

()* Pacientes en los que se infundié médula 6sea.
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Tras el primer ensayo clinico que demostré 1la
existencia de células progenitoras circulantes en sangre de
animales (EPSTEIN y cols. 1966), ulteriores investigaciones
mostraron que la recoleccibén y posterior infusién de 1la
fraccién de CMN de sangre eran capaces de restablecer 1la
funcién hemopoyética e inmune medular tras quimio y/o
- radioterapia, tanto si se administraban de forma autéloga
como alogénica (KORBLING y cols. 1979, ABRAMS y cols. 1981).
Los primeros intentos de reproducir en seres humanos estos
experimentos fracasaron en su empefio de lograr una
recuperacién hemopoyética mantenida debido al escaso niGmero
de CPSP circulantes en condiciones basales (uno o dos grados
de magnitud inferior a las presentes en médula). Sin
embargo, la demostracién del importante incremento de CPSP
tras la administracién de quimioterapia (RICHMAN y cols.
1976, LOHRMAN y cols. 1978) y de la presencia en cultivos de
precursores de las diferentes lineas hemopoyéticas en sangre
(FAUSSER & MESSNER 1978, VERMA y cols. 1980) fueron los
pilares que permitieron el desarrollo de 1los primeros
ensayos en seres humanos en los que se emplearon CPSP como
rescate de una aplasia medular tras tratamiento
citorreductor. Por Gltimo, el uso de separadores celulares
para la recoleccién de la fraccién de CMN y el desarrollo de
técnicas de criopreservacién, han permitido considerar al
ATSP como una alternativa terapeiltica eficaz y cada vez més

usada para el tratamiento de una gran variedad de neoplasias
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(LASKY 1989c, HENON y cols. 1991). Concretamente en LMA,
inicialmente la mayoria de ensayos se realizaron en
pacientes en recaida (REIFFERS y cols. 1985, JUTTNER y cols.
1985, TO y cols. 1987, REIFFERS y cols. 1988). Sin embargo,
Yy una vez confirmada 1la <capacidad de regeneracién
hemopoyética estable de estos precursores celulares, el paso
siguiente ha sido considerar su empleo en pacientes en
"primera  RC como alternativa al transplante aut6logo de
médula 6sea.

En esta Tesis se describen los resultados del programa
de ATSP en diferentes hemopatias malignas con especial
atencién a la LMA en primera RC, analizando los diversos
aspectos del mismo especialmente los referentes a 1la
recoleccién y posterior infusién de CPSP. En el curso
evolutivo de los pacientes transplantados se hace referencia
al anélisis de la recuperacién hemopoyética y al estudio de
las complicaciones y mortalidad del procedimiento. Por
iltimo, y aunque el seguimiento de los pacientes es afn
corto, se hace una evaluacién de la eficacia antileucémica

del ATSP.

En tumores s6lidos, donde la recolecci6n de CPSP
habitualmente se realiza en condiciones basales, la cinética
de recuperacién de los parémetros hemoperiféricos es
equivalente a la encontrada tras un TAMO (KESSINGER y cols.
1988 y 1989, LASKY y cols. 1989, HENRIQUEZ 1991). Sin

embargo, en leucemia aguda esta recoleccién se efectia
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habitualmente tras la movilizacién de precursores a sangre,
siendo la técnica més empleada la administracién de
quimioterapia, existiendo al parecer una relacién directa
entre la intensidad de la aplasia provocada por la
quimioterapia y 1la cantidad de progenitores recolectados
(REIFFERS Yy cols. 1989). Sin embargo, los esquemas empleados
pard ‘estas moviiizacioneé se- acompainian de importante
‘morbilidad e incluso mortalidad (TO y cols. 1990b). En los
pacientes de nuestra serie, el tratamiento quimioterépico
empleado para la recoleccién ha sido el habitual en nuestro
servicio para 1la induccién a la remisién. En otras
enfermedades se han empleado diferentes protocolos en
funcién del estado clinico y evolutivo de los enfermos. La
administracién de ciclos adicionales de quimioterapia (COAP)
en aquellos pacientes en que fue necesario fue generalmente
bien tolerado no provocando mortalidad y administréndose en
regimen ambulatorio. Los rendimientos de CMN en los enfermos
de nuestra serie fueron similares a los obtenidos con
esquemas mucho més agresivos y superiores a 1los referidos
por otros autores con terapias parecidas (CRAIG y cols.
1990). Otra técnica de movilizacién ocasionalmente empleada
por otros autores ha sido la administracién de G-CSF y
GM-CSF (DUHRSEN y cols. 1988, SOCINSKY y cols. 1988, GIANNI
Yy cols.- 1990, RAVAGNANI y cols. 1990). Aunque se ha
evidenciado un importante incremento en la cifra de CFU-GM
recolectadas no se han demostrado diferencias en la rapidez

y estabilidad de la recuperacién hemopoyética entre las CPSP
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recolectados con o sin factores de crecimiento.

