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INTRODUCCION

La administracién de regimenes mieloablativos
compuestos por altas dosis de quimioterapia +/-
irradiacién corporal total con el soporte de células
hematopoyéticas autdlogas, se ha convertido en una
prictica rutinaria en la estrategia terapéutica de una
variedad de neoplasias hematoldgicas vy tumores sélidos’.
El fundamento de esta modalidad se basa en la relacién
bien establecida entre intensidad de dosis de
quimioterapia v citoroxicidad tumoral™’, confiando en
la capacidad de las células progenitoras autélogas
reinfundidas para revertir la mielosupresién universal
asociada a estos tratamientos agresivos,

El origen de las células hemaropoyéricas
pluripotenciales utilizadas en procedimientos de
transplante autélogo se ha diversificado en anos
recientes, incluyvendo no sélo a aquellas provenientes
de [a médula 6sea (MO) en estado basal, sino también a
células precursoras de sangre periférica (CPSP)
estimuladas o "movilizadas" por el efecro de
quimiulrmpiu miclnsuprrsn ray/o tactores estimulantes
tnicos o en combinacién, administrados en forma
simultinea o secuencial.

En este trabajo nos proponemos revisar algunos
aspectos relacionados a la biologia de las células
progenitoras hematopoyéticas v los métodos rrpnrmini
para su obtencion, con el fin de g.ar.tnur.u la renrprmcmn
de la hematopoyesis luego de tratamientos intensivos.
Para este andlisis se tendrd en suma consideracion las
caracteristicas clinicas del paciente asi como el
diagnodstico v el estado evolutivo de la enfermedad,
ademis de otras variables pronésticas que afecten el
resultado del procedimiento de movilizacion celular,
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS
DE LAS CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS

Las técnicas de culuvo celular en medios liquidos ¥
semi-s6lidos v el reconocimiento progresivo de los
mediadores humorales de la proliferacién y
diferenciacion celular han modificado en forma radical
el concepro de que la ¢élula madre o «stem= representa
un tipo tnico de célula inmortal.

Actualmente se considera que las células «stem-
pueden ser mejor definidas como elementos
pluripotenciales, transplantables, con capacidad
replicativa variable, que se encuentran sujetas a cambios
en su capacidad de diferenciacién, supuestamente por
interacciones no suficientemente reconocidas con
factores y elementos del microambiente en el que se
encuentran.”

Laautorrenovacion es una propiedad que se atribuye
clisicamente a las células «stems. Sise la entiende como
un proceso en el cual la divisién celular da origen a dos
células hijas idénticas a la progenitora, desde todo punto
de vista la autorrenovacién en sentido estricto
posiblemente no exista. De hecho. la pérdida de DNA
telomérico v los cambios evolutivos en tales células son
dificiles de compatibilizar con una verdadera
autorréenovacion®, aunque permite satisfacer los
requerimientos de produccion de células hematopoyé-
ticas durante roda la vida en un individuo normal. Ante
lo expuesto surge el cuestionamiento acerca de cudntas
divisiones celulares se requieren para cubrir las
necesidades de células maduras de sangre periférica
durante roda la vida. En teoria se requiere un niimero
relativamente modesto, posiblemente menor a 100, 7
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Otros autores sugieren que esta cantidad asciende a
mis de 5.000 divisiones celulares." Con respecto al
scomportamiento= de las células «stems, en todo
momento éstas se¢ encuentran en condiciones de elegir
entre producir células progenitoras diferenciadas o
reservarse para cubrir requerimientos futuros
procediendo a su autorrenovacion.

Los intentos para regular el accionar de las células
progenitoras mas inmaduras con las citoquinas actualmente
identificadas han fracasado invanablemente. *'° Aparenta
en consecuencia, que el papel primordial de las citoquinas
respecto de la biologia de las células progenitoras es
proveer un ambiente adecuado para su sobrevida,
proliferacién y diferenciacion.

El compromise de una célula progenitora a
d['sﬂn'ﬂ".]rﬁf en una dﬂrl‘.minﬂ.liﬂ ifni:ﬂ hL‘l“H.T.l :IPU:I."'ELIIEH
parece ser irreversible y no factible a ser alterado por la
accién de los factores de crecimiento. La insercion del
receptor de eritropoyetina en precursores de macréfagos
de médula dsea o higado feral permite a la eritropoyetina
estimular la formacién de colonias de macréfagos, pero
no de células eritroides.” Por otro lado la insercion del
ft'l:{'.ptﬂf ILI.E'I f:“:“}r L‘H[imullntﬂ: EJ{: L'“]Ui]iﬂﬁ T'n:.Ii:I'{‘:IraEIJ
(M-CSF) en precursores eritroides permite al M-CSF
estimular la formacién de colonias eritroides puras.” En
¢l momento actual el peso de ka evidencia disponible
sugiere que los factores que regulan el desempeno de la
célula progenitora son mtrinsecos. Como ejemplo se
reconocen la sobreexpresién de algunos genes y
activacién secuencial de factores de transcripeién
nuclear, tales como SCL/TAL-1 y LMO, , luego
involucrando a otros factores de transcripeién con
restriccion de linaje como GATA-1 o PU-1. Sin
Emb:l.r],;n, 5€ dﬂ.’jciinii‘ﬂﬁ:n ]ﬂﬁ l:h"tl‘l”ul“ﬁ L'xl.ri"ﬁl.‘f.:“h
responsables de la activacién de estos factores de
transcripcion.” Aunque experimentos de reclonacion en
blastos, en division o en células formadoras de colonias
multipo-tenciales han demostrado que el compromiso
para diferenciarse de acuerdo a un cierto linaje celular
€5 un evento asimétrico y que no sigue un patron
secuencial estructurado®, Esto no significa que estos
procesos no puedan ser influenciados por mensajes
provenientes del entorno. Cuando la progenie de
precursores bipotenciales granulociticos-macrofigicos
fueron expuestos en cultivo al efecto de diferentes
reguladores hematopoyéticos, como factor estimulante
de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) o M-
CSF, la diferenciacion celular fue influenciada en forma
significativa por el factor estimulante utilizado,"™ '

Experimentos utilizando receptores mutados o
truncados para G-CSF, tr{:-llll‘uqmyt‘:tina y GM-CS5F han
identificado una region C-terminal cuya pérdida o
r[:dnl:l:i{'!n runciﬂn.’ll "_"Hull.'.'l cn F:llll} Pﬂ.rﬂ Eupri“li[ i"i
autorrenovacion en células leucémicas o fallo para
inducir maduracion en células leucémicas o
mmoitalizadas en culuvo. Sin embargo, el andlisis de

diferentes lineas celulares leucémicas sugiere que la
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region que codifica la supresion de la autorrenovacion
no necesanamente es ¢l mismo que el que determina la
maduracion celular, argumentando que estos procesos
pueden diferir en cuanto a los mensajes requeridos para
su implementacidn en diferentes tipos celulares.”

Otro aspecto de relevancia respecto de la biologia
de las células progenitoras es la correlacion entre el
acortamiento telomérico v la capacidad replicativa de
las e¢lulas. Se ha postulado que la pérdida de secuencias
de telémeros en células hematopoyéticas, incluyendo
las progenitoras, indica un potencial de replicacion
limitado. Sin embargo, también se ha comprobado que
la presencia de telomerasa, cuya actividad se ha
demostrado en células progenitoras, estabiliza los
telémeros y extiende la vida replicativa de las células
astems. '

Laactividad de la enzima es claramente muy baja en
las c€lulas hematopoyéticas mds primitivas quiescentes
CD344/CD38- y esti marcadamente expresada en
células mds maduras CD34+/CD38+." Por dltimo,
independientemente de la presencia de telomerasa
derectable, se ha observado acortamiento de los
telémeros en linfocitos v en células progenitoras
hematopoyéticas. En general los telomeros se acortan
con la edad en humanos y esto parece relacionarse con
la capacidad replicativa celular.”® Esto podria ser
particularmente relevante cuando se utilizan las células
progenitoras de adultos para ser infundidas en nifios, ya
que desde un punto de vista tedrico, estas células podrian
tener parcialmente extenuada su capacidad de replicacion
poniendo en peligro el mantenimiento de la
hematopoyesis a largo plazo en un individuo con una
extensa expectativa de vida. Sin embargo la experiencia
clinica indica que los productos de células progenitoras,
tanto de médula 6sea como de sangre periférica, en
general producen una reconstruccion hematopoyética
duradera.

