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Abreviaturas y acronimos

TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos
PHSP: Progenitores hematopoyéticos de sangre periférica
G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos
CE: Eficiencia

VST: Volumen de sangre total

MM: Mieloma Mdultiple

LNH: Linfoma no Hodgkin

LH: Linfoma de Hodgkin

SLP: Supervivencia libre de progresion

LMA: Leucemia Mieloide Aguda

LLA: Leucemia linfoblastica aguda

SG: Supervivencia global.

AMA: Acondicionamiento mieloablativo

AIR: Acondicionamiento de intensidad reducida
CAR-T: Chimeric Antigen Receptor T

PH: Progenitores hematopoyéticos

HLA: Human Leukocyte antigen

CVC: Catéter venoso central

VVP: Via venosa periférica

DNE: Donante no emparentado

EICR: Enfermedad injerto contra receptor

CMV: Citomegalovirus

ACD-A: Dextrosa de citratato acido
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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL

Titulo:

Obtencion de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica: Estrategias

de optimizacién de movilizacion y aféresis.

Introduccién:

En el momento actual el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) tanto
autdlogo como alogénico, constituye un tratamiento fundamental para muchas
enfermedades hematologicas y también una opcién terapéutica para algunas
enfermedades no hematol6gicas. Actualmente, la fuente de progenitores
hematopoyéticos mas utilizadas son los progenitores hematopoyéticos de
sangre periférica (PHSP), obtenidos mediante un protocolo de movilizacion y
posterior aféresis de los mismos. Para la movilizacion de PHSP el farmaco mas
utilizado es el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). La dosis
estandar utilizada para la movilizacion es de 10 pg/Kg/dia durante 4-6 dias. En
la actualidad no hay consenso sobre si dosis superiores de G-CSF podrian ser
Gtiles para optimizar la movilizacion de PHSP, sobre todo en individuos con

factores predisponentes de mala movilizacion.

Por otro lado, para la realizacion de la aféresis de PHSP es necesario un
separador celular en el que procesar un volumen determinado de sangre del
individuo. El nUmero de volemias estandar a procesar en muchos centros es de
3. Sin embargo, procesando un numero de volemias fijo en el separador
podemos cometer errores de infraestimacion, de tal forma que no recolectemos

una cantidad adecuada de células CD34+.

Hipotesis:
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- Las dosis altas de G-CSF (superiores a 10 pg/Kg/dia) administradas para
la movilizacion de PHSP, no incrementan la cantidad de células CD34+
movilizadas desde la médula 6sea a sangre periférica.

- La prediccion de la cantidad de sangre total a procesar con la férmula de

la CE2 optimiza los procesos de aféresis de PHSP.

Objetivos:

- Comparar la cantidad de células CD34+ movilizadas desde médula 6sea
a sangre periférica en donantes que reciben dosis estandar y dosis altas
de G-CSF.

- Elaborar una formula basada en la eficiencia de recoleccion (CE2) que
permita calcular de manera individualizada cuantas volemias es necesario
procesar en cada aféresis.

- Comprobar la capacidad de prediccion de esta formula.

- Evaluar el resultado de su implementacion en la practica clinica habitual.

Métodos:

Para la comparacion de los datos de movilizacion de células CD34+, realizamos
un analisis multicéntrico retrospectivo de los procedimientos de movilizacién de
PHSP en pacientes y donantes sanos, comparando individuos que recibieron
dosis estandar de G-CSF (10 pg/Kg/dia durante 4 dias en pacientes y donantes
sanos) y los que recibieron dosis altas (24 pg/Kg/dia durante 4 dias en pacientes

y 16 pg/Kg/dia durante 4 dias en donantes sanos).

Por otro lado, para el desarrollo de una férmula para calcular el nimero de
volemias necesarias a procesar en cada individuo, calculamos la CE2 de las
aféresis realizadas en el Hospital Ramén y Cajal entre enero de 2015 y marzo
de 2020 en donantes sanos y pacientes. Desde mayo de 2020 hasta mayo de

2021, validamos una férmula:
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Volumen de sangre total (VST) a procesar = (Células objetivo CD34+ en el
producto) / (Células CD34+ preaféresis x CE2)) *100.

Posteriormente, comparamos los resultados de la implementacion de esta
férmula (post-férmula) con los resultados de los procedimientos realizados antes
de su implementacion (pre-formula), cuando todas las aféresis se realizaban

procesando un VST equivalente a 3 volemias del individuo.

Resultados principales:

En el estudio comparativo de dosis de G-CSF se incluyeron 496 individuos (201
dosis estandar y 295 dosis altas). No encontramos diferencias significativas en
la mediana del numero de células CD34+ movilizadas/mL, ni entre donantes
sanos (77 100 vs 75 500 respectivamente, p = 0,895), ni en pacientes (34 270
vs 33 704 respectivamente, p = 0,584) entre dosis estandar y dosis altas
respectivamente. Realizamos también un subanalisis entre aquellos con la
misma patologia subyacente, sin encontrar tampoco diferencias entre la dosis
estandar y las dosis altas. Por otro lado, las dosis altas de G-CSF no se asociaron
con una menor incidencia de movilizadores deficientes (<20 000 células
CD34+/ml) ni en donantes sanos (1 [1,3 %] vs O; p = 0,218) ni en pacientes (30
[24,4 %] vs 32 [18,1%]; p = 0,165).

En cuanto a los resultados de desarrollo e implementacion de la férmula de
volemias a procesar, en primer lugar, se realizé el calculo de la CE2 en 384
aféresis. La CE2 fue mayor en los donantes sanos que en los pacientes (53+17%
vs 48+15%; p=0,008). La CE2 fue mayor en paciente con Mieloma Multiple (MM)
y pacientes con Linfoma no Hodgkin (LNH) que en pacientes con Linfoma de
Hodgkin (LH) (48+15%, 48+15% y 42+13% respectivamente; p=0,008).
Posteriormente, aplicando los valores calculados previamente de las CE2
creamos nuestra formula de VST a procesar (disponible en un sitio web:
Publisheet). La formula se utilizd6 prospectivamente en 54 individuos.
Comprobamos que la férmula fue muy precisa: El coeficiente de correlacion entre
las células CD34+/Kg predichas por la formula y las recolectadas realmente tuvo

un valor r de 0,89 (p < 0,0001). Posteriormente comparamos los resultados de la
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implementacion de la férmula (post-formula) con los de las aféresis realizadas
en 78 individuos pre-formula. En el grupo post-formula se proces6 mayor VST
en pacientes y menor VST en donantes sanos. Entre los menores de 60 afios
fue significativamente menos frecuente la necesidad de mas de una aféresis en

el grupo post-férmula.

Conclusiones:

En nuestro estudio, las dosis elevadas de G-CSF no consiguieron una mejora en

cuanto a la movilizacién de PHSP respecto a las dosis estandar.

En cuanto al desarrollo y validacién de una férmula para calcular las volemias
gue es necesario procesar de manera individualizada, gracias a nuestro estudio
comprobamos que su implementacion permitié una disminucion en el nimero de
aféresis necesarias para recolectar un niumero objetivo de células CD34+/kg.
Estos resultados sugieren un beneficio potencial en la disminucién del gasto de
recursos y beneficios potenciales para los pacientes y donantes sanos que se

someten a los procedimientos de aféresis.
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INTRODUCCION

1. Importancia actual del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)

en el tratamiento de enfermedades hematolégicas y no hematoldgicas.

Indicaciones principales.

El TPH autélogo o alogénico es una modalidad de tratamiento ampliamente
extendido para enfermedades hematoldgicas y también para enfermedades no
hematolégicas. A continuacion, expondremos por apartados cudles son sus
principales indicaciones, diferenciando entre el trasplante autélogo y el trasplante
alogénico.

1.1 TPH autélogo

1.1.1 TPH autélogo en Mieloma Multiple

El TPH autdlogo es actualmente el tratamiento estandar de eleccibn como
consolidacion en primera linea en pacientes jovenes menores de 65 afios con
MM candidatos a TPH. En numerosos estudios se ha demostrado que su uso
después de la administracion de tratamiento con quimioterapia mejora las tasas

de supervivencia libre de progresion (SLP). (1)

1.1.2 TPH aut6logo en Linfoma de Hodgkin

Su indicacién esta establecida en casos de recaida o refractarios a la primera
linea de tratamiento tras realizar un tratamiento de rescate que no tenga

demasiada toxicidad para poder permitir posteriormente la recogida celular. En
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estos casos el TPH autdlogo se asocia con baja mortalidad y una elevada SLP.

