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RESUMEN

Introduccion: para llevar a cabo un trasplante autélogo se deben movilizar los progenitores
hematopoyéticos a la sangre periférica y posteriormente recolectarlos por aféresis. El recuento
de células CD34+ es una herramienta para determinar el mejor momento para la recoleccion.

Objetivo: evaluar la asociacion entre el recuento de células CD34+ en sangre periférica y la
recoleccion exitosa de progenitores hematopoyeéticos.

Materiales y métodos: evaluacion de una prueba predictiva para determinar la utilidad del
recuento de células CD34+ en sangre periférica como predictor del éxito de la recolecciéon
de progenitores hematopoyéticos en pacientes a los que se les va a hacer un trasplante au-
tdlogo.

Resultados: se incluyd a 77 pacientes (mediana de edad: 49 anos; rango: 5-66); el diagnéstico
predominante fue linfoma (53,2 %). El porcentaje de pacientes con recoleccion exitosa de
progenitores fue proporcional al nimero de células CD34+ en sangre periférica al finalizar la
movilizacion. Proponemos que se deben tener mds de 15 células CD34+/uL en sangre perifé-
rica para lograr una adecuada recoleccién de progenitores hematopoyéticos.

Conclusidn: el recuento de células CD34+ en sangre periférica es una herramienta util para
predecir la recoleccion exitosa de progenitores hematopoyéticos.
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SUMMARY

Peripheral blood CD34+ cell count as a predictor
of adequacy of hematopoietic stem cell collection
for autologous transplantation

Introduction: In order to carry out an autologous
transplantation, hematopoietic stem cells should be
mobilized to peripheral blood and later collected by
apheresis. The CD34+ cell count is a tool to establish
the optimal time to begin the apheresis procedure.

Objective: To evaluate the association between pe-
ripheral blood CD34+ cell count and the successful
collection of hematopoietic stem cells.

Materials and methods: A predictive test evaluation
study was carried out to establish the usefulness of pe-
ripheral blood CD34+ cell count as a predictor of suc-
cessful stem cell collection in patients that will receive
an autologous transplantation.

Results: 77 patients were included (median age:
49 years; range: 5-66). The predominant baseline
diagnosis was lymphoma (53.2 %). The percentage
of patients with successful harvest of hematopoietic
stem cells was proportional to the number of CD34+
cells in peripheral blood at the end of the mobilization
procedure. Weproposethatmorethan 15CD34+ cells/uL
must be present in order to achieve an adequate
collection of hematopoietic stem cells.

Conclusion: Peripheral blood CD34+ cell count is
a useful tool to predict the successful collection of
hematopoietic stem cells.

KEY WORDS
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RESUMO

Contagem de células CD34+ em sangue periférico
como preditor de adequada recoleccao de progeni-
tores hematopoiéticos para transplante autélogo

Introducéo: para levar a cabo um transplante autélogo
se devem mobilizar os progenitores hematopoiéticos
ao sangue periférico e posteriormente 0s coletd-los

por aféreses. A contagem de células CD34+ é uma
ferramenta para determinar o melhor momento para
a recoleccao.

Objetivo: avaliar a associag@o entre a contagem de
celulas CD34+ em sangue periférico e a recolecgao
exitosa de progenitores hematopoiéticos.

Materiais e métodos: avaliacdo de uma prova predi-
tiva para determinar a utilidade da contagem de célu-
las CD34+ em sangue periférico como preditor do su-
cesso da recoleccao de progenitores hematopoiéticos
em pacientes aos que se lhes va fazer um transplante
autoélogo.

Resultados: se incluiu a 77 pacientes (média de ida-
de: 49 anos; faixa: 5-66); o diagndstico predominante
foi linfoma (53,2 %). A porcentagem de pacientes com
recoleccéo exitosa de progenitores foi proporcional
ao numero de células CD34+ em sangue periférico
ao finalizar a mobilizacdo. Propomos que se devem
ter mais de 15 células CD34+/uL em sangue periférico
para conseguir uma adequada recoleccao de proge-
nitores hematopoiéticos.