No puede dejarse de mencionar por su significancia
funcional las interacciones de adhesion entre los
progenitores hemaropovéricos y el estroma del
microambiente medular. Las células primitivas
progenitoras exhiben una extensa gama de moléculas de
adhesion (CAM) que incluye integrina, selectina, CD 44
¥ Ia "iupl:r rﬂ"liliﬂ dﬁ.‘ ill"]u"l}glllhu]in'ﬂ.s, LGS ]igﬂl‘ldﬂs
para muchas de estas moléculas estian expresados en las
células estromales de la médula Gsea. "' En particular,
L'HT.udiﬂH recientes ].1:1.]'1 puﬂluﬂ“zﬂdﬂ Iﬂ i.l."l.‘lpl.]rl.i’ll'llE
contribucidn de la beta-1 integrina VLA-4, cuyos 2
ligandos fibronectina y VCAM-1 estin expresados
constitutivamente por ¢l estroma medular’ ™ Existe
documentada evidencia sobre la influencia de las CAM
en ¢l proceso de movilizacion celular, como p.ej. 1)
células CD344 movilizadas por una variedad de
regimenes y citoquinas han demostrado consistente-
mente expresion reducida de ciertas CAM, en particular
VLA-4, LFA-1 y LFA-3"y 2}luego de tratamiento con
una variedad de ciroquinas que incluyen L interleuquina-3,
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GM-CSF y stem cell factor (SCF) se ha observado
aumentos transitorios v dependientes de la dosis de la
capacidad de adhesion de los ligandos de VLA-4 v VLA-
5. seguido ripidamente por ¢l retorno al estado de
activacion basal.” Estas observaciones sugieren que, por
lo menos en parte, la movilizacién de células
progenitoras hematopovéticas es resuludo del efecto
de citoquinas en la [uncién de integrinas en ¢élulas
CD34+ que facilita su egreso de la médula ésea.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS
CPsP

La presencia de células hematopoyéticas pluripo-
tenciales en sangre periférica fue sugerida por primera
vez por A. Maximow en 1909, quien postulé que entre
los linfocitos hay células pequenas que circulan por todo
el organismo y tienen multipotencialidad.”® Desde
entonces persistié controversia hasta 1962, cuando se
demostrd en forma definitiva que las eélulas «stems son
residentes permancntes de la sangre periférica como
parte de la poblacién de células mononucleares.”

En estado basal la sangre peritérica contiene muy
limitada cantidad de células progenitoras (1-2 logs.
menos que la médula dsea).” Sin embargo durante la
recuperacién hemarolégica de la hipoplasia medular
mducida por quimioterapia puede rescatarse una gran
L‘Eﬂtldzd d.L ( .P}}I‘, ."’I (-_,I_H‘.I Ll .1[11-{][”““,“[” I_f!_. ]I UL FﬂLthrL.’&
de crecimiento hematopoyético, especialmenrte G-CSF
v GM CSF, se comprobé que éstos también eran capaces
de movilizar células progenitoras, aumentando su
presencia en sangre periférica 30- 100 veces. ™ Mis atin,
la combinacién de quimioterapia v tactores de crecimien
1o hematopoyérico produce una movilizacién rodavia
mavor de células «stem» hacia sangre periférica,”™

Varios modelos experimentales en animales han
demastrado la factubilidad del transplante autélogo con
CPSP Sin embargo los resultados clinicos de los intentos
iniciales en humanos fueron variables hasta que a
principios de los 80 y definitivamente a partir de 1985,
varios grupos demostraron que las CPSP autélogas
AdLEU.‘]dﬂ."ll ne T{.L(!I{.Ll."]dﬁ ".- [I.lllhfuﬂdl(lab qugﬂ d.ﬂ‘
quimio-radioterapia micloablativa reconstituven todas
las lincas celulares hematopoyéticas. ™

Ademis se comprobd que estas CPSP proporcio-
nan una recuperacion hematolégica significativamente
mads precoz que las procedentes de médula dsea, debido
a gque las células mononucleares movilizadas contienen
un ntmero relativamente elevado de precursores
hematopovéticos comprometidos a las distintas lineas
celulares ademis de las células pluripotenciales. Esto
abrevia los perivdos de internacién reduciendo los
requerimientos transfusionales, el uso de antibioticos
etc., con un impacto positivo en el costo del trasplante.™

Todos estos progenitores en diferentes estadios de
diferenciacién expresan en su superficie la glicoproteina
CD34." Este hallazgo ha convertido al CID34 en un

marcador conveniente y confiable para establecer el
namero de células «stem» dentro de la poblacion de
células mononucleares obtenidas por leucotéresis.
Mientras que en condiciones basales sélo 0,1% de la
poblacién mononuclear de sangre periférica es CD 344,
luego de la movilizacion con quimioterapia este
porcentaje aumenta considerablemente 4

Las células mononucleares CD34 + estdn compues-
tas por subpoblaciones de células con mayor o menor
grado de diferenciacion. La mayoria, aproximadamente
75%, coexpresan CD13 o CD33 sugiriendo
diferenciacion mieloide. También expresan CD38,
antigeno que se encuentra en la mayoria de las células
granulociticas. Un nimero significative expresa
antigenos megacarociticos CD41 v CDé61 v, tinalmente,
un alto porcentaje son positivas para CD71 senalando
diterenciacién eritroide. Por otra parte, los progenitores
inmaduros B v T estin presentes en niimero vanable
dentro de las ¢élulas monanucleares movilizadas. Una
pequena traccion de células, posiblemente menor a 5%
de la poblacién CD34+ son ademis CD33-, CD38-y
atin HLA-DR -, representando probablemente un
grupo de progenitores muy inmaduros. Estos elementos,
debido a su capacidad de autorrenovacién son los
responsables de la reconstitucion hematopoyéticaa largo
plazo luego del autotransplante con CPSP*

La International Society of Hematotherapy and
Graft Engineering (ISHAGE) ha propuesto pauras
metodolégicas para la estandarizacién del recuento de
células CD34 por citrometria de flujo en sangre
periférica v en los productos de aféresis. Fue
establecido que las células CD34+ verdaderas: a)
expresan el antigeno CD34, b) demuestran el antigeno
CID45 con la intensidad caracteristica de blastos,
ficilmente reconocible pero a niveles menores que en
linfocitos ¥ monacitas y ¢} exhiben bajo patrén de
dispersion lateral v bajo a intermedio patrén de
dispersidn caracteristico de blastos. El patrdn de
dispersién lateral v trontal de células CD34 4+ es
levemente mds alto que los abservados en linfocitos. "
Pecora v col.* v Millar v col. ** han propuesto que el
recuento de células CD34+ CD33- es un parimetro
mis comparible para predecir la recuperacidén
hemarolégica. sobre todo de plaqueras que ¢l niimero
total de células CD344, consistente con las
recomendaciones del ISHAGE mencionadas mis
armiba.