(2)

1.1.3 TPH autélogo en Linfoma no Hodgkin

En el caso de pacientes con linfoma no Hodgkin (LNH), el TPH autélogo

constituye el tratamiento de eleccion en segunda o posteriores lineas en funcion

de la variedad de linfoma. A continuacion, detallaremos su principal indicacion

segun cada patologia:

Linfoma folicular: Esta indicado en pacientes que han tenido una
respuesta corta al tratamiento previo con inmuno-quimioterapia, en
pacientes con un Follicular Lymphoma International Prognostic Index
elevado, asi como en segundas y posteriores recaidas.(3)

Linfoma linfoplasmocitico: Tiene indicacion en casos de recaida.(4)
Linfoma de células del Manto: Esté indicado en primera linea de pacientes
candidatos a tratamiento intensivo tras quimio-inmunoterapia. Aunque no
es un tratamiento curativo, en estos casos el TPH autélogo aporta mejoria
en SLP y supervivencia global (SG).(5)

Linfoma B difuso de células grandes: Tratamiento estandar en casos en
recaida o refractarios como parte de la segunda linea de tratamiento.
Linfoma cerebral primario: Tratamiento de consolidacién de eleccion en
primera linea en pacientes que sean candidatos. Se ha visto que incluso
pacientes de edad avanzada pueden beneficiarse de este
procedimiento.(6)

Linfoma T periférico ganglionar: Indicado en pacientes en recaida o
refractarios.(7)

Linfoma T/NK nasal: Opcion terapéutica para para pacientes en recaida o

refractarios en segunda linea.(8)

1.1.4 TPH autdélogo en enfermedades autoinmunes

15



Las enfermedades autoinmunes constituyen un grupo muy heterogéneo de
enfermedades que pueden afectar a diferentes dérganos y sistemas. Su
tratamiento se centra en el uso de agentes inmunosupresores e
inmunomoduladores que en muchos casos consiguen controlar la enfermedad a
corto plazo. Sin embargo, el control a largo plazo o la curacion no es posible en
casos graves. En estos ultimos es donde tiene un papel relevante el TPH
autdlogo. Con este tratamiento se modifica el sistema inmune del paciente, lo
cual puede llevar a la curacién de la enfermedad autoinmune. Su utilizacién est4
indicada en esclerosis sistémica, lupus eritematoso sistémico y enfermedades

inflamatorias intestinales: enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.(9)(10)

1.2 TPH alogénico

El TPH alogénico es una modalidad de tratamiento que constituye una opcion
curativa en una amplia variedad de patologias. Segun cada caso también varia

el momento mas adecuado para su utilizacion.

1.2.1 TPH alogénico en leucemia mieloide aguda

En el caso de la leucemia mieloide aguda (LMA) es el tratamiento de eleccion en
pacientes de riesgo intermedio y de riesgo alto. En el caso de que sea posible
por la situaciébn basal del paciente, los regimenes de acondicionamiento
mieloablativos (AMA) son de eleccion frente a los regimenes de intensidad de
reducida (AIR) que se reservaran para aquellos casos en los que la situacion

basal del paciente no nos permita utilizar la primera opcion.(11)

1.2.2 TPH alogénico en leucemia linfoblastica aguda

En el caso de la leucemia aguda linfoblastica (LLA), tradicionalmente el TPH

alogénico se recomendaba en todos los pacientes candidatos en primera
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remision completa. Sin embargo, en los ultimos afios, debido al avance el
tratamiento de primera linea, con uso cada vez mas extendido en pacientes
jovenes de tratamientos pediatricos, ha dado lugar a que el trasplante alogénico
no se tenga que utilizar en todos los casos, siendo la enfermedad minima
residual el principal factor determinante para determinar si se debe realizar o no

el trasplante.(12)

1.2.3 TPH alogénico en MM

El tratamiento del MM ha evolucionado mucho en los ultimos afios. Cada vez hay
una gama mas amplia de agentes inmunomoduladores y otros farmacos con un
alta actividad y especificidad para esta enfermedad. Como ya hemos comentado,
el TPH autélogo es de eleccién en primera linea en pacientes candidatos, por lo
que la utilizacién del TPH alogénico siempre sera posterior a este. Para el
tratamiento del MM en recaida también existen una amplia variedad de opciones
terapéuticas, entre ellas el rescate con terapia CAR-T. Es por ello por lo que el
TPH alogénico cada vez se utiliza menos. Su papel solo esté indicado en casos
en recaida o refractarios tras varias lineas de tratamiento en pacientes

refractarios a inhibidores del proteasoma e inmunomoduladores.

1.2.4 TPH alogénico en LH

Esta indicada su utilizacion en pacientes en recaida tras el TPH autélogo. Esta
situacion es de muy mal prondstico, con tasas de SG inferiores a los 2 afos.
Antes del trasplante se debe de realizar tratamiento puente con quimio-

inmunoterapia.(13)

1.2.5 TPH alogénico en LNH

Aunque las nuevas terapias cada vez estan desplazando mas al TPH alogénico

en el tratamiento de la mayoria de linfomas, su papel alun tiene cabida en muchos
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de ellos, siendo su momento y su indicacién diferente en funcién del tipo de

linfoma:

- Linfoma folicular: Se reserva su utilizacién para paciente en recaida tras
TPH autologo. Se suelen utilizar AIR. Es la Unica opcion curativa para esta
patologia. (14)

- Linfoma linfoplasmocitico: EI TPH alogénico solo tiene indicacién en
pacientes jovenes con enfermedades agresivas en situacion de recaida o
refractariedad.(15)

- Linfoma de células del Manto: Dado que el TPH autélogo se considera
una opcion de primera linea en esta variedad de linfoma, la mayoria de
los TPH alogénicos se llevan a cabo después de haber recibido el TPH
autélogo. Su indicacion esta en la recaida o refractariedad tras la primera
linea. Es la Gnica opcion curativa.(16)

- Linfoma B difuso de células grandes: El papel del TPH alogénico ha sido
habitualmente establecido en la recaida posterior al TPH autdlogo,
después de quimioterapia de rescate. Si embargo, con los ultimos
avances en la terapia celular Chimeric Antigen Receptor T (CAR-T),
actualmente solo se recomienda en casos en recaida post-CAR-T 0 en
pacientes no candidatos a CAR-T. (17)

- Linfoma T periférico ganglionar: EI TPH alogénico se reserva para los
casos en recaida posterior al TPH autélogo después de quimioterapia de

rescate.

2. Modalidad de trasplante

2.1 Modalidad sequn la intensidad del acondicionamiento

Para la realizacion de cualquier TPH, independientemente de cual sea la fuente
de progenitores hematopoyéticos (PH), el tipo de donante o la indicacion, es
necesario realizar un tratamiento previo de acondicionamiento. Este tratamiento
consiste en la administracion de agentes quimioterapicos, combinados 0 no con
radioterapia, con el objetivo de eliminar cualquier rastro de enfermedad minima
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residual que pueda quedar en la médula O6sea, asi como generar la
inmunosupresion suficiente para que las células que infundimos puedan injertar

en el nicho hematopoyético del paciente.

En funcién de las caracteristicas basales del paciente y del tipo de enfermedad
se pueden utilizar dos grupos principales de acondicionamiento:

- Acondicionamiento mieloablativo (AMA): Se trata del acondicionamiento
de mayor intensidad, cuya intencidén es eliminar todo el sistema inmune
del paciente. Esta modalidad es recomendable sobre todo en patologias
con mayor riesgo de tener enfermedad minima residual en el momento
del trasplante y con mayor riesgo de recaida posterior. Hay que tener en
cuenta que no podemos utilizarlo en todos los pacientes, solo en aquellos
jovenes y en condiciones Optimas para poder tolerar la toxicidad que este
conlleva.

- Acondicionamiento de intensidad reducida (AIR): En esta modalidad se
utilizan dosis diferentes de farmacos con una menor toxicidad medular.
De esta manera permite beneficiarse del trasplante a pacientes mas
mayores y también a aquellos que por sus patologias basales no serian
candidatos a un AMA.(18)

2.2 Modalidad sequn la fuente de progenitores hematopoyéticos

La obtencidén de progenitores hematopoyéticos (PH), que se identifican como
células CD34+, puede realizarse mediante diferentes estrategias. Distinguimos

tres grupos fundamentales segun cual es la fuente de PH.

2.2.1 Médula 6sea

En este caso la extraccion de PH se realiza mediante punciones repetidas en
cresta iliaca posterior. Se trata de un procedimiento que debe realizarse en el
quirdfano bajo anestesia general. Habitualmente lo realizan dos hematdlogos

utilizando agujas con varios orificios laterales. El contenido medular recogido
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debe depositarse en un contenedor con solucion salina y heparina para evitar

que el producto se coagule.

Debido a la dificultad de esta técnica, a la repercusion sobre el donante y también
a los estudios obtenidos en los que se ha demostrado que la obtencién de PHSP
conduce a una mejor respuesta al TPH debido a una mayor asociacion con
injerto contra leucemia, hoy en dia el TPH con obtencién de PH de médula 6sea
solo se utiliza en casos aislados: TPH alogénico en aplasia medular y
enfermedades no tumorales como anemia drepanocitica, o bien por la negativa
del donante a querer realizar la donacién por sangre periférica por no querer

recibir el tratamiento previo de movilizaciéon.(19)

2.2.2 Sangre de cordén umbilical

Se trata de una fuente alternativa de PH. Comparado con las otras fuentes de
PH, el TPH de corddn contiene una menor cantidad de PH y requiere una menor
compatibilidad Human Leukocyte antigen (HLA),(20) sin embargo, precisamente
por esta menor cantidad de PH, se asocia con un peor injerto, lo cual se traduce
en una recuperacion medular mas tardia con aumento de riesgo de
complicaciones infecciosas durante el trasplante. Para intentar solucionar este
problema se han utilizado diferentes estrategias: Expansién de PH ex vivo,
utilizacion de 2 unidades de corddn y trasplante dual combinando sangre de

cordon y células CD34+ de donante HLA incompatible.