La eleccién de la fase de recuperacibén acelerada de 1la
hemopoyesis tras el tratamiento quimioterépico bas&ndose en
parémetros de sangre periférica (leucocitos de 800-1.000/uL
)4 monocitosis superior al  30%), es una sencilla
determinaci6én, de observacién practicamente constante (dejé
de observarse en cuatto,casos),-hé ﬁeimitido la obtencién de
‘cifras de CMN equivalentes a las de otras series (STIFF y
cols. 1987). Para la recolecci6én de células progenitoras se
han empleado fundamentalmente dos méquinas separadoras:
Fenwal CS-3000 (158 sesiones) y Cobe Spectra (25 sesiones).
Con respecto a 1la primera, se trata de una separadora de
flujo continuo de efectividad probada en la recoleccién de
plaquetas y granulocitos (ABRAMS y cols. 1977, KORBLING vy
cols. 1977) que permite un completo y cerrado sistema de
recoleccién, evitando 1la posibilidad de contaminacién. Dos
han sido los programas empleados por los diferentes autores
en este separador para la recoleccién de la fraccién de CMN.
El programa 1 de plaquetoféresis con ligeras modificaciones
y el programa 3 (leucocitos). En nuestra serie se ha
utilizado el programa 1 de acuerdo a las instrucciones
establecidas en el manual del operador con ligeras
modificaciones descritas en el apartado de material y
métodos segiin las recomendaciones de CARTER y cols. (1987).
Con este programa se obtuvo una escasa contaminacién de
hematies (hemoglobina de 1,7 g/dL) y granulocitos (4,6

x10° /L), lo que coincide con lo publicado en la 1literatura
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con un porcentaje de CMN recolectados del 75i38% y un
rendimiento de CMN de 0,9x10° /kg por sesibén, resultados
similares a los de otros autores (LASKY y cols 198%a vy
1989b, ESPIGADO y cols. 1989, LASKY y cols. 1991). No
obstante el indice de recuperacién obtenido (55117%) fue
algo més bajo que lo publicadq por otros grupos (RODRIGUEZ y
cdls. 1989). Estas diferencias podrian deberse a una
| distihta 'interﬁrétédidn' dé ésﬁé indiée deifeéubéraciéh que
se ha calculado con una férmula distinta. El célculo de 1la
recuperacién de CMN realizado por RODRIGUEZ y cols. (1989)
considera la volemia del paciente en vez del volumen
procesado, teniendo como repercusién una duplicacién del
denominador de 1la férmula aplicada. A nuestro juicio, el
cédlculo hecho sobre el volumen procesado refleja de manera
més exacta la eficacia de la recoleccién. Junto al alto
rendimiento de CMN, se observaron escasas repercusiones
entre los hemogramas pre y postrecoleccién, existiendo 1las
diferencias ma&s acusadas en la cifra de plaquetas. En este
sentido y para evitar la aparici6én de trombopenias
importantes postféresis, inicialmente se realizé una
centrifugacién 1lenta del contenido final de la cé&mara de
recoleccién y su infusién al paciente. Sin embargo, 1la
deteccién de CMN entre el material a reinfundir modificé
nuestra actitud en ese sentido, procediéndose a la
transfusién de concentrado de plaquetas postrecoleccién
cuando fue necesario. Ademas la presencia de cierta

contaminacién plaquetar entre las CMN no repercutié
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negativamente ni  en la criopreservacién ni en 1la infusién
del material recolectado.

Por dltimo, el procedimiento no presenté excesivos
problemas técnicos detectédndose obstrucciones de las vias de
acceso en 11 ocasiones, lo que contrasta con 1la eleveda
frecuencia de estos mismos problemas referido por otros
autores (HAIRE y cols. 1990).' o

La media de CMN recolectadas en nuestra serie se
encuentra dentro de los valores publicados por la literatura
(Tabla 32). Asi, REIFFERS y cols. (1986) obtienen tras seis
citaféresis una cifra de CMN de 5,6x10* /kg en seis
pacientes, algo inferior a nuestros rendimientos, mientras
que el grupo del Hospital Saint Louis refiere unos
rendimientos de 2,6x10* CMN/kg tras una media de tres
recolecciones por paciente en un grupo de 22 pacientes con
ILMA en primera RC y de 1,8x10° /kg en 17 enfermos con LLA
también en primera RC (CASTAIGNE y cols. 1988). JUTTNER vy
cols. (1990) en pacientes con LMA en primera RC obtienen 5,7
CMN x10®/kg tras 3-5 féresis con un separador CS-3000 vy
KORBLING y cols (1990a) refieren un niimero de 8,7x10% /kg en
20 pacientes con LMA en primera RC . Mas recientemente este
grupo infunde 8x10® CMN/kg obtenidas en 10 citoféresis en
una serie de 20 pacientes con LMA en primera remisién en los
que compara los resultados de la recuperaci6én hemopoyética
entre ATSP y TAMO purgado con mafosfamida (KORBLING y cols.
1991). En tumores sélidos, STIFF y cols. (1987) en ocho