El mérodo de deteccion de células iniciadoras de
cultivo a largo término {LTC-IC) que identifica
progenitores auto renovables capaces de iniciar v
sOsTener I‘ll"m.’l[f}p(’}"[:.'jiﬁ co !.:H.':Ir |U IMEenos 5 SCINMANAas 1
cultivo a largo término, ha sido urilizado en sangre
peritérica en estado basal v luego de movilizacién, Es
considerado como el anilisis funcional mis eficiente
para cuantificar el contenido de células precursoras en
sangre movilizada.* Sin  embargo,
requerimientos metodoldgicos deben cumplimentarse

CIETTOS



96

para su estandarizacién y utilizacién clinica como la
seleccién del estroma de soporte, diluciones limitantes
v tiempo de cultive no menor a 5 semanas.”

METODOLOGIA DE LA RECOLECCION DE
CPSP

La recoleccion de CPSP comienza con la colocacién
de un acceso venoso de doble lumen generalmente de
introduccién subclavia de calibre adecuado como los usados
en procedimientos de diilisis, Durante una serie de
sesiones de aféresis de duracién variable (generalmente 4
horas para un volumen de 10 litros) se extraen células
m[lﬂn"uﬂli."ﬂrﬂ!i quc RL"]':'lin luﬂgﬁ Edﬂp'r{.'ﬁl!ﬂ'ﬂ.d.'l.‘i d{,' ﬂ.EuCrdl?
a una metodologia similar a la utlizada para médula dsea.

El procedimiento de recoleccion de CPSP se realiza
por medio de separadores celulares. Todos los equipos
diﬁ[ﬂinihlﬂ.\' cl]murcin'munte F‘Uﬂdﬂ'ﬂ ser uﬁﬂ.lj.uﬁ Pﬂ.m Iﬂ.
recoleccion de células progenitoras de sangre periférica.

Una buena miquina para este fin debe:

1. Ser ficilmente transportable

2. Ser de flujo continuo o discontinuo capaz de

Operar con un acceso venoso Gnico

3. Operar con la sangre y sus componentes en

circuito cerrado

4, Trabajar con un volumen extracorpéreo pequeiio,

para poder usarse en pediatria
5. Serautomdticos y computarizados para conseguir

la coleccion de células mononucleares con la
menor contaminacién posible

6. Dar un producto final de pequeiio volumen

Diversos separadores se han usado para estos fines,
En el pasado se usaron el Aminco o la Haemonetics 30.
Otros como la Cobe 2997 o la Dideco Vivacell todavia
se usan, aunque la calidad del producto con estos se
correlaciona con la precision de ajustes visuales y
manuales v la contaminacién con células no deseables
es frecuente. Con los separadores de 3ra. generacidn el
producto obtenido es mucho mds puro al usar un sistema
automitico. Los principales son: la CS 3000 y CS 3000
plus de Baxter, Haemoneties V 50, Cobe Spectra,
Fresenius AS 104 v Excel de Dideco.

El efecto secundario mids comiin del procedimiento
es adormecimiento perioral y parestesias secundarias a
la hipocalcemia causada por el anticoagulante, Estos
sintomas pueden ser prevenidos con una ingesta alta en
calcio durante ¢l o los dias de aféresis. Otros efectos
secundarios potenciales incluyen hipotensién, infeccién
L8 tri'.l-'l'l'll'.lﬂ!i.llﬁ d.l'.'l catcter.

La mavor diticultad inherente a la urilidad de las
téenicas de movilizacion celular reside en la determinacion
del momento ideal para ¢l comienzo de las recolecciones
de células precursoras de sangre periférica. Se han
propuesto diferentes criterios basados en el aumento
progresivo de leucocitos, neutrédfilos, monocitos,
reticulocitos, plaquetas, células CD34+ o colonias CFU-
GM o BFU-E por encima de ciertos niveles,
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Basicamente, las posturas se han dividido entre
aquéllas que cualitativamente utilizan la salida temprana
de precursores hematopoyéticos luego de quimioterapia
mielosupresora £ CSF (>500-1000neutrdfilos, >50000
plaquetas), v aquéllas que cuantitativamente prefieren
la recoleccion con nimeros elevados de precursores
mieloides (>5-15x10"/ul) sobre todo luego del uso de
CSFs, en un intento de amplificacion in vive. Este
iltimo enfoque tiene el inconveniente de diluir la
fraccion pluripotencial circulante en sangre peritérica
con células diferenciadas, como neutréfilos y monocitos.
Esto hace mis dificultosos los procesos de atéresis
requiriendo la criopreservaciéon de grandes voltimenes
de suspension celular con su impacto en la economia
del procedimiento y la reinfusion de cantidades excesivas
de DMSO y material celular con capacidad de producir
complicaciones a nivel pulmonar y renal.*

REQUERIMIENTOS DEL PRODUCTO
CELULAR PARA AUTOTRASPLANTE

En base alo expuesto, se desprende que el producto
de CPSP obtenido por leucoféresis debe reunir algunas
caracteristicas indispensables,

La primera ¥ fundamental es contener un niimero
de progenitores que garanticen una reconsttucion
hematopoyética no sélo inmediata sino también a largo
plazo. La cantidad minima de células "stem” necesarias
no se¢ ha establecido. Aunque se han realizado
procedimientos exitosos infundiendo 0.5x10% kg de
células CD34+" 0 atn menos, parece prudente asegurar
un contenido de células CD34+ mavora 5x10% kg, Las
determinaciones de la celularidad toral del producto o
de células mononucleares no son aconsejables como
nicos indicadores para establecer el contenido de
progenitores hematopoyéticos, ya que en forma aislada
tienen una correlaciéon pobre con la dindmica del
injerto,'” * pero son dtiles si se combinan con la
determinacion de CD34. En este senudo, valores
superiores a 10x10%kg de células nucleadas totales v
7.8x10%kg de celiilas mononucleares, s¢ consideran
suficientes para garantizar la recuperacion hematolagica.
Se ha propuesto un valor superior a 2x10%/kg de LTC-
IC para autotransplante de células progenitoras
periféricas similar al infundido con médula 6sea, aunque
la reconstitucion hematolégica se ha observado con
valores muy inferiores al propuesto.®

El segundo aspecto de importancia es la probable o
real contaminacion del producto con células tumorales.
Merece destacarse que la recoleccion de CPSP disminuye
pero no anula el riesgo de reinfusién de células malignas.
Adin sin evidencia murfniﬁgir:.l. la presencia de eélulas
clonogénicas tumorales en circulacion puede inferirse
por métodos indirectos en una prnpﬂl‘i:lcln no
despreciable. El exceso clonal consistente en una
proporcion excesiva de una poblacién que expresa una
determinada cadena liviana (kappa o lambda) al igual
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que la expresion idiotipica de inmunoglobulina de
superficie con iguales caracteristicas a la paraproteina
monoclonal circulante, son datos sugestivos de
enfermedad mielomatosa presente en sangre periférica.”’
Un marcador de utilidad clinica para el reconocimiento
de enfermedad minima residual en linfomas de bajo
grado es el oncogen BCL-2, la contrapartida molecular
de la traslocacién cromosomiea t (14;18).5%9-%

Se argumenta que las CPSP estin menos
contaminadas por células neoplisicas residuales que la
MO v por tanto el riesgo de racaida tras el ransplante
es menor. Sin embargo, todavia no hay evidencia
convincente al respecto.®* Hasta el presente pocos son
h’s trﬂ.hﬂiﬁﬁ qul: h'.ln C\rﬂiuﬂdﬂ ]ﬂ. Pmﬁeﬂciﬁ I:I'E Célulﬂ.ﬁ
neoplisicas en las CPSP recolectadas utilizando
fundamentalmente inmunocitologia o cultivos celulares
a largo plazo (LTC-IC) para tal fin. Moss v col™ en
pacientes con neuroblastoma encuentran contaminacion
en el 75% de muestras al momento del diagnéstico, 36%
durante el tratamiento y 15% en la recoleccion. Estos
investigadores concluyen que existe riesgo de
contaminacion a pesar de que haya o no infiltracién de
La médula, por lo que la recoleccion debe realizarse wras
tratamiento de induccidn y sugieren que lo recolectado
puede estar libre de contaminacion tras el segundo eiclo
de induccion.