Concluséo: A contagem de células CD34+ em sangue
periférico ¢ uma ferramenta util para prever a reco-
leccao exitosa de progenitores hematopoiéticos.

PALAVRAS CHAVE

Colémbia; Eliminacdo de Componentes Sanguineas;
Fatores de Crescimento de Célula Hematopoiética;
Linfoma; Mieloma Multiplo; Transplante de Medula
Ossea

INTRODUCCION

El trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéti-
cos es un procedimiento de uso creciente para el tra-
tamiento de pacientes con malignidades hematoldgi-
cas como el mieloma multiple y algunos linfomas. La
movilizacién de las células progenitoras desde su ni-
cho en la médula dsea hacia la sangre periférica me-
diante el empleo del factor estimulante de colonias
granulociticas (FECG) (con la posible adiciéon de qui-
mioterapia en algunos casos) y su posterior recolec-
cién mediante aféresis ha permitido administrar, con
un buen perfil de seguridad, terapias de alta intensidad
en pacientes con malignidades hematoldgicas (1-4).
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Se han investigado diversos factores predictores que
permitan identificar el momento 6ptimo para el pro-
ceso de aféresis de los progenitores hematopoyéticos
con el fin de lograr finalmente un trasplante exitoso.
Entre estos, se ha establecido como el de mayor uti-
lidad el recuento de células CD34+ en sangre perifé-
rica al finalizar la fase de movilizacion, pues supera
incluso la capacidad predictiva del recuento de mo-
nonucleares o de leucocitos totales (4-8). En Colom-
bia se hacen trasplantes autdlogos desde hace mas de
15 anos, pero, hasta donde sabemos, no existen en el
pais estudios sobre la utilidad del recuento de células
CD34+ en sangre periférica como predictor de una
adecuada recoleccién de los progenitores hematopo-
yéticos en los pacientes.

El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion
entre el recuento de células CD34+ en sangre peri-
férica y la recoleccion exitosa de progenitores he-
matopoyéticos en pacientes candidatos a trasplante
autoélogo.

MATERIALES Y METODOS

Estudio analitico retrospectivo de evaluacién de una
prueba predictiva para determinar la utilidad del re-
cuento de células CD34+/uL de sangre periférica al
finalizar el proceso de movilizacién como predictor
del éxito de la recoleccién de progenitores hemato-
poyéticos en los pacientes a quienes se les va a hacer
un trasplante autdlogo en un centro de la ciudad de
Medellin (Colombia). Se definid como recoleccion
exitosa aquella en que se obtienen méas de 2 x 10°
células CD34+/Rg de peso del paciente. La informa-
cién para el estudio se extrajo de bases de datos que
incluian las siguientes variables: edad, sexo, fecha de
la movilizacién, diagnostico de base, método de mo-
vilizacién utilizado, nimero de células CD34+/ul de
sangre periférica, nimero de sesiones de aféresis Ile-
vadas a cabo, nimero de esquemas de movilizacion
administrados y recuento final de células CD34+/kRg
en el material de aféresis recolectado.

Se incluy6 en este estudio a todos los pacientes con-
secutivos que se consideraban candidatos a recibir un
trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéti-
cos como parte de la estrategia de tratamiento para
sus malignidades hematoldgicas (mieloma multiple
y linfoma no Hodgkin o Hodgkin), que iniciaron el
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proceso de movilizacién en el periodo comprendido
entre enero del 2006 y marzo del 2014 en el centro
donde se llevd a cabo el estudio. Se excluyé a los pa-
cientes que no tuvieran la totalidad de la informacién
disponible al igual que a quienes no pudieron ser Ile-
vados a aféresis por cualquier motivo.