enfermos con neoplasias pulmonares infunde 3,8x10® células
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nucleadas/kg tras dos féresis realizadas en el periodo de
recuperacién hemopoyética acelerada postquimioterapia,
mientras que KESSINGER y cols. (1988) en una serie de 40
pacientes con 1linfoma infunden una media de 7x10® CMN/kg
tras ocho sesiones de recoleccién obtenidas sin
movilizacién. En linfomas en recaida, KORBLING y cols
(1990b) infunden entre 1,7 y 22,7x10° CMN/kg (media 7,5)
"obtenidas tras una media de 13 recolecciones y una
movilizacién previa de precursores con quimioterapia (8
casos) o con factores de crecimiento (4 casos). Por dltimo,
también en tumores s6lidos en una serie mAs heterogénea de
50 pacientes, el grupo de 1la Clinica Universitaria de
Navarra obtiene un nimero de CMN de 6-13x10¢ /kg tras cuatro
recolecciones sin movilizacién previa de precursores
(HENRIQUEZ 1991). Este paralelismo en los valores de CMN
obtenidos por 1los diferentes grupos no se reproduce cuando
hacemos referencia a las cifras de CFU-GM, habiéndose
conseguido resultados igualmente satisfactorios con cifras
de CFU-GM muy variables (Tabla 32). En 1los enfermos
sometidos a recoleccién de CPSP en esta serie el nGmero
medio de CFU-GM obtenido en los enfermos transplantados fue
de 15,3+16,7x10*/kg (17,2t198,5 en LMA), habiendo observado
la existencia de una correlacién significativa entre 1la
cifra de CFU-GM administradas y la velocidad de recuperacion
hemopoyética, especialmente de 1la granulopoyesis, lo que
coincide con otros autores que infunden cifras mucho més

altas de CFU-GM (JUTTNER y cols. 1990, TO y cols. 1990b).
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Sin embargo, a diferencia de lo referido por TO y cols.
(1986 y 1987) no hemos observado la existencia de esta
relacién en cuanto a la viabilidad del injerto se refiere,
habiendo logrado prendimientos estables con cifras de CFU-GM
inferiores a 5x10¢*/kg. Por lo tanto, puesto que 1la cifra
minima de CFU-GM Qque se precisa infundir para una
reconstitucién hématoldgica Vdoﬁpiété y duradera no esté
' establecida, su empleo como indicador de la éépacidad ‘de
reconstitucién hemopoyética del ATSP es dificilmente
Qeneralizable. Gran parte de esta dificultad se deriva de la
propia naturaleza de la técnica. En el presente trabajo 1las
CFU-GM se han cultivado empleando placenta como factor
estimulante de colonias manteniendo los cultivos en
atmésfera de 5% de CO2 y a 37° C, sin embargo en otros
trabajos, como factor estimulante del crecimiento se han
empleado inmunomoduladores (G-CSF, GM-CSF y factores de
crecimiento multilineales), medio condicionante leucocitario
con fitohemaglutinina, etc. 1Incluso las condiciones de
incubacién son variables ( 5% 6 20% de 02, 4%, 5% 6 7,5% de
CO2). Por Gltimo, la composicién de otros de los componentes
empleados en 1los cultivos (agentes reductores, esteroides,
etc) hace que las cifras de CFU-GM obtenidas no sean
comparables de una serie a otra.

Todo esto hace que el indice id6neo que garantice una
rédpida y estable recuperacién hemopoyética sea una cuestién
ain no resuelta, por lo que algunos autores prefieren usar,

como en el TAMO, la cifra de CMN como indicador del niimero
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adecuado de células progenitoras (KESSINGER y cols. 1988 y
1989). Un temor expresado por otros (BELL y cols. 1987) en
el sentido de que las recolecciones se realizasen a expensas
de precursores comprometidos y no de verdaderas células
pluripotentes puede, hoy en dia, considerarse sin
fundamento. Efectivamente, y aunque no se dispone de
técnicas capaces de cultivar los progenitores pluripotentes
'mé&s indiferenciados, los resultados publicados no han