En carcinoma de mama se ha reportado la deteccion
positiva por inmunocitoquimica y/o citometria de flujo
de células cancerosas reconocidas por un panel de
mt]‘.‘:ufrpﬂﬂ II\[J[‘E[‘IC]“HH!UH en 10% d{.' ]EH Hu.‘ipt”ﬁi{}"ﬁ.’ﬁ
de CPSP estudiadas.’ * Sin embargo en un estudio
publicado por Brugger v col,”” se demostré la capacidad
potencial de los mérodos de movilizacion de CPSP de
reclutar células tumorales sobre todo en estadio IV de
carcinoma de mama de implicancia en la induccién de
recaida neoplisica.

Actualmente se estin marcando genéticamente las
células leucémicas. Los retrovirus se adapran a ello por
la eficiente liberacion de su genoma en las células, con
integracion en el genoma del huésped y el alto nivel de
expresién en sus secuencias internas. Para estudiar la
presencia de enfermedad minima residual se ha usado
un vector retroviral que codifica E. coli Lac Z v el gen
de resistencia a la ncomicina (neoR). Estos genes fueron
exitosamente integrados en el DNA de células LT12, v
las lineas celulares leucémicas fueron clonadas v
expandidas.®

Las estrategias de movilizacion incluyen el uso de
quimioterapia, factores de crecimiento hematopovético,
aisladamente o en combinacién y la asociacion de ambos.
Aungue el método dptimo de movilizacién ain no se
ha establecido, todas estas estrategias han sido
exitosas.” ! El uso de quimioterapia como movilizador
de células «stem» ha sido extensamente estudiado. La
ciclofosfamida es posiblemente la droga con la que mis
experiencia existe. Se la ha usado en distintas dosis,
aunque en general oscilan entre 3g/m® y 7g/m’, siempre

asociada a factores de crecimiento. No ha habido
diferencias significativas en cuanto a la canridad de
células CIX34+ obtenidas ni en cuanto a la evolucién
del trasplante, pero si en cuanto a la toxicidad de uno v
otro régimen.™ También se han logrado recolecciones
exitosas utithzando dosis standar de quimicterapia
asociadas a G-CSE®” Por dlumo, los regimenes de
salvataje urilizados en pacientes recaidos o con
enfermedad progresiva también han demostrado ser
movilizadores eficientes asociados a G-CSE*%

Respecto al uso de factores de crecimiento
hematopoyético, sin quimioterapia previa, se han
utilizado GM-CSF y/o G-CSF, aunque este dlumo
factor pareceria ser mis cficiente en la expansién del
ﬁiﬁtﬂmﬂ hﬂma[iipi’yé[iﬂu }" carccoer l'.{{: II_}.'&' L"I"l:ctf}ﬁ-
secundarios asociados al mencionado primero. Aungue
desde el punto de vista biolégico se han sepalado
diferencias entre la forma glicosilada v no ghcosilada de
G-CSF, la comparacion inmunofenotipica v clinica de
productos celulares movilizados no ha demostrado
diferencias hignificat ivas.h

Spitzer y col.” reportaron su experiencia en 50
pacientes con linfonas y tumores sélidos movilizados
con G-CSF a 10 ug/Kg/dia (grupo 1) o G-CSF Sug/
Kg/dia combinada con GM-CSF 5ug/Kg/dia (grupo 2).
Los pacientes fueron tratados durante 5 dias. Ningtin
Pﬂﬂiﬂntt ﬂ:l.‘.'ii.!ii':l EE.L'-'.“[L'E dL' ErL‘Ci.T“I“.'”lU LI.I:HP'LH:‘H d': |.3
infusion, salvo que al dia +18 su recuento de neutréfilos
fuera menor de 100/mm® . No hubo diferencias
Hig]’lil’ifﬂ.ti\rﬂﬂ en cuanta 3|. NUumero lll: CEIUIES w5 T
recolectadas, ni en cuanto a la evoluciéon elinica de los
pacientes, aunque G-CSF aisladamente parecit
levemente superior a la combinacion de G-CSF y GM-
CSF en este estudio y en otros.*” Indudablemente, el
uso de factores de crecimiento es una alternativa valida
para movilizacién de células «stem» e incluso vene
algunas ventajas respecto de la quimioterapia, ya que
evita la neutropenia y trombocitopenia producidas por
la quimioterapia v permite programar ¢l momento de la
leucoféresis especialmente en pacientes que no hayan
sido intensamente trarados con quimio v/o radioterapia
previas.

La cantidad de progenitores hematopoyéticos
contenidos en el producto, definida fundamentalmente
por el nimero de células CD34+, es considerada el
mejor predicror de la velocidad de recuperacion
hematolégica, luego de las altas dosis de quimioterapia.
Cuando el nimero de células CD344 infundidas es
superior a 2.5x10%Kg casi todos los pacientes
experimentan una ripida recuperacion de neutréfilos v
plaquetas. Sin embargo, existe un periodo obligado de
mielosupresién de 8-10 dias requerido para que los
progenitores se diferencien a elementos maduros que
no puede abreviarse aumentando la cantidad de células
CD34+ infundidas.*

En consecuencia, si se acepta este concepto,
recolectar una cantidad excesiva de CPSP no se traduce
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en beneficio clinico directo en cuanto a la recuperacién
del trasplante, y si en cambio podria aumentar la
contaminacion del producto con células tumorales,
especialmente si se prolongan demasiado las leucoféresis,
Prﬂcﬂsa“d{} gmﬂ:dﬂ's \'I_}Il"lmﬂﬂ{:b‘ (50 T{:Hli'f.'ﬂ.[\ un |]ﬂmﬂrﬂ
ﬂllmﬂn[ﬂ[lﬁ dﬂ Prﬂ'."l.'d'imiﬁ_'"lﬁﬁ.w

Es anticipable que en un futuro proximo las células
puedan provenir de la extracaidn de un limitado volumen
de médula dsea y/o sangre periférica adecuadamente
expandidas en el laboratorio por citoquinas, eliminando
las limitaciones téenicas existentes en la actualidad para
la extraceion, conservacion y reinfusion de este material.

La posibilidad de seleccionar, concentrar y expandir
la poblacién precursora hematopoyética multilinea
parece haberse concretado con el advenimiento de
métodos inmunofisicos que utilizan la separacién
positiva de las células «stem» que exhiben el antigeno
CD34 en la superficie celular.” La exposicién in vitro
de esta poblacién seleccionada a combinaciones de
diffrfnrt's fﬂcrﬂrt‘s L'Sr'imulaniﬂs }" ‘:in}lluiﬂﬂ.h—‘ rﬂﬁu]lﬂ en
la amplificacién considerable del nimero v la proporeidn
de células porencialmente capaces de proliferar y
diferenciarse siguiendo diferentes lineas de crecimiento
hemaropoyético.

La expansion in vitro de CPSP es un método
atractivo y racional para mantener la cantdad v calidad
de estas células para una reconstitucion hematopoyética
exitosa completa y sostenida luego de terapia
mielosupresora intensa y TAMO. Una creciente
experiencia experimental clinica avala esta estrategia.™
L Haylock v col obtuvieron una expansion de
CFU-GM 66 veces superior a la basal luego de
amplificacién in vitro de CPSP con 6 factores de
crecimiento IL-1, IL-3, IL-6, GM-CSF y stem cell factor
recombinante.”