2.2.3 Sangre periférica

Consiste en la movilizacién y aféresis de PHSP. Esta ultima opcién es
actualmente la mas utilizada debido a su mayor disponibilidad, seguridad para el
donante y buenos resultados en el TPH (21)(22)(23)(24). Para su obtencion no
es necesario el empleo de anestesia general, por lo que la recuperacion del
donante (ya sea autologo o alogénico) es rapida. Esta modalidad precisa de la

administracion previa de un tratamiento de movilizacion del que hablaremos en
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mas profundidad en los siguientes apartados. Para su realizacion es preciso
disponer de separador celular y de un equipo de enfermeria especializado en su
manejo. La obtencién de PH se puede realizar utilizando un catéter venoso
central (CVC) asi como con vias venosas periféricas (VVP), lo cual es de gran

interés sobre todo en donantes sanos.

Nuestro trabajo esta basado en esta modalidad de obtencion de PH. Por un lado,
hemos llevado un estudio sobre la movilizacion de PH y por otro lado hemos
realizado un estudio prospectivo sobre estrategias para la optimizacion del
proceso de aféresis.

2.3 Modalidad de trasplante alogénico segun el donante

El donante ideal para la realizacion de un TPH es un donante HLA idéntico
emparentado, joven, varén y sin comorbilidades. Sin embargo, esta opcién no
esta siempre disponible y en muchas ocasiones hay que recurrir a donantes
alternativos. En funcién de la patologia de base y de las caracteristicas basales
del paciente puede ser mas adecuado uno u otro tipo de donante. Asi mismo, la
disponibilidad de donante accesible también va a marcar la eleccién del mismo
ya que en la mayoria de las patologias no se pueden asumir tiempos de demora
prolongados por el riesgo que supone una posible recidiva de la enfermedad
pretrasplante. A continuacion, vamos a hacer una exposicion de cuéles son los

principales tipos de donantes de PH de los que podemos disponer.

2.3.1 Donante HLA idéntico emparentado

Se trata del donante ideal en muchos casos. Este donante lo podemos encontrar
entre los hermanos del paciente. Antes de cualquier TPH alogénico es necesario
realizar un tipaje HLA de alta resolucion que incluya HLA A, B, C, DRB1 y DQB1.
Se sabe que las diferencias existentes en el haplotipo entre donante y receptor
se asocian con un mayor riesgo de padecer enfermedad injerto contra receptor

(EICR).(25) Si bien esta complicacién en muchos casos es grave y se asocia con
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una elevada morbimortalidad, también es cierto que el hecho de tener
discrepancias en HLA también se ha relacionado con una mayor actividad de
injerto contra leucemia, lo cual es fundamental para conseguir la erradicacion de

la enfermedad.(26)

2.3.2 Donante no emparentado

En los casos en los que no es posible encontrar un donante familiar compatible
con el paciente es necesaria la activacion de la busqueda de donante no
emparentado (DNE) en REDMO. El tiempo medio para la localizacién de un
donante compatible es de unos 38 dias.(27) En los casos en los que hay
disponibles varios DNE compatibles se tendran en cuenta otras variables para
decidir cual es el donante mas apropiado: Sexo, edad, compatibilidad ABO, etc.

2.3.3 Donante haploidéntico

Se trata de un donante que solo comparte un haplotipo compatible con el
receptor. La posibilidad de encontrar un donante de estas caracteristicas es
mucho mayor que la de encontrar uno HLA idéntico, ya que no solo es posible
encontrarlo en los hermanos del paciente, sino que también otros familiares

como los padres pueden ser haploidénticos.

En esta modalidad de trasplante es importante tener en cuenta la aloreactividad
KIR, ya que se ha asociado con efecto antitumoral, reduccion del riesgo de EICR

y de fallo de injerto.

2.3.4 Otras caracteristicas importantes del donante: Edad, sexo,
serologia citomegalovirus (CMV), compatibilidad ABO y tamafio

corporal.
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La edad del donante tiene repercusion tanto en la facilidad para realizar la
donacion para el propio donante, como en el resultado del TPH. A mayor edad
del donante menor probabilidad hay de realizar una buena movilizacion de PH.
En cuanto a los resultados sobre el TPH, se ha visto que los TPH realizados de
donantes mas mayores se relacionan con una mayor toxicidad. La explicacion a
esto se ha dado basandose en que, a mayor edad, mayor exposicion y

sensibilizacidon a antigenos externos.
Por estos motivos, el donante ideal es aquel de menos de 35-40 afos.

Por otro lado, el sexo también es un factor determinante a la hora de elegir a un
donante.(28) Los TPH realizados de donantes de sexo femenino, sobre todo si
han estado embarazadas previamente, tienen una mayor probabilidad de sufrir
EICR.

En cuanto a la serologia CMV, los peores resultados se han visto en donantes
seronegativos y pacientes seropositivos, ya que las células del donante no tienen
capacidad de generar anticuerpos frente al virus latente, lo cual aumenta la
probabilidad de reactivacion del CMV.(29)

Respecto al grupo ABO, una incompatibilidad mayor no supone descartar al
donante, sin embargo, si que se asocia con una mayor morbilidad del
procedimiento, por lo que, a igualdad de condiciones, siempre es preferible el
TPH ABO compatible.

Por ultimo, el tamafio corporal donante-receptor es otro factor a tener en cuenta.
Un desequilibrio importante a favor del receptor (peso mucho mas elevado que
el donante) puede suponer no obtener un numero suficiente de PH durante el

proceso de obtencion, sobre todo si esta debe de hacerse de médula 6sea.

3. Dosis celular necesaria para el TPH procedente de PHSP

La cantidad de CD34+/Kg infundidas influye en los resultados del TPH, por lo
que es fundamental disponer de una cifra adecuada de CD34+/Kg a infundir
después de haber realizado el tratamiento de acondicionamiento. En el caso del

trasplante autélogo se ha visto una relacion lineal entre la dosis de CD34+
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infundida y el injerto de plaquetas(30). Ademés, también existe correlacién con
el injerto de neutréfilos, de manera que dosis de CD34+ inferiores a 2 x108/Kg
se correlacionan con un peor injerto(31)(32). Por otro lado, la infusion de un
namero demasiado alto de CD34+ puede actuar de manera perjudicial sobre los
resultados del TPH. De esta manera, se han correlacionado altas dosis de CD3+
y de CD34+ en el TPH alogénico con incremento de la incidencia de EICR (33)

y con disminucion de la supervivencia global posterior al TPH (34).

Asi pues, es fundamental la obtencion mediante los procedimientos de
movilizacion y aféresis de una dosis minima de CD34+, asi como no sobrepasar
la dosis objetivo de CD34+ por los efectos adversos que esta puede tener sobre
los resultados del TPH.(35)(36)

La cifra minima de CD34+ a infundir varia en funcién del tipo de trasplante:

- TPH autdlogo simple: 2 x108/Kg

- Doble TPH autélogo: 4 x10%/Kg

- TPH alogénico de donante emparentado HLA idéntico: 4 x10%/Kg(37)

- TPH alogénico de DNE: 5 x108/Kg (esta cifra puede ser variable en
funcién del centro donante y receptor).

- TPH alogénico haploidéntico: 5 x108/Kg

4. Movilizacion de PHSP

4.1 G-CSF. Mecanismo de accidn, principios activos y presentaciones

Debido a que habitualmente en la sangre periférica no hay progenitores
hematopoyéticos, para poder realizar la obtencion de PHSP es necesario en
primer lugar la administracién de un tratamiento de movilizacion. Con este lo que
se pretende es que los PH, células CD34+, migren desde su nicho en la médula
Osea hacia la sangre periférica para poder ser recolectados. Para ello, el farmaco
mas utilizado es el G-CSF.

El G-CSF es producido por nuestro organismo en los monocitos, macrofagos,

células endoteliales, fibroblastos y en células estromales de la médula 6sea. Se
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produce como respuesta ante estimulos infecciosos como las proteinas de las
paredes bacterianas y endotoxinas. Al producirse actia sobre los receptores
situados en células hematopoyéticas aumentando la produccion principalmente
de granulocitos, y también en neutréfilos maduros, activAndolos, aumentando su
citotoxicidad, movilizando sus vesiculas secretoras y estimulando la liberacién

de granulos.

El G-CSF puede ser producido de manera artificial mediante tecnologia
recombinante gracias a la introduccion del gen de G-CSF en el ADN de la
bacteria Escherichia Coli. Con esto se consigue obtener una proteina idéntica a
la proteina humana original, con la Unica diferencia de una metionina terminal

necesaria para su expresion por la bacteria.