evidenciado una aplasia tardia tras la administracién de
CPSP aunque si se han citado prendimientos incompletos
(GIANNI y cols. 1989b). En nuestra serie se han observado
tres fracasos en el prendimiento, uno de ellos en un
paciente con LLA en tercera RC. En este caso, probablemente
la recirculacién de progenitores fuese mucho menor gque en
pacientes menos tratados, como si la mielosupresién repetida
hubiese reducido 1la reserva medular de precursores. Los
otros dos casos restantes son pacientes con LMA en primera
RC, en los que las dosis de CFU-GM fueron 1,5 y 29,9x10¢/kg
respectivamente, por lo que resulta muy dificil predecir que
factores entre 1las células infundidas, o en el propio
microambiente medular, pueden influir en 1la difereﬁte
movilizacién y viabilidad de células pluripotenciales, pero
que no necesariamente guardan una relacién directa con los
precursores comprometidos cultivados (CFU-GM). La solucién a
este problema, como ha sido sugerido por algunos autores,
podria ser ia determinacién de células CD34+ entre las

células recolectadas, como més fieles indicadores de 1la
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presencia de células pluripotenciales (BERENSON y cols.
1988, TO y cols. 1990, SIENA y cols. 1991). En nuestro
trabajo no hemos analizado la relacién entre el nGmero de
.CD34 Y 1la recuperacién hemopoyética por disponer de ain de
datos muy preliminares, pero en los casos en los que se
efectué esta determinacién hemos detectado unos niveles
equivalehtes a los ieféridbs éané'litératura (SIENA y cols.
1 1991). Si estos estudios se confirman en la préactica
clinica, los niveles de células CD34+ podrian ser usadas
como garantia de prendimiento, siendo una determinacidn
facilmente reproducible, que nos permita una mejor
*seleccién” de las recolecciones evitando sesiones
innecesarias al identificar de manera mucho mids exacta el
momento adecuado para iniciarlas.

No obstante, aunque la cuestién de la existencia del
nfimero minimo de células recolectadas y su identificacién
sigue sin estar resuelta, este podria ser un problema menor
si, como han sugerido diferentes autores (GALE y cols. 1990,
HENON y cols. 1991) la reconstitucién hemopoyética a largo
plazo se realizase a partir de las células pluripotentes
supervivientes tras el acondicionamiento pre-ATSP.
Efectivamente, los acondicionamientos pretransplante no
aseguran la erradicacién total de las células hemopoyéticas
del receptor por lo que las células infundidas con el ATSP,
seglin esta = hipétesis, simplemente producirian una
reconstitucién hemopoyética precoz y transitoria que seria

sequida por la recuperacién definitiva a partir de 1la
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poblaci6én medular aut6loga residual.

El sistema de criopreservacién empleado en nuestra
serie es similar al referido por otros autores (JUTTNER vy
cols. 1985, KORBLING y cols. 1986, KESSINGER y cols. 1988 y
1989, LASKY y cols. 1989a y 1989b, KORBLING y cols. 1990,
PHILLIPS y cols. 1990, KUORBLING y cols. 1991, LOPEZ y cols.
1991) conservando laé ééiﬁlésr recolectadas en nitrégeno
| liquido"tfaé un 'énfriamiento 'gfadual para‘.éviﬁar ‘lé
cristalizacién intracelular hsta la liberacién del calor de
fusién, que corresponde al paso del estado liquido al sélido
Yy que se produce a -7° C. Del mismo modo, la presencia de
proteinas en el medio de congelacién a una concentracién del
5-10% parece ejercer un efecto protector durante 1la
congelacién, alcanzando una viabilidad postcongelacién del
89% muy por encima del minimo que garantice una recuperacién
hemopoyética (DOUAY y cols. 1986). El sistema empleado para
la descongelacién en bafio a 37° C, en la misma sala del
enfermo con objeto de proceder a su administracién lo més
rapidamente posible, pretendié evitar la agregacién celular
frecuentemente descrita con la manipulacién "in vitro" de
las CMN criopreservadas (LASKY, 1989c). Simultaneamente, la
rapidez en la descongelacién (56 seg) e infusi6én (4 min),
redujo al minimo la exposicién del material a 1los efectos
del DMSO en estado liquido. La administracién fue
generalmente muy bien tolerada sin la aparicién de toxicidad
relevante. Ademfds el intervalo entre administraciones (3-4

h) evité 1los problemas de sobrecarga liquida que pudieran
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presentarse especialmente en los pacientes de m&s edad. A
diferencia de 1lo publicado por otros autores (KESSINGER vy
cols. 1989a y 1989b, HENRIQUEZ, 1991), no se detecté
hemoglbbinuria ni fiebre asociada a la infusién
permaneciendo, asimismo, 1los niveles de creatinina en todo
momento dentro de 1limites normgles.rEs probable que el
eécaso volumen de hematies administrado en nuestra serie
| haYa 'téhido'}uh 'paﬁei Vdeéiéivd én ia reducéibﬁ »dé estas
complicaciones al minimo.