Stiff y col han reportado recientemente una serie de
16 pacientes con cancer de mama avanzado sometidos a
quimipterapia a altas dosis con el régimen STAMP V e
infundidos con 40 ml de médula 6sea autéloga expandida
en un bioreactor AASTROM CPS. Este dispositivo
automatizado que utiliza estroma e intercambios
frecuentes de medios de cultivo v gases bajo
estimulacién con la combinaciéon del PIXY (GM-CSF/
IL3), ligando del fle3 v entroproyetina, resulté en la
expansion de 4.9 veces el nimero de células v 22.5 veces
el nomero de CFU-GM iniciales y un aumento del 23%
en LTC-IC durante la incubacién. Las medianas de
recuperacion de neutrdfilos =500 y de plaquetas
>20.000 fueron de 16.5 v 23.5 dias, respectivamente.™

FACTORES PREDICTIVOS DE LA CALIDAD
DE LA MOVILIZACION DE CPSP

A pesar del progreso significativo que se ha logrado
en los métodos de movilizacion y recoleccion de CPSI
existe todavia un grupo de pacientes en los cuales la
celulandad obtenida es baja. Un movilizador pobre se
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define como aquel que luego de reperidas leucotéresis
no alcanza un umbral ideal de 5 x 10° células CD34+/
Kg. La mayor parte de los autores coinciden en que si
luego de 3 recolecciones no se ha llegado a 1x10* células
CD344/Kg, debe considerarse que la movilizacién ha
fracasado, ya que procedimientos adicionales no ofrecen
beneficio alguno.

Si bien los datos que se disponen respecto a los
factores que atectan la movilizacién v recoleccion de
células «stem» son escasos, hay algunos factores’
predictivos sobre los que existe un cierto consenso.
Estos factores serian: el esquema de movilizacion
utilizado, el tipo y estado de la enfermedad de base, ¢l
niimero de recaidas, ¢l nimero de ciclos y de esquemas
de quimioterapia recibidos sobre todo con drogas que
lesionan a las células «stems (especialmente melfalin),
¢l uso de radioterapia extensa v la edad del paciente.
Todos estos factores influencian en forma negativa la
cantidad de pmg{:nimrua movilizados.* ™ 7 Por lo
tanto en aquellos pacientes con factores predictivos de
pobres movilizaciones es conveniente ensayar un
esquema de movilizacién agresivo, Los esquemas de
quimioterapia de segunda linea tales como ESHAD ICE
o IVE® son excelentes movilizadores, especialmente si
se asocian a factores de crecimiento en dosis
considerablemente mas altas a las habitvales.

PROGRAMAS DE MOVILIZACION PARA
DIFERENTES PATOLOGIAS

A. LINFOMAS NO HODGKIN (LNH),
ENFERMEDAD DE HODGKIN (EH)

La L'ir.:|L:-fi.‘mfatnid:ll,’_ﬂl"h‘lj en dosis intermedias o
altas, asociada a G-CSF o GM-CSE, ha sido la droga
mds utilizada para la movilizacién de CPSE tanto en
LNH como en EH. Se la ha administrado a pacientes
con enfermedad precoz, asi como con enfermedad
;I\":]"?,ﬂ.dﬂ‘ on 'rﬂf..'ﬂ.idﬂ. 0 COon {:":F[:Tl”l'.dﬂd PTGEI‘ESi\"iL

Con esta estrategia, aungue la mayor parte de los
pacientes logran una movilizacion adecuada y es posible
recolectar suficiente cantidad de CPSE se ha observado
una proporcion de pacientes que fallan ala movilizacién,
llegando en algunas series al 40% de los casos"
requiriendo mds procedimientos de leucoféresis o ser
removilizados. Por otra parte, estos dos factores
aumentan la contaminacién tumoral del producto. ¥ La
CFM en dosis de 3 a 7 g¢/m?, que son las habitualmente
usadas, tene toxicidad definmida, con episodios de
neutropenia v fiebre, sepsis, cardiotoxicidad, cistitis
hemorragica v una mortalidad de 1-2%.** En pacientes
COn en Fl’.n'ﬂt:dﬂd ﬂ\rﬂﬂ?.ﬂ.dﬂ (4] pri}gﬂ.‘.‘iiv.’l, iU El![llril}u{:iﬂ‘”]
en cuanto a efecto anti-linfoma usada como monodroga,
es relative. En plu.:it:ﬂtl:!-i con enfermedad limitada, la
quimioterapia convencional asociada a G-CSF ha
demostrado tener igual capacidad de movilizacion de
células progenitoras. ** Tampaoco la CI'M ha sido
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smperior como movilizador a los esquemas de
squimioterapia de salvataje habitualmente usados en
pacientes recaidos o con enfermedad progresiva,*®

Si se toman en cuenta estas consideraciones, pareceria
quedar poco espacio para ¢l uso de CFM como
quumioterapia de preferencia para movilizacion de CPSP
en linfomas.

Tal vez una estrategia aceptable serfa; en pacientes
con LNH/EH con signos de mal pronéstico (TP mayar
de 3 u otros marcadores), en quienes se plantee realizar
u-zm.plann autdlogo como conseolidacion de la
ip:mmtempm convencional,* utilizar ese esquema de
quimioterapia de primera linea en dosis estindar como
movilizador asociado a G-CSF 10ug/Kg/dia, en dos
aplicaciones diarias, via SC (Sug/Kg/cada 12 hs)
comenzando el dia 45 post quimioterapia y continuando
hasta finalizar la recoleccién. En pacientes con
enfermedad progresiva o recaida, usar como movilizador
de CPSP el esquema de quimioterapia de salvataje que
resulte mds adecuado (DHAR ESHAR ICE, IVE, ete.),
asociado a G-CSF con la misma dosificacion descripta
armiba..

Los pacientes con LNH de bajo grado sometidos a
altas dosis de quimioterapia y transplante autélogo de
CPSP son, por lo general, pacientes con enfermedad
avanzada que han recibido mis de un esquema de
quimioterapia previo y frecuentemente radioterapia.
Estos pacientes suelen tener enfermedad de larga
evolucion y posiblemente hayan sufrido daio
atrogénico de células «stems», demostrando,
habitualmente, factores predictivos de movilizacién
pobre. Ademis, aunque la médula Gsea no se encuentre
visualmente ccmprumetida por linfema, la conra-
minacién del producro suele ser alra. Por estas razones,
en estos pacientes parece adecuado una estrategia de
movilizacidn agresiva, con esquemas de quimioterapia
upo ESHAP + G-CSF, que proporcionan una razonable
certeza en cuanto a su poder movilizador, tengan un
efecto anti-linfoma claro y no produzcan resistencia
cruzada con las drogas que posteriormente se usarin en
el régimen de condicionamiento mieloablative. Orras
propuestas alternarivas serfan la recoleccién de CPSP al
momento del diagndstico si no se demuestra infiltracién
de médula ésea morfoldgica o esperar un periodo de 6
meses post-quimioterapia para movilizar pacientes en
remisicin,

B. MIELOMA MULTIPLE (MM)

Los pacientes con mieloma miltiple son los que con
mayor frecuencia presentan dificultades para una
movilizacidn y recoleccién exitosas de CPSE
especialmente si han de ser sometidos a un doble
transplante autélogo.

Aunque el régimen dptimo de movilizacién no ha
sido establecido, también en esta entidad se ha
considerado generalmente, que la CFM en dosis

intermedias o altas (3-7 g/m*) en combinacién con
factores de crecimiento hematopoyético, es el mejor
esquema para recolectar un alto niimero de progenitores
que permitan una ripida recuperacién post-trasplante
autdlogo.™ * LEsto es particularmente aplicable en
pacientes con menos de 24 meses de tratamiento previo.