Existen diferentes principios activos de agentes recombinantes (filgrastim,
lenograstim), y presentaciones farmaceéuticas como el Neupogen®, Nivestym® y
Zarzio®, habiendo demostrado similar eficacia y seguridad.(38)(39) Ademas de
utilizarse en los protocolos de movilizacion de PHSP, el G-CSF es ampliamente
utilizado en el tratamiento y profilaxis de las neutropenias inducidas por

quimioterapia.

Por otro lado, tenemos las formas pegiladas de filgrastim, pegfilgrastim
(Neulasta®, Nyvepria®). Se trata de presentaciones que tienen un tiempo de
accion mas prolongado que el filgrastim con el mismo mecanismo de accion.
Estas formas se pueden utilizar para el tratamiento de la neutropenia inducida
por quimioterapia, permitiendo una Unica administracién por ciclo, lo cual se
traduce en un mejor cumplimiento terapéutico, aunque con un coste
mayor.(40)(41) Estas ultimas formas no se utilizan habitualmente para la

movilizacion de PHSP.

4.2 Dosis de G-CSF

En la actualidad existen pocos estudios sobre las dosis a utilizar de estos
farmacos para conseguir una adecuada movilizacion de PHSP. La dosis

recomendada de filgrastim es de 10 pg/Kg/dia durante 4-6 dias en pacientes y
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donantes sanos.(38)(42) Con las dosis aprobadas hay estudios realizados con
tasas en torno al 40% de fallo de movilizacion (43)(44) asi como cumplimiento
del objetivo de CD34+ a alcanzar en un solo dia del 53% (45). En estos casos
es necesario realizar un nimero mayor de procedimientos de aféresis, lo cual
implica un mayor consumo de recursos. Ademas, la infusién en el paciente de
un recuento reducido de CD34+/Kg se ha relacionado con consecuencias
negativas en el TPH, con peor injerto y un incremento en los requerimientos

transfusionales y de antibioticos.(36)(43)

En varios estudios se ha comprobado una relacion dosis-respuesta del G-CSF
en donantes sanos(46)(47)(48) y en pacientes,(49)(50)(51)(52) sin embargo, no
existe un consenso sobre la utilidad de utilizar dosis elevadas de G-CSF en
individuos malos movilizadores. Debido a esta discrepancia entre los trabajos
publicados y la practica clinica habitual, seria interesante recabar mas evidencia
para clarificar si dosis elevadas de G-CSF pueden ser beneficiosas para la

movilizacion de PHSP en ciertos individuos.

Existen también estudios sobre la utilidad de utilizar dosis menores de G-CSF.
Algunos de estos han concluido que el utilizar dosis reducidas de G-CSF se
asocia con peores resultados en la movilizacion de PHSP. En uno de estos
estudios las dosis reducidas (3-5 pg/Kg/day) se correlacionaron con obtencién
de recuentos inferiores de CD34+ en sangre periférica.(53) En otro estudio
multicéntrico se comparé estrategias de movilizacion basadas en quimioterapia
junto con dosis estandar de filgrastim (10 pg/Kg/dia) y con dosis inferiores (5
Hg/Kg/dia), siendo los resultados mejores con el uso de dosis estandar (54).

En otro estudio se obtuvo un injerto peor de plaquetas en los resultados
posteriores del trasplante en individuos movilizados con dosis reducidas de G-
CSF.(55) En contraste, en otro de los estudios realizados con dosis reducidas
(5 pg/Kg/dia), se obtuvieron resultados similares en la movilizacion de CD34+ en
comparacion con dosis estandar. (56)

4.3 Efectos adversos G-CSF
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La movilizacion de PHSP con G-CSF es un procedimiento que se lleva haciendo
desde hace afos, y que ha demostrado ser seguro y eficaz. Sin embargo. Todas
las presentaciones de G-CSF estdn asociadas a una serie de efectos
secundarios. Dado que en muchas ocasiones el contexto de administracion de
G-CSF es después de la quimioterapia, en ocasiones es dificil discriminar si los
efectos adversos producidos se deben al G-CSF o a la propia quimioterapia. En
general los efectos son leves. EI mas frecuente es el dolor 6seo que con
frecuencia suele aparecer a nivel lumbar, en la pelvis, costillas, esternon o
huesos largos. Habitualmente este dolor se puede controlar con analgésicos no
opiaceos como paracetamol. Otros efectos frecuentes son las nauseas, vomitos,
fiebre y diarrea. Debido a su mecanismo de accion, también produce
leucocitosis, hiperuricemia, aumento de la lactato deshidrogenasa y de la

fosfatasa alcalina.

Aunque infrecuentes, se han descrito también asociados efectos adversos
graves como reacciones anafilacticas, rotura esplénica, sindrome de liberacién

extracapilar y hemorragias pulmonares.(57)(58)(59)(60)

4.4 Movilizacidon con G-CSF y qguimioterapia

La posibilidad de realizar la movilizacién de PHSP con filgrastim y quimioterapia
también ha sido estudiada. En un ensayo clinico aleatorizado fase Il en
pacientes con MM candidatos a TPH en tandem, se compararon dosis de G-CSF
10 pg/Kg/dia + citarabina 0,4 mg/m?/12 horas 2 dias. Los resultados fueron
favorables en cuanto a obtencion de CD34+/Kg para el grupo con quimioterapia
(61). Por otro lado, en otro estudio realizado también en pacientes con MM, en
el que se compardé G-CSF 8 ug/Kg/dia + citarabina 0,4 mg/m?/12 vs G-CSF 10
pg/Kg/dia, se obtuvieron mejores resultados en cuanto a los recuentos de
CD34+/Kg después de la movilizacion y aféresis en el grupo con quimioterapia,
pero posteriormente se comprobd que este resultado no tenia repercusion
posterior sobre el injerto de neutrdéfilos o plaquetas.(62) En cualquier caso, hay

gue tener en cuenta que afadir quimioterapia a las estrategias de movilizacion
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supone afadir una mayor toxicidad que no siempre es beneficiosa en términos
de tratamiento. Por ello surgié la necesidad de nuevos tratamientos de

movilizacion, como el plerixafor.

4.5 Plerixafor

Se trata de un farmaco que presenta un mecanismo de accion diferente al G-

CSF. Actua como antagonista selectivo reversible del receptor de quimiocina

CXCR4 y bloquea la union de su ligando afin, el factor derivado de células
estromales 1a (SDF-1a), también conocido como CXCL12. Esto da lugar a la
aparicion tanto de células maduras y células pluripotentes en la circulacion

sistémica. (63)

El plerixafor, asociado a G-CSF, es capaz de disminuir las tasas de fallo de
movilizacion en pacientes, asi como disminuir el nimero de dias de aféresis
necesarios para completar el objetivo de CD34+/Kg(64)(65)(66)(67). En los
estudios realizados se ha comprobado que su uso se debe de hacer de manera
preventiva en el dia +4 o +5 de la movilizacién en funcion de las CD34+/uL en
sangre periférica del paciente antes del inicio de la aféresis(68), de manera que
con un calculo de CD34+ preaféresis <10 CD34+/uL estaria indicado
utilizarlo(69). Sin embargo, no hay consenso sobre si se deberia administrar con
cifras intermediasde 10-20 CD34+/pL preaféreis.(42)

Hay que tener en cuenta que actualmente el plerixafor es un farmaco de elevado
coste econdémico y que ademas hay que asociarlo con G-CSF. Por tanto, lo ideal
seria contar con estrategias de movilizacién que optimicen la dosis de G-CSF en

funcién de las caracteristicas de los pacientes y donantes a movilizar.

Existen factores predictores de mala movilizacién(70) como edad avanzada (=
60 afios), estadios avanzados de la enfermedad, tratamiento previo con
radioterapia o haber recibido quimioterapia con fludarabina (71), melfalan,
farmacos alquilantes (30) o = 4 ciclos de lenalidomida.(73)(42) Actualmente no
hay recomendaciones definidas sobre si estos pacientes se podrian beneficiar
de dosis mas altas de G-CSF.(42)
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Por otro lado, el plerixafor se ha asociado con algunos efectos adversos. Los
mas frecuentes son leves, como diarrea, nauseas Yy reacciones locales en el
lugar de inyeccion. Sin embargo, también se han descrito casos que, aunque
infrecuentes son graves, como reacciones anafilacticas e infarto agudo de

miocardio.

5. Aféresis de componentes sanguineos

5.1 Conceptos generales y mecanismos de funcionamiento

El concepto de aféresis se define como una extraccidn selectiva de componentes
sanguineos que se puede realizar con una finalidad terapéutica o de recoleccion
para su posterior utilizaciébn autéloga o alogénica. Para la separacion de los
componentes sanguineos existen diferentes métodos: Filtracion, adhesion y
centrifugacion. Este ultimo es el qgue se emplea en los separadores celulares de
aféresis. Mediante la centrifugacion es posible separar los diferentes
componentes de la sangre en funcion de su densidad, de menor a mayor

densidad: Plasma, plaquetas, linfocitos, monocitos, granulocitos y hematies.