Durante 1la administracién de altas dosis de busulfan en
19 casos condicionados con Cy-Bu no se registraron episodios
de toxicidad neurolégica ocasionalmente citados incluso en
pacientes con profilaxis antiepiléptica (GRIGG y cols. 1989,
DE LA CAMARA y cols. 1991). Efectivamente, dada su répida
penetracién en liquido cefalorraquideo, el Bu alcanza en SNC
unos niveles similares a los plasmdticos que persisten hasta
24 horas tras cesar el tratamiento, por lo que la profilaxis
anticomicial debe prolongarse 24-48 horas después de 1la
Gltima dosis. En nuestros pacientes la administracién de
difenilhidantoina por via oral desde 24 horas antes de
iniciar el acondicionamiento hasta 48 horas después de
finalizarlo, para mantener unos niveles del antiepiléptico
mds alld del efecto del Bu, se mostr6 como una medida
profildctica eficaz. De otras complicaciones graves no se
documenté ningin caso (cistitis hemorrégica) o aparecieron
escasamente (EVOH, dos casos). Otros trabajos han referido

una incidencia elevada de cistitis hemorrégica (hasta el
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30%, MORGAN y cols. 1991) con esquemas similares. Esta
diferencia probablemente sea debida al empleo por é&stos
autores de técnicas como las irrigaciones vesicales y, a
nuestro juicio la falta de empleo de mesna profilactico. La
EVOH apareci6é en dos pacientes con niveles elevados de
transaminasas antes del ATSP, pqrrlp que creemos que este
fue uﬁ factor de riesgo determinante de esta complicacién.
| Unov de.'eilbé .féiléciG é b‘cbnéecﬁencia de ‘uh frécaéo
multiorgédnico con cifras elevadas de Dbilirrubina y
creatinina, mientras que el tratamiento diurético y 1la
restriccién de sodio contribuyé a la resolucién de esta
complicacién en el paciente restante. En los tres pacientes
que recibieroq un régimen diferente de acondicionamiento,
solo se documentdé una complicacién mortal en el paciente con
EH por un cuadro de neumonitis intersticial y en el que pudo
tener un papel importante la toxicidad pulmonar asociada al
tratamiento radioterépico previo. Por dGltimo, 1la fnica
complicacién aparecida en casi todos los pacientes fue 1la
mucositis que se controlé generalmente- con tratamiento
analgésico sin necesitar 1la aplicacién de terapias més
agresivas. '

Por otro lado, a pesar de la neutropenia severa
alcanzada por todos los enfermos, cuatro casos no
desarollaron ningfin episodio infeccioso en el postransplante
inmediato, y los 18 pacientes restantes tuvieron infecciones
bacterianas y la mayoria se controlaron con tratamiento

antibi6ético de amplio espectro. Parece, sin duda, que en
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este comportamiento 3jugé un papel <crucial 1la réapida
recuperacién de 1la neutropenia. De hecho, la muerte estuvo
causada directamente por problemas sépticos solo en un
paciente que permanecia con neutropenia grave 50 dias
después del ATSP y que desarroll6 una septicemia por
Pseudomonas aeruginosa. Las hemorragias fueron frecuentes
(10 pacientes) pero habitualmente leves. En dos de los tres
' pacientes que presentaron las complicaciones hemorrégicas
mds graves (una hemorragia pulmonar y otra subaracnoidea),
se evidencié una refractariedad a la transfusiones de
plaquetas de donantes al azar. La baja incidencia de
complicaciones peritransplante se tradujo en nuestra
experiencia, al igual que en la de otros (LASKY y cols.
1989b, KORBLING y cols. 1991) en una corta estancia
hospitalaria.

Efectivamente, una de las principales ventajas del ATSP
frente al TAMO radica en la mayor rapidez de la recuperacién
de la hematopoyesis, especialmente de 1la granulopoyesis.
Nuestros datos confirman la precocidad de la recuperacién de
la cifra de PMN y plaquetas. La mediana de tiempo hasta
alcanzar 1x10° PMN/L y 50x10° plaquetas/L en los pacientes
con LMA, 14 y 30 dias respectivamente, son comparativamente
inferiores a las observadas en TAMO (KORBLING y cols. 1991,
REIFFERS y cols. 1991b). Adem&s ésta recuperacién de 1la
serie granulocitica fue generalizada con un tiempo hasta
alcanzar >0,5x10° PMN/L superponible a la de la mayoria de