La popularidad de la CFM en este aspecto se debe a
que permite recolecciones adecuadas sin daiar las células
progenitoras.* 5in embargo es conveniente considerar
algunos puntos referidos a su eficacia movilizadora de
CPSPE, ademis de la toxicidad hematolégica v en orros
parénquimas observada a las dosis utilizadas, sobre rodo
7 g/m-, que es la dosis que garantiza una mavor
movilizacion de progenitores CD34+. Cuando se utiliza
luego de 3 ciclos de VAD en pacientes con mieloma
miiltiple recientemente diagnosticado v que recibieron
ese esquema como primera linea, su efecto anti-mieloma
parece limirado. En la E'xperiem:i: de Barlogie v col.
incrementa sélo en 4% v 20% respectivamente las
remisiones compleras v parcia!cs,"‘ Por otra parte, en
pacientes con enfermedad avanzada, que generalmente
presentan factores predictivos de mala movilizacién,
enfermedad habitualmente resistente y gran masa
tumoral, pareceria mis adecuado utilizar un esquema
de movilizacion que, ademds de proporcionar una
cantidad sufuciente de CPSP tenga un efecto anti-
mieloma definido que permita afrontar el trasplante
autélogo con la menor masa tumoral posible.
Finalmente, en algunos pacientes con considerable
exposicion a drogas que dafian a las células «stems, como
melfalin p.c., la movilizacién con quimioterapia agresiva
inicialmente, puede no ser la mejor opcién, ya que
eventualmente puede producirse una disminucién adn
mayor en la reserva de células progenitoras, fracasando
la movilizacion. Ademis puede producirse dafio de los
elementos del estroma medular que hagan fracasar el
injerto.®

Es sabido que los pacientes con tumores sélidos o
linfoma movilizan mejor que quienes presentan mieloma
miiltiple. Los factores predictivos de mala movilizacién
son: el estado de la enfermedad de base, ¢l régimen de
movilizacién utilizado v especialmente el nimero de
ciclos v esquemas de quimioterapia previos, en particular,
el uso de melfalin. Se ha demostrado que ¢l melfalin
produce daiio permanente de las células =steme, ripida
deplecién de progenitores ¢ interfiere con la
movilizacion. ™

En un anihsis retrospectivo de 225 pacientes con
mieloma miltiple, que incluvé a 57 pacientes mayores
de 60 afos movilizados con CFM 6 g/m’ v GM-CSF,
no se observaron diferencias en el ndmero de células
CD34+ recolectadas o en el intervalo transcurrido luego
de la infusién hasta la recuperacién hematolégica
comparando diferentes grupos erarios (20-49, 30-39 v
=60 afos) si se tomd en consideracion la duracién de la
quimioterapia previa.”

Teniendo en cuenta estos aspectos, es necesario
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plantear en qué momenro se considera que un paciente
ha fallado a la movilizacién, v una vez iniciada la
recoleccidn hasta cuindo se sigue con ésta para lograr el
numero de progenitores CI344 requenido.

Pacientes con enfermedad precoz y sin factores
pronésticos negarivos, casi con seguridad movilizarin
bien vy se logrard una cosecha adecuada. Respecto de
pacientes que retinan facrores predictivos adversos, seria
prudente realizar una determinacion de la cantidad de
progenitpres CI344+ en sangre periférica antes de
comenzar la leucoféresis, Este recuento se correlaciona
significativamente con el nimero de progenitores que
se obtendran y permite predecir con cierto margen de
certeza el resultado de la leucoféresis. Se ha senalado
que un recuento de CD34+ de 10 /mm’ proporciona
aproximadamente C.5 x 10*/ Kg en el producto por dia
de recaleccién.” En consecuencia, deberia contarse por
lo menos con esa cantidad o preferiblemente mds de
20/mm * ¢élulas CID34+ en sangre periférica para iniciar
la aféresis. Ocurre ademis, que a diferencia de tumores
solidos y linfomas, en dias sucesivos de leucoféresis el
numero de células CD344 disminuye y la recoleccién
se empobrece. Por otra parte, a medida que aumenta el
nimero de recolecciones también aumenta la
contaminacién tumoral del producto. Por al motive
algunos autores aconsejan que, si con 5 recolecciones
no se ha llegado al nimero de progenitores
hematopoyérticos pretendido, se debe considerar una
segunda movilizacion.®

Tomando en cuenta las consideraciones previas, la
estrategia de movilizacion y recoleccian de mieloma
miltiple podria ser la siguiente: en primer lugar seria
deseable movilizar a los paci::ntua precozments en el
curso de su enfermedad wtilizando la quimioterapia
convencional, preferiblemente VAT como primera linea
de tratamiento. Luego del 4° ciclo de VAD, administrar
G-CSF a dosis de 10 pg/Kg/dia, en dos dosis diarias,
como dosis minima.

En cuanto a pacientes con mis de 12 meses de
tratamiento y/o factores de prondstico adversos existen,
posiblemente, dos alternativas. Si el paciente ha recibido
tratamiento prolongado con melfalin, se teme que la
reserva medular de células «stem» se cncuentre
deteriorada ¥ o s¢ ].‘H'L'T.CII{JL' reducir masa tumoral, el
uso de quimioterapia puede compromerer la recoleccion
y atn el injerto. En ese caso, G-CSF a dosis entre 10y
30 pe/Ke/dia en dos dosis diarias durante 5 dias puede
ser la mejor opeion.® La segunda alternativa es la
combinacion de G-CSF (5-10 ug/Kg/dia/5 dias) y
guimioterapia, por cjemplo CFM 4g/m * + VP 16 500
mg/m* "

En paciemes gue fracasaron a una primera
movilizacion, o no alcanzaron una cosecha de 5x10° /
Kg de células CD34+ y/o 8x10 */Kg de CMN ¢en 5
leucoléresis v deben ser removilizados, las opeiones
serian: 1) si fue movilizado con quimioterapia y factores
de crecimiento, usar sélo factores de crecimicnto en
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dosis altas (16-32 pg/Kg/dia/5 dias).” # 2) si fue
movilizado con factores de crecimicnto fmi-:::lrnc'mt'.,
removilizar con G-CSF en dosis altas o utilizar la
combinacién de quimioterapia y factores de crecimiento.

C. CANCER DEMAMA

En cincer de mama es posible generalmente lograr
una buena movilizacién y recoleccién celular con los
esquemas de movilizacién convencionales, o sea factores
de crecimiento (fundamentalmente G-CSF) solo 0 en
combinacion con quimioterapia. Como se ha senalado
mis arriba, los tumores sélidos movilizan mejor que las
neoplasias hematolégicas. Sin embargo se han deseripto
fracasos de movilizacién sobre todo usando G-CSF
tnicamente en 13% de una serie de 108 pacientes.™

Aunque no hay tanto consenso como en MM o
LNH, los factores predictivos de pobre movilizacién
también parccen tener utilidad en cincer de mama, Se
incluyen los miltiples ciclos y esquemas de
quimiocterapia y radioterapia previos, enfermedad
avanzada, compromiso de médula 6sea y edad de la
paciente.”” Aunque otros autores consideran que estos
tacrores predictivos no tienen influencia sigmificativa,”
se basan en la experiencia de 38 pacientes en los cuales
se administrd quimioterapia agresiva combinada con G-
CSF como esquema de movilizacion, probablemente
resultando en una alta movilizacién de progenitores y
una mayor cantidad de células CD34+ en el producto.