Para realizar un procedimiento de aféresis es fundamental conocer cuél es la
volemia del individuo al que se le va a realizar. Esta se define como el volumen
total de sangre circulante, que suele ser alrededor de un 8% del peso corporal.
La volemia puede variar mucho de un individuo a otro en funcién del peso, el
sexo Yy la talla. La formula mas ampliamente utilizada para su calculo es la de
Nadler.(74) Hay que tener en cuenta que no es una formula valida para nifios y

gue es diferente para hombres y mujeres:

Volemia hombres = [(Talla en metros)® x 0,3669] + (0,03219 x peso en Kg) +
0,6041

Volemia mujeres = [(Talla en metros)® x 0,3561] + (0,03308 x peso en Kg) +
0,1833
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Una vez que conocemos la volemia de un individuo podremos calcular:

Volumen plasmatico = Volemia x (1 — hematocrito)

Volumen eritrocitario = Volemia x hematocrito

Por otro lado, para realizar cualquier procedimiento de aféresis es necesario

disponer de accesos venosos, los cuales pueden ser:

- VVP: Son de eleccién sobre todo en donantes sanos. El que se puedan
utilizar o no va a depender de la calidad venosa del individuo. Por
desgracia no siempre es posible disponer de ellos y hay que recurrir a la
implantacion de catéteres centrales. Siempre sera necesaria una
valoracién previa por un equipo de enfermeria especializado que pueda
definir si el individuo es apto o no para la utilizacion de acceso vascular
periférico. En la mayoria de los casos estos accesos se retiran al finalizar
el proceso de aféresis.

- CVC: Pueden ser de localizacién yugular, subclavia o femoral (estos
altimos son de corta duracion). La manipulacion de estos debe ser estéril.

- Fistula arterio-venosa: Puede ser autdloga o protésica. Este tipo de
acceso venoso es habitual en pacientes que ademas de procedimientos
de aféresis estan en protocolos de hemodialisis. No es habitual en

pacientes hematoldgicos.

5.2 Principales aplicaciones de la aféresis

Como hemos explicado, mediante la aféresis se pueden separar y extraer

diferentes componentes sanguineos con diferentes objetivos:

5.2.1 Donacion: Consiste en la extraccion, de plaquetas, plasma o
hematies a un donante para su posterior uso como transfusion

para un paciente.
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5.2.2 Aféresis terapéuticas: Consiste en la extraccion o recambio

para su posterior eliminacion de componentes celulares que el

paciente tiene en exceso o bien el recambio de componentes

patologicos por fluidos de reposicion. Las mas importantes son:

5.2.2.1

5.2.2.2

5.2.2.3

5.2.2.4

5.2.25

Recambio plasmético: Extraccion de al menos un
volumen plasmatico y sustitucion por una solucion de
reposicion que suele ser albumina 5% o plasma
procedente de donacion (este ultimo se utiliza en casos
de puarpura trombocitopénica trombotica).

Leucoaféresis: Extraccion para su posterior eliminacion
del exceso de leucocitos. Se utiliza en casos de
hiperleucocitosis extrema en LMA (leucocitos > 100
x10%/L) y LLA (leucocitos > 400 x10°/L)

Recambio eritrocitario: Consiste en la sustitucion de
hematies patologicos por hematies sanos procedentes
de donacion. Sus indicaciones son principalmente en
anemia drepanocitica, malaria e intoxicaciones
(derivados del petrdleo, arsénico y anilinas).
Eritroaféresis: Extraccion de exceso de glébulos rojos.
Sus indicaciones son principalmente las poliglobulias y
casos de sobrecarga férrica.

Trombocitaféresis: Consiste en la extraccion para su
posterior eliminacion del exceso de plaguetas. Su
utilizacion es infrecuente y se da en casos de
complicaciones isquémicas severas que nos responden
a tratamiento médico en contexto de Neoplasias

Mieloproliferativas Cronicas.

5.2.3 Aféresis de PHSP: Consiste en hacer pasar el volumen

sanguineo de un individuo a través de un separador celular para

que este consiga separar los PH del resto de componentes

celulares para asi poder ser extraidos y utilizados para un posterior

TPH autdlogo o alogénico.
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5.3 Separadores celulares utilizados en aféresis

Todos los separadores celulares tienen en comun ser capaces de separar los

componentes sanguineos gracias a diferentes mecanismos. Como hemos dicho

en el apartado 5.1, el mecanismo principal es el de centrifugacion. Los elementos

principales del separador celular son:

6.

8.

Centrifuga: Es el elemento principal y mas complejo de un separador
celular. Esta centrifuga consta de un recipiente que puede ser de tipo
campana, cinturén o doble compartimento. Segun el producto sanguineo
gue deseemos obtener se podra usar una fuerza de centrifugacion de
diferente intensidad, la cual cambiara la disposicion de los componentes
sanguineos. Esto lo podemos ajustar mediante el factor de concentracién
del separador.

Bombas peristélticas: Habitualmente estas se utilizan como contador del
liquido que bombean y pueden ser de flujo continuo o discontinuo.
Valvulas: Se encargan de dirigir los componentes a lo largo del circuito.
Sensores oOpticos: Determinan la posicion de las capas. Algunos incluso
pueden desactivar o modificar el sistema en caso de deteccién de

plasmas anormales.

10.Sensores de presion: De salida del paciente (presion negativa), de retorno

al paciente (presién positiva) y de presion del propio sistema.

11.Detectores de fugas y de aire.

12. Atrapaburbujas.

13.Filtros: Pueden ser de agregados plaquetarios, de microbios o

leucoreductores.

En todos ellos es necesaria la infusion de anticoagulante al individuo al que se

le esta realizando la aféresis para evitar que se coagule el sistema. El

anticoagulante mas utilizado es la combinacion de citrato, dextrosa y adenina

formula A (ACD-A). Se trata de un anticoagulante que actia quelando cationes

divalentes (calcio y magnesio), bloqueando asi la activacién de los factores de la
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coagulacion. Su efecto es a nivel extracorporeo sin producir anticoagulacion en

el propio individuo.

Los efectos adversos derivados de su uso se deben a que al contener citrato su
metabolismo produce bicarbonato en el higado, lo cual puede dar lugar a
alcalosis metabdlica y a que, por otro lado, al ser quelante del calcio y magnesio

produce hipocalcemia e hipomagnesemia.

La hipocalcemia es la responsable de los efectos adversos mas frecuentes
derivados de los procedimientos de aféresis: parestesias periorales y en dedos,
nauseas, vOmitos, calambres y espasmos musculares y en casos graves
arritmias. Para evitarlos, en muchos centros lo que se hace es infundir calcio y

magnesio durante el procedimiento de aféresis.

Existen diferentes modelos de separadores celulares. Algunos dispositivos
utilizados hace afios como Cobe Spectra y Haemonetics MCS+ actualmente
estdn practicamente es desuso y han dejado paso a dispositivos mas
sofisticados como Amicus (Fresenius-Kabi®) y Spectra Optia (Terumo BCT®).
Tanto Amicus como Spectra Optia funcionan mediante un sistema de
centrifugacion para separar en estratos en funcion de su densidad las diferentes
células y moléculas que configuran la sangre total. Sin embargo, el mecanismo

no es exactamente el mismo.

En Spectra Optia existe un sistema de cinturén: Se trata de un recipiente flexible
con una entrada y varias salidas por las que van saliendo los diferentes
componentes sanguineos y a la vez las células son sedimentadas contra la pared

externa del cinturén.

En Amicus hay un sistema de doble compartimento: En el primer compartimento,
se separan los componentes celulares mediante combinacién de la
centrifugacion y la aspiracion contra centrifugacion. A este sistema se le conoce
como elutricion: Consiste en provocar el movimiento de un componente en una

direccion diferente a la de la centrifugacion.

Actualmente el separador mas utilizado para las aféresis de CD34+ es Spectra

Optia debido a su facil manejo, buenos resultados y permitir trabajos a flujos

33



sanguineos elevados, por lo que permite procesar un numero elevado de

volemias.

Existen estudios en los que se ha comparado el uso de Cobe Spectra y Spectra
Optia, con el objetivo de analizar si Spectra Optia era igual 0 mas efectiva que
Cobe Spectra. En algunos de ellos se demostré6 que los resultados en la
eficiencia de recoleccion de CD34+ eran similares en ambos dispositivos,
(75)(76) asi como la tasa de efectos adversos.(77) En otros estudios realizados
se ha demostrado que Spectra Optia es incluso mejor que Cobe Spectra, con
mejores resultados de eficiencia y con una menor contaminacion del producto.
(78)(79)(80)

13.1 Fdérmulas de eficiencia: CE1y CE?2

En aféresis hay diferentes férmulas que son de utilidad para llevar a cabo un
procesamiento correcto del volumen sanguineo y obtener el producto
deseado.(74)

Ademas de la formula de Nadler para el célculo de la volemia que hemos descrito

en el apartado 5.1, existen otras formulas importantes en aféresis de PHSP.