los autores (13 dias en los pacientes con LMA y 15 dias para
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el resto de la serie). Asi, el grupo del Saint Louis de
Paris refiere unas cifras de PMN superiores a 0,5x10° /L en
un tiempo medio de 12 dias (CASTAIGNE y cols. 1988),
mientras que REIFFERS y cols. (1986) en cinco pacientes con
LMA en primera RC alcanzan estos valores entre 10 y 16 dias.
También en LMA en primera RC, JUTTNER y cols. (1990)
refieren cifras de redupeiaéiéh dé neﬁtropenia de 11 dias.
'En un grupo de pacientes m&s heterogéneo un grupo italiano
ha publicado unos resultados muy similares (IACONE y
cols.1990) reproducidos por otros autores (KORBLING y cols.
1990). En la mayoria de los trabajos en los que se establece
una comparacién en la velocidad de reconstitucién
hemopoyética frente al TAMO ésta es favorable al primero
(REIFFERS y cols. 1990, KORBLING y cols. 1991). Se ha
especulado que el ATSP aportarfa un mayor nimero de
precursores ya comprometidos, que precisarian un menor
tiempo para diferenciarse y repoblar la médula 6sea, por 1lo
que esta acelerada recuperacién hemopoyética seria debida a
la infusién tanto de precursores diferenciados, responsables
de 1la ré&pida recuperacén inicial, como de células
pluripotentes responsables de una hemopoyesis permanente. En
este sentido, actualmente es dificil conocer que papel
juegan 1los distintos progenitores transfundidos y que
influencia ' puede tener la hemopoyesis residual

postquimioterapia.
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En la mayoria de los estudios, la recidiva leucémica
sigue siendo la principal causa de muerte. En nuestra serie,
de 15 enfermos con LMA en primera RC hasta la actuélidad han
recaido 5 enfermos, habiendo fallecido dos en RC, con lo que
la SLE es de un 43t15% a los 16 meses, similar a la referida
por otros autores (REIFFERS y cols. 1990, RURBLING y cols.
1991). Debido a ia'existénéié dé ﬁnréquiiibrio dinémico de
las células “tronco" entre los compartimehtos‘ ihtfd y.
extravascular se puede especular que las células neoplésicas
restantes en médula de pacientes en RC circulen en menor
cantidad que 1los elementos sanos. Sin embargo, esto no ha
podido ser todavia demostrado, por lo que el problema de 1la
mayor o menor contaminacién leucémica en las CPSP y, por
tanto, el riesgo de recidiva leucémica tras su infusién no
estd definitivamente resuelto. Sin embargo, en la actualidad
no hay datos que hagan sospechar que esta contaminacién sea
superior a la de 1la médula 6sea. De hecho, resultados
preliminares de estudios no randomizados entre ATSP y TAMO
no han mostrado diferencias en cuanto al nfimero de recaidas
entre ambos grupos (JUTTNER y cols. 1990, REIFFERS y cols.
1991b, KORBLING y cols. 1991). En cualquier caso, existe la
dificultad de distinguir en una recidiva si ha sido
ocasionada por una contaminacién tumoral del injerto o por
de enfermedad residual. Pobablemente, la mayoria de las
recaidas postransplante dependan de una incapacidad de 1los
regimenes de acondicionamiento actuales de erradicar 1la

poblacién tumoral en el receptor, mé&s que de una hipotética
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contaminacién tumoral del injerto. Resultados preliminares
sugieren que el empleo de etop6sido en 1lugar de Cy en
combinacién con radioterapia (SNYDER y cols. 1991) o Bu
(LINKER y cols. 1991) podrian tener mayor eficacia
antileucémica con una toxicidad aceptable. Otra posibilidad
de mejorar 1los resultados es manipular la respuesta
inmunblégica antiieucémica‘déi huéspéd; En este sentido, dos
vias a investigar en el ATSP, como en el TAMO, son la
administracién de interleucina-2 para activar 1la
reconstitucién linfoide y producir una  reaccién
antileucémica (BLAISE y cols. 1990) y 1la induccién de
enfermedad injerto-contra-huésped aut6loga para conseguir un
efecto injerto-contra-leucemia mediante el uso de
ciclosporina A (JONES y cols. 1989). También es posible que
el momento de 1la recoleccién medular Jjuege un papel
importante. Aunque en nuestra serie la recogida de CPSP se
realizé tras la induccién y la consolidacién, se ha sugerido
que podria ser preferible que la recoleccién de CPSP para el
ATSP se efectuara después de la consolidacién, especialmente
cuando se realizan técnicas de movilizacién (LAPORTE y cols.
1987). Sin embargo, 1la ventaja de esta propuesta no esté
demostrada.