Procedimientos

Los pacientes iniciaron el proceso de movilizacion
usando FECG (filgrastim) a una dosis de 10 ug/Rg de
peso, cada 24 horas, durante 4 dias. En la manana del
quinto dia se median los niveles de células CD34+/uL
en sangre periférica y de acuerdo con los resultados
se iniciaba el proceso de aféresis segtin el criterio del
meédico tratante. En caso de no lograr una moviliza-
cién adecuada de progenitores hematopoyéticos tras
el primer intento con FECG como terapia tnica se
procedia 2 a 3 semanas mds tarde a un segundo in-
tento con esta medicacion asociada a quimioterapia
sistémica. En estos casos se empled la ciclofosfamida
a la dosis de 4 g/m? de superficie corporal en una in-
fusién de 12 horas acompanada de mesna (2-mercap-
toetanosulfonato) a la misma dosis que la ciclofosfa-
mida el dia 1. A partir del dia 4 se administr filgrastim
a la dosis de 10 ug/kRg de peso, cada 24 horas. Cinco
pacientes con diagndstico de linfoma fueron movili-
zados tras recibir el ultimo esquema de la quimiote-
rapia de rescate. Se hicieron mediciones diarias del
hemograma desde el dia 11 en adelante y cuando el
numero absoluto de leucocitos superaba los 1000/uL se
median adicionalmente las células CD34+/uL. En to-
das las formas de movilizacién, una vez que el médico
tratante consideraba que el recuento de estas células
en sangre periférica era adecuado para iniciar la se-
sién de aféresis se daba comienzo a la recoleccién
de los progenitores hematopoyéticos por medio de
un procesador celular automatizado (Haemonetics®
9000 hasta noviembre del 2012 y, a partir de esta fe-
cha, Spectra Optia®). La medicién de las células en
la sangre periférica y en el componente de aféresis se
hizo por técnicas estdndar de citometria de flujo uti-
lizando un citdbmetro FACS Canto II® (Becton Dickin-
son, Biosciences, San José, CA). Se tefiia una muestra
de 1 x 10°células nucleadas con un conjugado de fi-
coeritrina + anti-CD34 e isotiocianato de fluoresceina
+ anti-CD14 a la concentracién recomendada por el
fabricante después de la lisis de los glébulos rojos en
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solucién de clorhidrato de amonio al 0,83 % y del la-
vado con una solucién salina buffer fosfato (PBS) con
0,5 % de albumina sérica humana. Posteriormente se
incubaba por 25 minutos a 4 °C en un area protegida
de la luzy, finalmente, se lavaban dos veces las células
y se resuspendian en PBS con 1 % de paraformaldehi-
do. El andlisis de los datos se hizo bajo la plataforma
ISHAGE, se adquirieron 100.000 eventos CD45 positi-
vos con un minimo de 100 eventos CD34 positivos. A
las unidades de aféresis recolectadas se les reporto el
valor total de células CD34+ por uL y por Rg de peso
del paciente.

Analisis estadistico

Para la evaluacién descriptiva se expresaron las varia-
bles numéricas como medias con su respectiva des-
viacién estdndar si tenian una distribucion normal;
en caso contrario, se reportaron como medianas y
rangos. Las variables nominales se presentaron como
frecuencias absolutas y porcentajes. Para evaluar la
asociacion entre dos variables nominales se utiliza-
ron la prueba de chi cuadrado o la de Fisher, segun
el caso, mientras que para las variables numéricas se
emplearon la prueba t de Student o la de Wilcoxon
de acuerdo con el tipo de distribucién de los datos.
Se determinaron las caracteristicas operativas (sen-
sibilidad, especificidad, valores predictivos positivo
y negativo y razones de verosimilitud positiva y ne-
gativa) de los diferentes valores de células CD34+/uL
en sangre periférica para predecir una recoleccién
exitosa de progenitores hematopoyéticos utilizando
como estandar de comparacion la obtencidon de mas
de 2 x 10°células CD34+/Rg de peso del paciente. Me-
diante el empleo de curvas COR (caracteristica ope-
rativa del receptor) se evalud la correlacién entre el
numero de células CD34+/ul. en sangre periférica y
una recoleccién exitosa de progenitores hematopo-
yéticos. Ademads, por medio de un modelo de regre-
sién lineal bivariable, se verifico la relacion entre el
recuento de células CD34+/uL de sangre periférica al
finalizar la movilizacién y el nimero de progenitores
hematopoyéticos recolectados. Para todos los andlisis
se tomaron conjuntamente los pacientes movilizados
con FECG como terapia tnica y [os que, concomitan-
temente, recibieron quimioterapia.