Nuevamente aqui merece tenerse en cuenta, ademis
de la cantidad de CPSP a recolectar, la posible
contaminacién tumoral del producto que se observa,
sobre todo en casos de enfermedad merastisica. Cuando
fue necesario un ntimero mayor a 4 procedimientos de
leucoléresis, se derectaron células rumorales en més del
40% de los productos, mientras que con |
procedimiento el porcentaje fue de 5%.%

Por lo tanto se podrian formular las siguientes
recomendaciones que contemplen los aspectos
senalados: 1) recolectar alos pacientes precozmente, 2
intentar recolectar el valor de células progenitoras
pretendido con el menor niimero de aféresis posible (1
6 2 leucoféresis seria ideal en este aspecto), 3) en casos
de pacientes con enfermedad no metastisica, puede
intentarse silo G-CSF a 10 pg/Kg/dia en dos dosis
diarias luego del altimo ciclo de quimioterapia adyuvante
en dosis estindar. Por otro lado, en pacientes con
enfermedad merastisica, aunque puede lograrse una
mavilizacién exitosa sélo con factores de crecimiento,
estaalternariva presenta dos ineonvenientes: a) en prinier
lugar no tiene ningiin efecro antitumoral v b)
aparentemente movilizaria un gran nimero de células
tumorales.” En estos casos, que son los de mayor masa
tumoral ¥ mayor riesgo de falla de movilizacion,
pareceria adecuado planear una estrategia agresiva de
quimioterapia combinada con G-CSI que garantice una
alra mavilizacién de progenitores, reduzca la carga
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wumoral y sea complemenrario del régimen de
condicionamiento, En este aspecto han demostrado
cumplir con estos requisitos: CFM 4g/m* + Eropésido
622 mg/m’ en 3 dias + Cisplatino 105 mg/m’ en tres
dias + G-CSFY, 0 CFM 2g/m® + Paclitaxel 175 mg/m’
+ G-CSF" o Paclitaxel 300 mg/m’ en infusién de 24 hs
+ G-CSE”

Estas opciones tienen claro efecto anti-tumaoral en
casos de enfermedad quimiosensible y un gran potencial
movilizador, permitiendo aleanzar nids de 5x10° /Kg en
dos procedimuentos de leucoféresis.

MOVILIZACION DE CELULAS
PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS EN
DADORES NORMALES.

El uso de CPSP en transplante alogénico puede
ofrecer las mismas ventajas que en transplante autélogo,
evitando la anestesia general del dador v permitiendo
una recuperacién hematoldgica e inmunologica mis
precoz del receptor. El esquema que se elija para la
profilaxis de la enfermedad de injerto contra huésped,
sobre todo la inclusion de metotrexato, puede ser
fundamental para determinar la velocidad de desarrollo
del injerto v por lo tanto debe ser tenida en cuenta para
establecer ¢l umbral de células progenitors a infundir ™™

Varios grupos han comprobado los beneficios
potenciales del uso de CPST en transplante alogénico y
hasta el momento el peligro teérico de un aumento enla
incidencia ¥ severidad de la enfermedad aguda de injerto
contra huésped debido al alto mimero de células T
contenidas en el producto, no se ha observado.™ 1% 181,362

Un drea de especial interés en el transplante alogénico
con CPSP es la optimizacién de la movilizacidn y la
recoleccion de las células progenitoras a partir de dadores
normales. G-CSF es actualmente el agente movilizador
de eleccidn, en razén de su eticacia y aceptable perfil de
roxicidad que consiste en mialgias, dolores dscos y
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retencion hidrosalina.” ' El uso de paracetamaol (500
mg ¢/8-12 hs) permite controlar los sintomas, y en la
experiencia de Waller y col.'™ y de Roberts y col "
ningin dador debid suspender la movilizacién debido a
toxicidad. También en nifios sanos donantes para
transplante alogénico se ha demostrado la seguridad ¥
cficiencia de la movilizacién con G-CSE.'™

Adin no se ha establecido si existe toxicidad tardia a
dosis altas de G-CSF. En este sentido existe
preocupacion sobre aspectros relacionados con la
seguridad del procedimiento en dadores sanos'™ v la
necesidad de pautar el uso del factor estimulante v
establecer normativas de seguimiento para deteccion de
potenciales efectos secundanos tardios.'** El mavor
inconveniente para los dadores estd vinculado a la
necesidad de recurrir a catéteres venosos centrales en
aquellos individuos con malos accesos venosos
perifénicos, Sin embargo, aproximadamente 60-70% de
los dadores normales tenen venas periféricas adecuadas
para leucoféresis.”

La dosis y esquema éptimo de movilizacién de CPSP
con G-C5F en dadores normales no estd bien definida.
Aunque en dosis de 3-5 ug/Kg puede inducir una
movilizacién adecuada, los resultados suelen ser
variables, y es por ese motive que se aconseja emplear
dosis iguales o mayores a 10ug/Kg/dia. Aparentemente
hay correlacion entre la intensidad de dosis de G-CSF
v la cantidad de progenitores movilizados. Dosis de 12
ug/Kg, 16 ug/Kg, 20 peg/Kg v atn 30 ug/Kg permiten
TEﬁnlEEciﬁ”EF dE‘ Cﬂn[idﬂdﬂ'ﬁ CI'{.‘{:T{:I'IICS df:_" Prﬂgf‘nirorfs
hematopoyéticos en una sola leucoféresis y con
incremento tolerable de la toxicidad * ™ % (Tabla 1)
También se ha sugerido que la divisién de la dosis en
dos aplicaciones diarias con intervalos de 12 hs. es
superior a una Gnica aplicacién diaria'* aunque no existe
consenso respecto de este punto.” Sin embargo si se
requiere utilizar dosis altas de G-CSF la administracion
repartida es necesaria por cuestiones practicas.

Tabla 1. Obtencién de Células Progenitoras en Donantes Normales Movilizados con G-CSF

Autor N® de Daosis de N° dias | Volumen de la leucoforesis Cel. CD34+
donantes G-CSF G-CSF por recoleccion x17* per Kg
pg'kg/d (litros) {mediana o promedio)
Tanaka v col.'” 5 125 pgid 34 812 15
Suzue y col.' 4 2 5 3 1.1
5 5 5 k] 1.8
Schmite y col.'™ b 10 3.6
2 5, 7.5 165 9-13 1,39
Grigg y col'™ 4 3 0.65
4 5 5 7 1.2
7 10 4.6
Lane y col.™ 7 10 4 1¢ 1.7
Kérbling v col.? 9 12 3,4,5 2-3 LN
Bensinger y col.™ 8 16 4,5 10-12 .
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También se ha prestado particular atencién al
momento de inicio de la recoleccién. Se observé que
los niveles de células CD344, CFU-GM y BFU-E
disminuyen en sangre periférica, luego de la
administracion de G-CSF y alcanzan su nadir 1h. luego
de la inyeccién, recuperando sus niveles basales a partir
de las 3 hs. posteriores y contintian aumentando durante
las siguientes 12 hs.

Estas variaciones se han comprobado especialmenre
para los progenitores CD34', Si G-CSF se aplica al
comienzo de la leucoféresis es probable que la cantidad
de progenitores recolectados disminuya en 15-30%. En
la mayoria de los dadores esto no seria clinicamente
importante, salvo en dos circunstancias: a) movilizadores
pobres.''* Existe una amplia variacién individual en
cuanto a la capacidad de movilizacién de progenitores
hematopoyéticos, ain en individuos normales, que se
especula se debe a diferencias genéricas'’, b) cuando se
tija un umbral alto de CPSP a recolectar, por ejemplo
cuando se va a realizar algiin tipo de manipulacién del
producto (p. ej.: seleccién positiva de células CD34+).
El pico de CPSP luego de la movilizacién con G-CSF
se obriene a partir del 4° dia. Posteriormente, el recuento
de células CD34+ comienza a caer aungue se contintie
el tratamiento con G-CSE™ Teniendo en cuenta las
consideraciones previas, una estrategia prudente para la
movilizacion de CPSP en dadores normales podria ser:
G-CSF 10 pg/Kg/dia SC en dos aplicaciones diarias
durante cuatro dias, comenzando la recoleccion al 5°
dia 4 horas después de la 9" inyeccidon 5C.