Una de las mas importantes es la de la eficiencia de recoleccion. El concepto es
el nimero de células recogidas sobre el total de células procesadas por el
separador celular. Esta formula se puede utilizar para PH CD34+ pero también
para la recoleccién de otras células, como la aféresis de plaquetas. Existen dos

variantes de la formula de eficiencia, CE1 y CE2:

CE1l = [(CD34+ totales en el producto) / (((CD34+ preaféresis + CD34+

postaféresis) / 2) x volumen sanguineo procesado)] x100.

CE2 = [(CD34+ totales en el producto) / (CD34+ preaféresis x volumen

sanguineo procesado)] x100.
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Como podemos apreciar en las formulas, la diferencia fundamental entre ambas
es que para calcular la CE1 es necesario conocer la determinacion de CD34+
postaféresis circulantes en el individuo. Este pardmetro no siembre se determina
en la mayoria de los hospitales, por lo que en general resulta mas préactico

conocer el valor de CE2.

13.2 Férmula de eficiencia para el célculo de volumen sanguineo a

procesar

Al realizar un procedimiento de aféresis para la obtencion de un objetivo de
CD34+/Kg, una de las preguntas que debemos plantearnos es que VST o

cuantas volemias necesitamos procesar en el separador celular.

En muchos centros se procesa un estandar fijo que suele estar alrededor de las
3 volemias.(37) Sin embargo, procesando un numero fijo de volemias en todos
los individuos que se realizan aféresis sin individualizar puede suponer un error
en cuanto a no recoger el numero suficiente de CD34+/Kg necesarias para el
TPH. De aqui surge la idea de intentar individualizar que volumen o que namero

de volemias es necesario procesar en cada individuo.

Una manera de calcular el VST que es necesario procesar es conocer la
eficiencia.(81)(82) Se trata de una férmula de la cual podemos despejar el valor
de “VST procesado” una vez que conocemos el valor de la eficiencia, de tal forma
gue podremos saber que volumen de sangre del paciente es necesario procesar

para alcanzar el objetivo deseado CD34+/Kg:

VST a procesar = (CD34+ totales en el producto x volumen del producto) /
(CD34+ preaféresis x CE2)).

Las ultimas recomendaciones establecen las volemias necesarias a procesar en
3, pero no esta claro si se podrian procesar un menor nimero de volemias en

pacientes o donantes sanos buenos movilizadores y si seria util 0 no procesar
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mas volemias en pacientes o donantes sanos malos movilizadores para alcanzar
el objetivo de CD34+/Kg (42).

13.3 Factores que pueden afectar a la eficiencia

Como hemos dicho en el apartado anterior, conocer el valor de la CE2 puede ser
muy Util para poder calcular que volumen de sangre hay que procesar en el
separador celular. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la eficiencia de los
procedimientos de aféresis no es la misma en todos los pacientes y donantes,
sino que hay factores que pueden afectarla. Si utilizaramos el mismo valor de
CEZ2 para todos los procedimientos, estariamos infraestimando el volumen que
hay que procesar en aquellos individuos con un valor de CE2 disminuido y supra
estimandolo en aquellos con una CE2 elevada. Por este motivo, es fundamental
conocer que CE?2 tiene cada individuo. Para ello es fundamental disponer de un
registro adecuado de procedimientos que permita saber el valor de la CE2 de los
individuos, para asi poder analizarla y poder saber qué factores pueden influir en
la misma. Disponer de bases de datos sobre los valores de los procedimientos
de aféresis realizados en un servicio es de vital importancia para poder optimizar

los procedimientos sucesivos.(83)

En varios estudios realizados se han analizado factores que pueden influir en el

valor de la CE:

- Edad: A mayor edad, menor valor de la CE.(84)

- Donante sano o paciente: Hay estudios en los que se han encontrado
valores superiores de CE en donantes sanos respecto a pacientes.(85)
En contraposicién en otros ha pasado justo lo contrario, encontrando
valores inferiores de CE en donantes sanos,(82) mientras que en otros no
se han encontrado diferencias.(86)

- Utilizacion de CVC: Se ha correlacionado el ser portador de CVC con un
menor valor de la CE respecto a la utilizacion de VVP.(84) En esta
correlacion debemos de tener en cuenta el posible sesgo que implica el
hecho de que la mayor parte de individuos que se realizan aféresis con
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CVC son pacientes, mientras que los donantes sanos en su mayoria se
realizan la aféresis mediante VVP.

- Farmacos utilizados en la movilizacion: En un estudio realizado se
comparo el valor de CE entre aféresis de individuos movilizados solo con
G-CSF e individuos movilizados con G-CSF y plerixafor. La CE fue
superior en individuos movilizados solo con G-CSF.(87) En otro estudio
se comprob6 que en los individuos movilizados con plerixafor se
conseguian valores de CE superiores si la aféresis se realizaba el mismo
dia de la administracion de plerixafor respecto a si se realizaba al dia
siguiente. (88)

- Recuento de leucocitos preaféresis: Se ha correlacionado una cifra
elevada de leucocitos preaféresis con una menor CE.(89)(90)

- VST procesado: El procesamiento de un VST elevado se ha
correlacionado con valores menores de CE.(89)

- Hematocrito: Valores de hematocritos elevados se han relacionado con
valores mas reducidos de CE.(90)

- Albumina: También se ha encontrado relacién entre valores elevados de

albumina y disminucién de la CE.(90)

13.4 Estudios realizados basados en férmulas de eficiencia

Hay diferentes estudios que se han realizado para mejorar las estrategias de
aféresis de PHSP utilizando la formula CE como herramienta para calcular las
volemias necesarias a procesar y disminuir asi el nimero de dias de aféresis
necesarios para alcanzar el objetivo CD34+/Kg, disminuir el tiempo necesario de
aféresis para pacientes con buena movilizacion y disminuir el nimero de dosis

necesarias a utilizar de filgrastim y plerixafor.

Algunos de estos estudios se han realizado en donantes sanos: En el estudio
llevado a cabo por Godbey et al. (91) se calcularon las CE2 de 98 donantes
sanos y se utilizé el percentil 25 de esta para calcular el volumen a procesar de
manera prospectiva. Con los calculos realizados se consiguié alcanzar el
objetivo deseado de CD34+/Kg en un 93% de los casos. Ademas, se comparé
el uso de los separadores celulares COBE Spectra y Spectra Optia, siendo los
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resultados favorables a Spectra Optia. Por otro lado, (92) Almeida-Neto et al.
utilizaron un valor de CE del 30% para la implementacion de la férmula en 307
donantes sanos, pero no llevaron a cabo un calculo retrospectivo de la misma.
Como separador celular utilizaron COBE Spectra y concluyeron que un calculo
de la CE histérico en cada servicio puede ayudar a optimizar la recoleccion de
CD34+.

Otros estudios se han realizado en pacientes y donantes sanos como el de
Laberfinger et al., en el que se hizo el andlisis retrospectivo de las CE de 107
aféresis (85) obteniéndose valores de CE de 52% y 57% para pacientes y
donantes sanos respectivamente que posteriormente fueron implementados
para el calculo del VST a procesar. Gracias a la implementacién de estos
calculos se consiguié disminuir el nUmero de dias necesarios de aféresis, el
tiempo de procesamiento y la tasa de infusion de anticoagulante. El estudio de
Ono Y et al.(86) fue realizado también en pacientes y donantes sanos. Se
calcularon las CE de manera retrospectiva y se utilizaron los percentiles 10 y 50
para elaborar un modelo predictivo. Con el percentil 90% se acert6 en el modelo
predictivo en el 100% de los casos.

En los estudios mencionados se utilizaron valores de CE calculados de manera
retrospectiva, sin embargo, no individualizaron los valores de CE en funcion del

individuo en el que se fuera a realizar la aféresis.

En la tablal exponemos un resumen de estos estudios realizados con las N que

se utilizaron y los separadores celulares empleados.
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Tabla 1. Estudios con utilizacion de

volumen a procesar en aféresis.

formulas de eficiencia para céalculo de

Estudio Individuos Célculo N para el Valor de CE2 N de individuos Separador
analizados retrospectivo calculo utilizado en los que se celular utilizado
CE: Si/No retrospectivo . aplico la formula
(percentil)
CE prospectiva
Godbey Donantes Si 98 40% (25) 88 COBE Spectray
et al. sanos Spectra Optia
Almeida- Donantes No NA 30% 307 COBE Spectra
Neto et al. sanos
Laberfing Pacientes y Si 107 52% pacientes, 62 Spectra Optia
eretal. donantes 57% donantes
sanos sanos
Oono Y et Pacientes y Si 146 33,4% (10) y 52,5% 65 COBE Spectray
al donantes (50) Spectra Optia
sanos
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Hipotesis

. Las dosis altas de G-CSF (superiores a 10 pg/Kg/dia) administradas en
individuos (pacientes o donantes sanos) para la movilizacién de PHSP,
no incrementan la cantidad de células CD34+ movilizadas desde la
médula ésea a sangre periférica.