Los resultados de esta Tesis confirman la movilizacién
Yy recoleccién de un nGmero suficiente de CPSP con 1las
técnicas empleadas, la viabilidad del ATSP en leucemia
aguda, especialmente LMA, 1la reconstitucién hemopoyética

precoz y mantenida, especialmente de 1la granulopoyesis
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incluso en pacientes en segunda o ulterior RC y la escasa
toxicidad del procedimiento. Asimismo, estos resultados
sugieren una eficacia antitumoral del ATSP equivalente a .la
obtenida por otras modalidades de transplante autdélogo
(TAMO) siendo necesario - incorporar nuevas medidas

terapéuticas encaminadas a reducir las recaidas.
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TABLA 32. RESULTADOS TERAPEUTICOS EN DISTINTAS SERIES DE ATSP

Dias post-ATSP

Pacientes CMN CFU-GM PMN Plaqg

Referencia (1))] x108/kg x104/kg >0,5x10’ /L. >50x10f
Reiffers (1986) 6 5,6 30 10 34
Reiffers (1988) 5 NI 15,1 11 20
Castaigne (1988) 23 2,6 4,2 12 29
Castaigne (1988) 15 1,8 1,6 26 56
Kessinger (1988) 10 8,4 8 22 NI
Kessinger (1989) 40 7 0,6 25 NI
Lasky (1989) 7 6,4 NI 18 NI
Juttner (1990) 22 5,7 77 11 14
Tacone (1990) 22 NI 4,7 12 16
Korbling (1990) 12 5,9 0,9 20 NI
Korbling (1991) 20 2,3 14 NI
EBMT (1991) 28 NI NI 15 58
Henriquez (1991) 50 6-13 NI 27 NI
Esta serie

Grupo A 15 6,8 17,2 13 30

Grupo B 7 4,8 11,4 15 77

Global 22 6,1 15,4 15 43

NI: No Indicada
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1. La quimioterapia, el momento elegido para realizar la
recoleccién de CMN, los métodos de aféresis utilizados y, en
definitiva, todas 1las medidas empleadas han procurado una
movilizacién y recoleccién de una cantidad de CMN ¥y

precursores hemopoyéticos adecuada a los objetivos.

2. Los rendimientos de CMN y CFU-GM con 1los diferentes
métodos empleados no han puesto de manifiesto, por el

momento, diferencias apreciables.

3. La tolerancia a las citoféresis ha sido excelente en 1la
mayoria de los casos, siendo las escasas complicaciones

asociadas al procedimiento leves y de facil manejo.

4. La infusién de las células criopreservadas ha estado
exenta de complicaciones de relevancia, siendo suficientes
en todos los casos las medidas utilizadas para la profilaxis

de la hipervolemia y toxicidad del DMSO.

5. La sencillez y facilidad en 1la obtencién de los
progenitores hematopoyéticos, asi como la poca toxicidad
observada durante su administracién, hace del procedimiento

una técnica aplicable incluso en pacientes de edad avanzada.
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6. El autoinjerto de precursores hematopoyéticos de sangre
periférica se sigue de una répida recuperacién hemopoyética,
especialmente de la linea granulocitica, con un bajo riesgo

de infecciones en el periodo inmediato postransplante.

7. Hemos encontrado una relacién significativa entre el
nGmero de precursores granulomonociticos administrados
(CFU-GM) con la rapidez de la recuperacién hemopoyética,

especialmente con la granulopoyesis.

8. La incidencia de prendimientos inestables fue escasa

(tres pacientes) y su causa no bien establecida.

9. El1 autoinjerto de células hematopoyéticas de sangre
periférica hace viable la administracién de megaterapias de
acondicionamiento similares a las empleadas en otras

modalidades de transplante de médula 6sea.

10. El1 acondicionamiento al transplante con busulfan y
ciclofosfamida ha sido bien tolerado y su potencial

erradicativo deberé evaluarse a m&s largo plazo.

11. La proporcién de pacientes que han recaido tras un
autoinjerto de células hematopoyéticas de sangre periférica

hace necesaria la investigacién de técnicas que permitan
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detectar 1la eventual presencia de células tumorales en el

injerto y/o la persistencia de poblacién neopléasica reéidual

en los pacientes.

12. Los resultados preliminares en pacientes con leucemia
aguda en primera remisién son alentadores. Sin embargo, el
corto seguimiento nos impide evaluar atn apropiadamente su

eventual potencial curativo.
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El ATSP es una variedad de autotransplante en el que el
injerto tiene 1lugar a-partir de precursores hemopoyéticos
circulantes en sangre. Sin embargo, el escaso namero de
estos progenitores en sangre hace necesario el empleo de
métodos que permitan un importante incremento de los mismos
para su recoleccién. Esta movilizacién de precursores
hémétopoyéticos a la sahgié se produce habitualmente
' mediante 1la administracién de quimioterapia alcanzé&ndose
unos niveles de CPSP de 10-30 veces su valor basal.

En esta Tesis se presentan los resultados del ATSP en
pacientes con hemopatias malignas haciendo especial
referencia a la LMA en primera remisién.

Se han realizado 186 sesiones de recogida de células en
34 pacientes (22 varones y 12 mujeres) con una edad entre 12
y 65 afios (media 37). Por diagnésticos, el mas frecuente fue
la leucemia aguda (29 casos, 24 LMA y 5 LLA); siendo 1los
casos restantes mielomas (tres casos) y linfomas (un caso de
LNH y otro de EH). Las recolecciones se realizaron en dos
ciclos de 3-4 sesiones (media de seis sesiones por enfermo)
coincidiendo con el periodo de recuperacién répida de 1la
hemopoyesis postquimioterapia (mediana: dia 17).