ALTERNATIVAS PARA LA
REMOVILIZACION POR POBRE
PRODUCTO CELULAR INICIAL

Como se ha sefalado mds arriba (ver FACTORES
PREDICTIVOS...), un movilizador pobre se define
como aquel que luego de repetidas leucoféresis no
alcanza el umbral buscado de 5x10° células CD34+/Kg.
Por otra parte se considera que una movilizacién ha
fracasado cuando después de 3 leucoféresis no se llegd
a 1x10° células CD34+/Kg. """ Esta situacion se presenta
en 10-13% de los casos." ** " 1" La causa mids comin
en estos pacientes es dano del estroma medular debido
a exposicion previaa quimioterapia como lo han sugerido
modelos murinos."”® Aquellos pacientes infundidos con
< 1x10* células CD34+/Kg tienen rrombocitopenias
prolongadas con un 25% de incidencia de
morbimortalidad.'

En general se acepta que se obriene mayor cantidad
de progenitores hemaropoyéticos luego de la movilizacion
con quimioterapia y factores de erecimiento que con
factores de crecimiento solamente*™ ¥, En aquellos
lﬂ!‘.‘iﬂ!m tn I.IJS quc s¢ ]T"l fr"-l(."lﬁ"l.{l{} £n una Frimﬂ.’r'l
movihizacion corresponde un segundo intento, ya que

aproxmadamente la mitad de ellos alcanzarin ¢l ndmero

;
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de células CD34+ necesario con quimioterapia y G-
CSF o con G-CSF tinicamente.'"”

Varias comunicaciones han mostrado que dosis
crecientes de G-CSF aumenrtan progresivamente su
poder movilizador de CPSE: Se han evaluado distinras
dosis, comprobindose que 30-40 pg/Kg/dia es
claramente superior a 10 pg/Kg/dia (dosis minima
recomendada para removilizacién) en cuanto al
rendimiento de células CD34+ por aféresis,'*! asi como
dosis de 16-32 pg/Kg/dia, han permitido rescatar
pacientes que fracasaron en un primer intento con dosis
menores,'"”

También se ha postulado que algunos factores
predictivos permiten anticipar cuales pacientes tendrin
éxito en una segunda movilizacién y alcanzarin un
niimera superior a 2.5x10° células CD34 4 /Kg sumando
ambos intentos. En este sentido sexo femenino,
diagnéstico de cincer de mama y recoleccion de 1.5
células CD34+4/Kg en la primera movilizacién pueden
considerarse factores predictivos de buen pronéstico.'"”

En conclusién, todos los pacientes que hayan
fracasado en una primera movilizacién pueden ser
removilizados. Aproximadamente 50% de ellos
alcanzarin el umbral de progenitores hemaropoyéricos,
sobre todo si se recolecté una cantidad mayor o igual a
1.5x10" células CD34+/Kg en el primer intento. El
agente movilizador de eleccion es G-CSF a una dosis
minima de 10 pg/Kg/dia durante 5 dias. En pacientes
en los que se sospecha un riesgo alto de fracaso de una
segunda movilizacién, tal vez sea aconsejable urilizar
dosis de 16 a 32 pg/Kg/dia durante 5 dias.

I.ﬂ. ﬂL'CEHidﬂ{i {.I{.‘. nh{'{:nur un nl.'n'rll::rn E{JCCLI:HJ{} llL'
CPSPP para autotransplante no sélo tiene una
justificacion médica, sino también connotaciones
economicas. Se ha estimado que el costo adicional de
recursos utilizados para dar soporte a un autorransplante
para carcinoma de mama movilizado con quimioterapia
+ citoquinas con una celularidad entre 1 y 5x10°
CD34+/Kg, comparado con aquellos que reciben
>5x10° CD34+/Kges de 4500 $ de acuerdo a Glaspy'™
y 8000 $ segin Weaver y col.'* Es muy probable que
estos costos sean alin mayores considerando el
seguimiento a largo plazo de los pacientes.

Varias combinaciones de citoquinas de efecto en fases
tempranas y tardias para obtener una mejor recoleccion
de CPSP estin en ensayo clinico. La combinacién de
filgrastim (G-CSF) y stem cell factor (SCF, ligando del
c-kit} disminuye el nimero de leucoféresis necesarias
para obtener =5x10* CD34+/Kg y aumenta la
proporcién de pacientes en los cuales se obticne esta
celularidad. Estos valares se consiguen luego del uso de
estas citoquinas solamente o de la combinacién de
quimioterpia ¥ citoquinas en pacientes con carcinoma
de mama de alro riesgo,' linfomas previamente tratados
13126 v carcinoma de ovario sin tratamiento previo.'’
I':S'LH. Cl‘!"]hiﬂ.'ll:-]‘ﬂ“ dL' Citul.luill.'—lh fU.L' Hugur;‘l }" :lunqlil.: 50
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conoce que ¢l SCF estimula mastocitos, no se
observaron eventos adversos o signiticativos o
complicaciones potencialmente letales bajo profilaxis
con antihistaminicos. La mavoria de los pacientes (83%)
wvo reacciones locales en el site de la inyeccion
CONSISTENTE en eritema.

Estudios de fase IT con el andlogo de 1L3 daniplestim
han demostrado un aumento en la celularidad
recolectada cuando se urilizé en combinacién con
filgrastim (G-CSF}.™* Ensayos preclinicos y de fase I
sugicren que la trombopoyeuna'® y ¢l ligando fle-3'
umbién aumentan el nimero de células precursoras
movilizadas por factores de crecimiento mieloides.
Ademis esta Gltima citoquina sola o asociada a G-CSF
ha demostrado efecro radioprotector en  conejos. una
observacion que espera confirmacion en pacientes
condicionados con irradiacién corporal roral.'™

La recoleccidon de CPSP ha sutrido la ripida
transicion de una prictica experimental a su utilizacion
rutinaria ¢n un creaiente listado de situaciones elinicas,
Ademis la progresiva sofisticaciin de la manipulacion
celular ha resultado en intentos de regulacién de estos
procedimientos.'™ """ Esta nueva disciplina, que podria
ser tentativamente denominada Hemoterapia Celular,
requicre ¢l concierto de profesionales que aporten el
conocimiento biolégico, clinico v téenico necesario para
I.ﬂ. i]'T'IPIL']"L'HtHCi(.}II {IC ]H‘.‘i i“}.‘iﬂh HI..I.L'IL'S-i"."ﬂS hﬂ..‘itﬂ {Illll.‘l!ﬂr
el producto celular adecvado para uno o mis
prm.;udimicnlua de altas dosis de quimiu +/-
radioterapia: 1) decisién clinica de acepracion o exclusién
de pacientes para esta prictica, 2) eleccién del mérodo
de movilizacion mis etectivo v seguro, suadministracion
v monitoreo, 3) procedimiento de recoleccién con
separador celular con consideracion del timing de inicio,
volumen de sangre a procesar y nimero de sesiones de
aféresis ademds del targer celular a procurar, 4)
evaluacién tuncional del producto por mérodos de
citometria de tlujo y de culrivo celular corto y
prolongado, 3) determinacién de enfermedad mimma
residual por téenicas inmunofenotipicas, citogenéticas
v/ o moleculares, 6) seleccién posiuva de CPSPCID34+
v su eventual expansion en bioreactores en cultivo bajo
estimulacién con diversas combinaciones de citoquinas,
7) la criopreservacién del producto v su mantenimiento
prolongado, 8) la reinfusion luege del descongelamiento
dl'.l T'I'Hltcri:ll E Trﬂ.fl.‘iplﬂ.lllﬂr.

Es evidente que la creciente complejidad de estas
pricticas exigird una especializacién no encuadrada
actualmente dentro de la Hemarologia v Hemoterapia
tradicionales.
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