. Mediante la formula de eficiencia CE2 es posible calcular las volemias a
procesar en los procedimientos de aféresis de PHSP.

. Es posible elaborar una férmula de eficiencia para la aféresis de PHSP
individualizada segun diferentes caracteristicas de los pacientes y
donantes sanos que permita predecir las volemias necesarias a procesar.
. Mediante la implementacion de la formula de volemias a procesar es

posible optimizar la aféresis de PHSP.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es elaborar estrategias de optimizacion
para la movilizacion y aféresis de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica. Para ello establecemos los siguientes subobijetivos:

1. Comparar la cantidad de células CD34+ movilizadas desde médula
Osea a sangre periférica en donantes que reciben dosis bajas y dosis altas
de G-CSF.

2. Elaborar una férmula basada en el conocimiento de la eficiencia de
aféresis CE2 que permita calcular cuantas volemias es necesario
procesar en un individuo para alcanzar el objetivo de CD34+/Kg.

3. Comprobar que la formula elaborada tiene la capacidad de predecir
de manera adecuada las células CD34+ que se van a obtener procesando
un determinado volumen sanguineo.

4. Evaluar el resultado de implementacion de esta férmula y sus

consecuencias en la practica clinica habitual.
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Material, métodos y resultados

1. Comparison between standard and high dose of G-CSF for mobilization

of hematopoietic progenitors cells in patients and healthy donors.

Resumen del articulo:

Actualmente la dosis estandar recomendada de G-CSF para la movilizacion de
PHSP es de 10 pug/kg/dia. En nuestro trabajo, el objetivo fue analizar si
determinados pacientes o donantes sanos podrian beneficiarse de dosis altas de
G-CSF. Para ello realizamos un analisis multicéntrico retrospectivo de los
procedimientos de movilizacion de PHSP en pacientes y donantes sanos,
comparando individuos que recibieron dosis estandar de G-CSF (10 pg/Kg/dia
durante 4 dias en pacientes y donantes sanos) y los que recibieron dosis altas
(24 pg/Kg/dia durante 4 dias en pacientes y 16 pg/Kg/dia durante 4 dias en
donantes sanos).

En el estudio se incluyeron en total 496 individuos (201 dosis estandar y 295
dosis alta). No encontramos diferencias significativas en la mediana del numero
de células CD34+ movilizadas/mL, ni entre donantes sanos (77 100 vs 75 500
respectivamente, p = 0,895), ni en pacientes (34 270 vs 33 704 respectivamente,
p = 0,584) entre dosis estandar y dosis altas respectivamente. Ademas, también
realizamos un subanalisis entre aquellos con la misma patologia subyacente, sin
encontrar tampoco diferencias entre la dosis estandar y las dosis altas. Por otro
lado, las dosis altas de G-CSF no se asociaron con una incidencia menos
frecuente de movilizadores deficientes (<20 000 células CD34+/ml) ni en
donantes sanos (1 [1,3 %] frente a 0; p = 0,218) ni en pacientes (30 [24,4 %] vs
32 [18,1%)]; p = 0,165). El analisis multivariado mostro que la edad, el sexo y la
dosis de G-CSF no influyeron en la mediana del namero de células CD34+
movilizadas/mL en donantes sanos o pacientes. Sin embargo, la patologia
subyacente entre los pacientes influy6 significativamente en la movilizacion de
células CD34+. En donantes sanos, el hemograma mostré6 un recuento de

leucocitos y plaquetas significativamente mas alto con dosis altas de G-CSF,
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mientras que en los pacientes solo se encontré un recuento de plaguetas mas

alto.
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A standard dose of 10 pg/kg/day granulocyte colomy stimulating factors (G-C5F) is currently recommended
for hematopoietic progenitor cells (HPCs) mobilization. Our aim was to analyze whether certain patients
or healthy donors could benefit from high dose of G-CSEWe performed a retrospective multicenter anal-
ysis of HPCs mobilization procedures (2015-2020) in patients and healthy donors. Those who received
standard dose of G-CSF (10 pg/Kg/day for 4 days to patients and healthy donors) and those that received
higher dose (24 pg/Kg'day for 4 days to patients and 16 pg/Kg/day for 4 days to healthy donors) were
compared 4956 individuals were included (201 standard dose and 295 higher dose). Between standard or
higher dose, we did not find significant differences in median number of mobilized CD344 cells/ml, nei-
ther among healthy donors (77 100 ws 75 500 respectively, P = 895), nor in patients (34 270 vs 33 704
respectively, P = 584). Additionally, among those with the same underlaying pathology the comparison
between standard and higher dose did not showed differences. High G-C5F dose was not associated with
a less frequent incidence of poor mobilizers (<20 000 CD34+ cells/mL) neither in healthy donors (1 [1.3%]
vs ; P = 218) nor patients (30 [24.4%) vs 32 [18.1%]; P = 165). Multivariate analysis showed that age,
gender, and G-CSF dose did not influence median number of mobilized CD34+ cells/ml in healthy donors
or patients. However, the underlying pathology among patients significantly influenced the CD34+ cells
maobilization. In healthy donors, cellular blood count showed significantly higher leukocytes and platelets
count with G-CSF high-dose, while in patients just a higher platelets count was found. To conclude, high
dose of G-CSF compared to standard dose did not show significant benefit in terms of mobilization of
(D34+ cells in healthy donors or in patients, also without a decrease in the incidence of poor mobilizers.

@ 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

Autologous and allogeneic hematopoietic stem cell transplanta-
tion (HSCT) are the treatment of choice in several hematological
diseases. An essential step is o obtain hematopoietic progenitor
cells (HPCs), by direct extraction with repeated punctures in the
pelvic bone or by peripheral blood collection (PBEC) with apheresis
devices. PBC procedure precises a previous HPCs mobilization from
the bone marrow wsing a cytokine, chemotherapy or both drugs.
Currently, PBC is the most widely used technique due to its greater
availability, safety. and good results in HSCT [1-4].
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The granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) is the main
cytokine being used for HPCs mobilization. Different active prin-
ciples (e, filgrastim or lenograstim) have shown similar efficacy
and safety [5.6). Currently, a standard dose of 10 pg/Kg/day of G-
CSF for 4-6 days is recommended in healthy donors and patients
[7.2]. However, the use of standard dose have shown an HPCz mo-
bilization failure rate up to 30% [9.10].

A dose-response relationship with G-CSF has been demoan-
strated in healthy donors [11-13] and in patients [14-17]. However,
there is not a consensus about its usefulness of higher dose in sub-
jects with risk factors for poor mobilization [7].

Because of this discrepancy between published manuscripts and
current practice, it would be interesting to get more evidence to
clarify if high doses of G-CSF could be beneficial. The aim of our
study was to figure out if certain patients or healthy donors could
benefit from high dose of G-C5F (=10 pg/Kg/day) instead of stan-
dard dose, improving the efficacy of HPCs mobilization with a
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Table 1
Characteristics of the healthy donors and patients from both groups, standard and high dose of G-CSE
Standard dose” High dose” Pvalue
Healthy donors Male: Female 1:1 1:1 B
Age (years). Median [IQR]. 38(31 -50) 47 (3T - 57) o2
Weight (kilograms). Median [IQR). 76 (65 - 87) 75 (64 - 85) A8
Patients Male: Female 1:1 1:1 452
Age (years). Median [IQR] 56 (45 - 66) 57 (49 - B2) 55
Weight (kilograms). Median [IQR). T2 (60 - 83) 73 (63 - 83) T8
Underlying pathology. Multiple Myeloma T2(358) 108 [36.6) 05
NZ
= Mon-Hodgkin Lymphoma 27 (134) 50 (18.9)
Hodgkin lymphoma 9 (45) i
Autoimmune disease 3(15) 11 [3.7)
Solid tumor 4(2) 20T
Crohn disease 1{05) 31
Others T(35) o[m

4 Srandard dose: 10 pg'Kgiday in healthy donors and patients;
b High dose: 16 pg/Ka/day in healtty donors and 24 pg/Kg'day in patients

higher CD34-+cell/mL value and lower poor mobilizer incidence.
Other variables related with HPCs mobilization outcomes and the
effect of different dose of G-CSF on complete blood counts [(CBC)
were also assessed.