El estudio conto con la aprobacion del Comité de Eti-
ca e Investigaciones de la institucidon donde se llevd a
cabo y fue considerado como una investigacion sin
riesgo para los pacientes debido a que no se hizo nin-
guna intervencion sobre ellos y [os datos se extrajeron
de las historias clinicas. Todos los andlisis se efectua-
ron mediante el paquete estadistico SPSS 19.

RESULTADOS

Entre enero del 2006 y marzo del 2014 noventa pa-
cientes iniciaron el proceso de movilizacién para
trasplante autélogo. De estos se excluyeron 13: nue-
ve por no tener los datos completos y cuatro que no
se pudieron recolectar por presentar recuentos de
[eucocitos persistentemente bajos. En el andlisis fi-
nal se incluyeron 77 pacientes cuyas caracteristicas
generales se presentan en la tabla 1. Los individuos
que fueron movilizados con filgrastim Unicamen-
te tuvieron recuentos de células CD34+ en sangre
periférica significativamente méas bajos que los de
quienes recibieron quimioterapia y filgrastim con-
comitantemente (38 versus 122 células CD344/ulL,
p < 0,001). El nimero de progenitores hematopoyé-
ticos recolectados al finalizar la aféresis fue menor en
el grupo de pacientes que se movilizo con filgrastim
comparado con el grupo que recibié terapia combi-
nada (3 126 044 versus 7 427 531 células CD34+/Rg,
p < 0,001).

Utilidad del recuento de células C(D34+ enla
sangre periférica para predecir una recoleccion
exitosa

El porcentaje de pacientes con recoleccidn exitosa
de progenitores hematopoyéticos fue proporcional al
numero de células CD34+/uL de sangre periférica al
finalizar el proceso de movilizacidén (tabla 2). Las ca-
racteristicas operativas de los diferentes recuentos de
estas células para predecir una adecuada recolecciéon
de progenitores hematopoyéticos se presentan en la
tabla 3. El anélisis mediante curvas COR confirmo la
correlacion entre el recuento de células CD34+ en
sangre periférica y el logro de una recoleccién exitosa
con un area bajo la curva de 0,847 (figura 1).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada (n = 77)

Sexo masculino n (%) 43 (55,8)

Esquema de movilizacion n (%)
Filgrastim 65 (84,4)
Quimioterapia y filgrastim 12(15,6)

Recoleccion exitosa segtin el esquema de movilizacion* n/N (%)
Filgrastim 48/65 (73,8)
Quimioterapia y filgrastim 10/12(83,3)

Células CD34+ recolectadas (por kg de peso) 2 847 986
Mediana (rango) (150 000-18 054 515)

* La recoleccién exitosa se definié como aquella en la cual se obtienen més de 2 x 10° células CD34+/kg de peso del paciente al finalizar la aféresis

Tabla 2. Relacion entre el recuento de células CD34+ en sangre periférica y una recoleccion exitosa*

Menos de 10 0/5 (0 %)

16a20 6/9 (66,7 %)

Mas de 25 47/50 (94 %)

* Los datos se presentan como frecuencias (porcentaje)
** La recoleccién exitosa se definié como aquella en la cual se obtienen més de 2 x 10° células CD34+/kg de peso del paciente al finalizar la aféresis
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Tabla 3. Caracteristicas operativas del recuento de células CD34+ en sangre
periférica como prueba para predecir una adecuada recoleccion de progenitores hematopoyéticos

Células CD34+/pL Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%) LR+ LR-
10 100 26 91 76 1,35 0
15 94 68 90 81 3 0,075
20 87 84 94 69 5,5 0,14
25 81 94 97 62 15,3 0,20
30 68 94 97 50 13,1 0,32