Los separadores empleados para la recoleccién fueron el
Fenwal CS-3000 (158 sesiones) y el Cobe Spectra (25
sesiones), ambos de flujo continuo. Los rendimientos de
CFU-GM y CMN por sesién fueron de 0,8x10¢/kg (extremos 0-61)
y 0,787x10® /kg (extremos 0-5,6) respectivamente, con escasa

contaminacién hematica (hemoglobina media de 1,7 g/dL). No
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se observaron complicaciones importantes durante la
recoleccién, y solo en una ocasién fue necesario suspenderla
por la aparicién de un episodio de hematemesis en un
paciente con ulcus duodenal.

Las CPSP se suspendieron para la congelacién en una
solucién de albimina al 5% y DMSO al 10%. E1 almacenamiento
se hizo en nitrégeno liquido a -196° C hasta su empleo. En
21 pacientes se extrajé también médula 6sea como reserva.

Se efectuaron un total de 22 ATSP que hemos analizado
separadamente en dos grupos: el grupo A formado por 15
pacientes con LMA en primera remisién, y el grupo B con
siete pacientes (tres LLA en segunda o posterior remisién,
una LLA en recidiva, una LMA en segunda RC, una LMA en
recidiva y una EH). Catorce fueron hombres y ocho mujeres,
con edades entre 16 y 62 afios (media 29). Diecinueve
pacientes fueron acondicionados con Cy (50 mg/kg/d x4) y Bu
(4 mg/kg/d x4). La infusi6én por via venosa central de CPSP
se realizé a las 48 horas de terminar el acondicionamiento
sin lavado previo y sin que se apreciase toxicidad
relevante. Se administraron sistematicamente diuréticos para
evitar complicaciones por hipervolemia o por la presencia de
hemoglobina 1libre. La cifra media de CFU-GM infundida fue de
17,2418,5x10¢ /kg (6,7%3,1x10® /kg CMN) para los pacientes del
grupo A y de 11,4%12,4x10¢/kg (CMN de 4,8%1,1x10® /kg) para
los enfermos del grupo . La toxicidad mé&s frecuente
asociada al acondicionamiento fue la aparicién de mucositis

moderada en 19 casos, dos pacientes desarrollaron EVOH, uno
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de ellos con fracaso renal agudo asociado y un caso de
neumonitis intersticial. Otras complicaciones durante el
postransplante inmediato fueron la aparicién de fiebre en 18
pacientes, nueve de 1los cuales con infeccién documentada
microbilégicamente. Diez pacientes desarrollaron problemas
hemorrigicos, tres de ellos graves (una hemorragia pulmonar,
una hemorragia subaracnoidea, y una di&tesis hemorragica
generalizada).

Todos los enfermos recuperaron mds de 0,5 PMNx10°/L
(mediana 15 dias), comprob&ndose una m&s r&pida recuperacién
de 1la neutropenia cuando la cifra de CFU-GM administrada fue
superior a 7x10¢*/kg (P= 0,0l1). La recuperacién plaquetar
aunque més irregular también fue generalizada (>50x10° /L en
43 dias). En tres enfermos se observaron descensos de los
recuentos hemoperiféricos tras una recuperacién inicial
correcta. En uno de ellos se restableci6é la funcién medular
tras 1la administracién de la médula O6sea previamente
criopreservada, falleciendo los dos restantes sin signos de
recuperacién hemopoyética.

En el grupo A hasta la actualidad cinco enfermos han
recidivado, siendo la mediana de duracién de la remisién de
13 meses, no habiéndose alcanzado la mediana de
supervivencia. Cuatro enfermos han fallecido, dos por
recidiva, uno en aplasia y otro con recuperacién
hemoperiférica. Para este grupo la SLE fue del 43:15%. De
los pacientes del grupo B, cuatro fallecieron (dos con

enfermedad persistente), estando los tres enfermos restantes
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vivos y en RC a los 2+, 10+ y 12+ meses.

Asi pues, la recoleeccién de CPSP movilizadas con
quimioterapia permite la obtencién de un nimero suficiente
de precursores hematopoyéticos que garanticen 1la
recuperacién de 1la funcién medular tras la megaterapias de
acondicionamiento en pacientes con neoplasias hematolégicas.
Asimismo, y a pesar de tratarse de‘uh'térpéutica de réciente
instauracién, los  resultados preliminares sugieren
fuertemente que puede ser <considerada un tratamiento
alternativo eficaz frente a otros tipos de autotransplante

en pacientes con céncer.
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