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; LR+: razén de verosimilitud positiva; LR-: razon de verosimilitud negativa
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Figura 1. Relacion entre el recuento de células (D34+ en sangre periférica y una recoleccion
exitosa. La recoleccién exitosa se definid como aquella en la cual se obtienen mds de 2 x 10° células

(D34+/kg de peso del paciente al finalizar la aféresis

Prediccion del numero de progenitores
hematopoyéticos obtenidos a partir del valor
de células C(D34+ en sangre periférica

La relacion entre las células CD34+ en sangre perifé-
rica al finalizar la movilizacién y la recoleccion exi-
tosa de progenitores hematopoyéticos se confirmd
nuevamente mediante un modelo de regresién lineal
(figura 2), que propone la siguiente fébrmula para la

prediccién del nimero de progenitores hematopoyé-
ticos que se recolectaran al finalizar la aféresis:

Células CD34+/kg de peso = 1°349.712,86 +
47.791,827 x CD34+/uL.

A partir de lo anterior, se establecié que se deben te-
ner mas de 15 células CD34+/uL en la sangre periféri-
ca para lograr una adecuada recoleccion de progeni-
tores hematopoyéticos.
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Figura 2. Relacion entre el nimero de células (D34+ en sangre periférica al inicio de la aféresis y el
nimero de progenitores hematopoyéticos recolectados*

* Las células CD34+ recolectadas al final de la aféresis se expresan normalizadas por el peso del paciente (células

(D34+/kg de peso)

DISCUSION

Encontramos una relacién proporcional entre el re-
cuento de células CD34+/uL en sangre periférica al fi-
nalizar la movilizacién y el naumero de células CD34+/
Rg que se recolectan al finalizar el procedimiento de
aféresis en pacientes que van a recibir un trasplante
autélogo de progenitores hematopoyéticos. Especifi-
camente, pudimos identificar un punto de corte opti-
mo (> 15 células CD34+/ul) que permite predecir el
éxito de la recoleccidén de los progenitores. Ademas,
encontramos que en la mayoria de los casos se utiliza
el FECG como agente unico para la movilizacién y
que una proporcién significativa de pacientes pueden
ser recolectados satisfactoriamente tras un solo pro-
ceso de aféresis.

La quimioterapia de alta intensidad soportada con un
trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos
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se ha convertido en un procedimiento de uso fre-
cuente para el tratamiento de pacientes con malig-
nidades hematoldgicas, pues permite administrar
medicaciones a dosis potencialmente mieloablativas
con el respaldo de las propias células del paciente
para asegurar periodos tolerables de aplasia (9). El
numero de progenitores hematopoyéticos que se in-
funden a un individuo es un determinante clave del
éxito del trasplante autélogo; se ha propuesto una
cifra de 2 x 10°células CD34+/Rg de peso del pacien-
te como un Iimite inferior aceptable con el cual la
mayoria de los pacientes tendrdn un injerto granu-
locitico y plaquetario en un tiempo razonable (10).
Sin embargo, este recuento solo se puede verificar
una vez concluida la sesién de aféresis, por lo cual
es deseable disponer de herramientas que permitan
predecir més tempranamente si se logrard una re-
coleccién exitosa. Se han propuesto para tal fin el
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numero total de leucocitos y el de células mononu-
cleares en sangre periférica al finalizar la moviliza-
cion; desafortunadamente, la escasa precision de es-
tas técnicas ha limitado su puesta en practica (11,12).
La determinacion del recuento de células CD34+ en
sangre periférica por técnicas de citometria de flujo
al finalizar la movilizacion, independientemente de
la medicacién empleada para esta, se ha establecido
como una alternativa precisa, facil de implementary
econdmicamente viable para identificar el momen-
to 6ptimo de la recoleccidn de los progenitores he-
matopoyéticos (1,10,13). Se han propuesto diferen-
tes puntos de corte para iniciar la sesién de aféresis.
Schots y colaboradores (12) propusieron un punto de
corte de 10 células/uL para identificar a los individuos
que alcanzardn una recoleccién de al menos 0,5 x
10° células CD34+/Rg de peso. Pérez-Simoén y cola-
boradores (14), en una serie de pacientes espafoles,
propusieron un nimero de progenitores hematopo-
yéticos de 0,75 x 10° células CD34+/Rg de peso del
paciente como el requerimiento minimo de proge-
nitores hematopoyéticos para asegurar un implante
exitoso y sugirieron utilizar un punto de corte de 5
células CD34+/uL. como el umbral a partir del cual se
debe dar inicio a la aféresis. Otros autores han suge-
rido que el punto de corte debe ser méas de 20 células
CD34+/uL, pues valores inferiores se han asociado
con una recoleccién insuficiente de progenitores he-
matopoyéticos (15). Esta cifra ha sido acogida recien-
temente por las guias de la Sociedad Americana para
el Trasplante de Sangre y Progenitores Hematopoyé-
ticos (10). No conocemos estudios al respecto hechos
en nuestro pais ni en otros de Latinoamérica, pero a
partir de nuestros hallazgos el punto de corte 6ptimo
pareceria ser 15 células CD34+/uL de sangre perifé-
rica. Los procedimientos generales asociados con la
movilizacion y aféresis de los pacientes incluidos en
el presente estudio se ajustan a los estdndares inter-
nacionales, segun los cuales la mayoria de indivi-
duos solo requieren un intento de movilizacién para
poder recolectar un numero suficiente de células
progenitoras hematopoyéticas y se utiliza el FECG en
monoterapia como esquema de primera linea para
la movilizacién (10,16-18).

El presente estudio se llevo a cabo en un centro de
referencia, se incluyeron principalmente pacientes
colombianos y representa un reflejo de la practi-
ca cotidiana de nuestro pais. Ademéas de hacer una

descripcion general de las caracteristicas de nues-
tros pacientes planteamos un estudio de evaluacién
de una prueba predictiva para poder proporcionar
datos que sirvan de fundamento para la practica cli-
nica. El andlisis mediante un modelo de regresion
lineal, que confirma los hallazgos obtenidos a partir
de la evaluacién de la prueba predictiva, propor-
ciona un respaldo adicional a los mismos. Nuestros
resultados sirven de sustento para el inicio de las
sesiones de aféresis con recuentos superiores a 15 cé-
[ulas CD34+/uL de sangre periférica y confirman la
utilidad del FECG como monoterapia para la movi-
lizacion de progenitores hematopoyéticos, pudiendo
ahorrar costos para el sistema de salud. En cuanto
a las limitaciones de nuestra investigacion se deben
tener en cuenta su caracter retrospectivo y la extrac-
cién de la informacién a partir de historias clinicas,
lo que puede llevar a incorporar informacién inco-
rrecta en algunos casos. La inclusiéon de pacientes
de un solo centro puede limitar la aplicabilidad de
los resultados a otras poblaciones, pero en nuestro
hospital se atienden pacientes de diferentes proce-
dencias lo que puede mitigar en parte este riesgo.
La decisién de iniciar la aféresis la tomé el médico
tratante del paciente de una forma individualizada,
lo cual puede ser una fuente potencial de sesgo. En
términos generales, esta se debia iniciar con recuen-
tos de células CD34+ mayores de 10/uL. La mayoria
de los pacientes incluidos en este estudio fueron mo-
vilizados con FECG como terapia unica, y solo 15,6 %
recibieron este factor asociado a quimioterapia. Pese
a que estos dos grupos de individuos se analizaron en
forma conjunta, es posible que los del segundo grupo
tengan un comportamiento diferente.

Se definié como recoleccién exitosa aquella en que
se obtiene un numero determinado de progenitores
hematopoyéticos, pero ella por si sola no asegura el
éxito de un procedimiento complejo como el tras-
plante autélogo.

En conclusion, el presente estudio revela algunas
caracteristicas de un grupo de pacientes colombia-
nos sometidos a procedimientos de movilizacién y
recoleccién de progenitores hematopoyéticos antes
de un trasplante autdlogo; confirma la utilidad de
la movilizacion con FECG y del recuento de células
CD34+/uL como predictor del éxito de la recoleccion
de los mismos.
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