Materials and Methods

We performed a retrospective multicenter registry, joining data
from two tertiary hospitals with different HPCs mobilization proto-
cols to compare the results cbtained: One center uses high doses
and the other uses standard doses. HPCs mobilization procedures
with G-CSF between 2015-2020 from both tertiary hospitals were
identified. Different G-CSF dose was used depending on the pro-
tocol of each hospital, therefore, the assignment of individuals
to receive standard dose or high dose depended on each hospi-
tal. Hospital Ramdn v Cajal (Madrid, Spain) use a standard dose
of 10 pg/Kgfday for borh patients and healthy donors. Hospital
Clinic (Barcelona, Spain), center with a recognized experience and
apheresis collections volume [18], uses higher dose of G-CSF: 24
pg/Kgfday for patients and 16 pg/Kg/day for healthy donors. All
subjects received filgrastim as G-C5F drug, with a total daily dose
of G-CSF administered in 2 equal doses nwice a day and rounded
to suit the 300 pg and 480 pg pharmaceutical presentations. G-
(CSF dose were based on actual body weight. Duration of exposure
to G-CSF was 4 days in both hospitals. Peripheral blood CD34+
cell count was performed on the morning of 5th day (08:00 hour
AM) after starting G-C5F. Adequate mobilization was considered
when CD34+celllmL value was higher than 20 000 cellsimL A
value lower than 20 000 cells/mL at 5th day was considered poor
mobilization [19-23]. CD34+ cells were quantified in both hospi-
tals using single-platform fluorescence analysis (International Soci-
ety for Hematotherapy and Graft Engineering protocol) [24]. Those
patients that received any other drug other than G-CSF, includ-
ing chemotherapy or plerixafor, as part of the mobilization scheme
were excluded from the study. Adverse events associated with G-
CSF were defined according to Common Terminclogy Criteria for
Adverse Events (CTCAE), Version 5.0 [25]. The incidence of adverse
events grade 3 or higher was collected in a questionnaire made
to all patients on the fifth day of G-CSF administration. Prior ap-
proval was requested from the Ethics Committee for Drug Research
of both participating hospitals (Hospital Ramon v Cajal and Hospi-
tal Clinic). Both committees gave a favorable response to carry out
the study. All the individuals mobilized in both hospitals signed
an informed consent before mobilization and apheresis protocol,
with standard G-C5F dose in Hospital Ramon y Cajal and high G-
CSF dose in Hospital Clinic. Informed consent for their data analy-
sis in our study was not required by the ethics committees in both
participating hospitals, due to retrospective nature of our study.

Statistical Analysis

Categorical variables were reported as frequency and percent-
age. Continuous guantitative variables followed a non-normal dis-
tribution determined by the Kolmogorov-Smirnov test, and thus
they were reported as median and interguartile range (IQR). The
association between wvariables was analyzed using statistical tests
according to the type and number of variables, and the sample
size. For the correlations bemween categorical variables, we used
the Chi square test. The analytical counts of CD34+ cells/mL fol-
lowed a non-normal distribution in all the subgroups analyzed. so
the non-parametric Mann-Whitney U test was used to analyze the
association between 1 guantitative variable and 1 gualitative and
Kruskal-Wallis test in case of =2 guantitative variables. Multiple
linear regression analysis was used to establish the relationship be-
tween variables. Statistical significance was set at P =.05. Statistical
analysis was performed with software (IBM SPSS Statistics 25, IBM
Corporation. Armonk, NY, USA).

Results

We included 496 consecutive mobilized individuals (healchy
donors and patients) in the study: 201 with standard G-CSF dose
and 295 with higher G-C5F dose. Individuals’ demographic and
clinical characteristics are listed in Tahle 1. Comparison of back-
ground variables between those with standard and high dose did
not found differences, with the exception of healthy donors group
that received high dose, who were significantly older (38 years
[IQR 31-50] vs 47 years [IQ 37 - 57]; P = .002).

The comparison of mobilized CD34+ cells/mL values between
standard and high dose groups did not find significant differ-
ences neither in healthy donors (77 100 vs 75 500 respectively;
P = .B95), nor in patients (34 270 vs 33 704 respectively; P = .584),

A multivariable linear analysis was performed to understand
the influence of different variables previously hypothesized as poor

values (Table 2). In both. healthy donors and patients. the variables
age, gender, and G-C5F dose did not influence the CD34+ cells mo-
bilization. Among patients, underlying pathology significantly in-
fluenced CD34+ cells mobilization. The comparison of CD34+ cells
values between standard and high doses among those with the
same underlying pathology are shown in Table 3. Mo significant
difference was found in any subgroup between standard or high
G-C5F dose.

Regarding poor mobilizers incidence (<20 000 CD34+
cells/mL), high G-C5F dose was not associated with a less fre-
quency neither in healthy donors (1 [1.3%] wvs 0; P = .218) nor in
patients (30 [24.4%] vs 32 [1B.1%]; P = .165). In patients, even if the
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Table 2
Multiple linear regression analysis: Vanables that affect the mobilization of
CO34d+ cells

Beta standardized Statistical
coefficient significance
Health donors
Age (years) -0u02 0.76
Gender (Male vs fermale) -0.13 0.08
Doses G-C5F (standard vs High -0.05 047
doses)
Patients
Age (years) -3 022
Gender (Male vs female) -0u04 047
Underlying pathology 012 0.0
Doses G-C5F (standard vs High -0.11 0.06

doses)

comparison was made in each underlaying pathology subgroup,
no significant differences were found (Table 4).

We analyzed CBC (leukocytes. hemoglobin. and platelets) on the
5th day of mobilization in healthy donors and patients (Table 5). In
healthy donors, high-dose G-C5F group was associated with signif-
icantly increased leukocyte and platelet count, but a significantly
lowwer hemoglobin value. In patients, high dose of G-CSF was as-
sociated with significantly higher platelet count, although, we did
not find differences in leukocytes or hemoglobin values.

Regarding safety, any adverse effect grade 3 or higher (accord-
ing to the CTCAE terminology) was reported among all studied
subjects.

Discussion

Qur study provides interesting information about HPCs mobi-
lization with high G-CSF dose. presumed to be related with im-
proved CD34+ cell/mL values and reduced poor mobilization inci-
dence. In our study, the use of high G-CSF dose was not associated
with an increased CD34+ cell/mL among healthy donors or pa-
tients. Also, high G-CSF dose did not reduce the poor mobilization
incidence. Lack of influence of high G-C5F dose was also confirmed
by multivariate analysis, in which only underlying pathology had
a significant influence on CD34+ cells mobilization. Among pa-
tients, high G-CSF dose was not associated with improved HPC
mobilization outcomes in any specific underlying pathology. Stan-
dard G-C5F doses has shown HPCs mobilizarion failure rates of up
to 30% [2,10). In these cases, it is necessary to perform a greater
number of apheresis procedures, what means a greater consump-
tion of resources. Furthermore, it is related to lower guantity of
CD34+ cells/Kg of recipient which is associated with negative con-
sequences in HPCs transplantarion: worse graft result [28] and in-

Table 4
Differences between both groups in the incidence of poor mobilizers [« 20
000 CD34+ cellsiml) in patients according to underlying pathology

Underlying pathology Standard dosse High dose P value
Multiple Myeloma 1572 (20.8%) 15/108 (139%) 221
No Hodgkin lymphoma 10/27 (37%) 14/50 (28%) A14
Hodgkin Lymphoma 2{9 (22 2%) 1/3 (33.3%) 7
Autoimmune disease 1/3 (33.3%) 2411 [1B.2%) 71
Solid tumor 1/4 (25%) 02 [05E) A39
Crohn disease o1 (o) 02 (05 MNA

creased use of transfusions and antibiotics [29]. Several studies
have described that low dose of G-CSF (3-5 pg/Kglday) are asso-
ciated with lower obtained CD34+ cells count [30.31], also cor-
related with a worse platelet graft [32]. In contrast, some stud-
ies with low G-C5F dose (5 pg/Kg/day) obtained similar results of
CD34+ cells/mL in comparison with standard dose [33]. HPCs mo-
bilization with higher G-C5F dose have been justified assuming a
dose-dependent drug effect. with the hypothesis that a higher G-
C5F dose would improve HPCs mobilization outcomes and CD34+
cell/mL values in peripheral blood. which must be associated with
a lower mobilization failure incidence, berter graft success and
a lower consumption of resources. Evidence with this increased
posology is scarce, and few studies have compared standard and
higher doses [11-17,34]. All of them concluded that high G-CSF
dose achieved better HCPs mobilization, with an increased CD344
cells/mL count and reduced poor mobilizers incidence. As we con-
cluded above, our results are opposed to those previously men-
tioned, without differences in favor of high G-C5F dose in healthy
donors or patients. These results suggest the futility of G-CSF high
dose, what would be in line with current clinical consensus doc-
ument's recommendation what support standard G-C5F dose as
initial approach for HPCs mobilization [7,8]. The different out-
comes regarding other studies could be explained by our study
methodology. Previous studies have important limitations, such as
small population studied [12.16,17], others were performed only
in healthy donors [11,13], in pediatric population [15] or in adults
with non-hematological diseases [14]. In others the effect of G-CSF
dose in CD34cells/ml values was not the primary objective [34].
The strength of our work is that it has been done in a large sam-
ple of patients and healthy donors and focused on standard and
high G-CSF dose comparison. Even so, interindividual differences
in G-C5F pharmacokinetics/pharmacodynamics, drug interactions
or specific genetics polymorphism could explain the lack of good
results with high doses. It might exist a possible “ceiling effect”
with these drugs, still not elucidated. Further research and focused
studied should be perfformed to provide more evidence. It is widely

Table 3
CD34+ cells/mL counts in patients according to underlying pathology
Underlying pathology Standard dose High dose Pvalue
Multiple Myeloma 41 710 (21 697 - T7110) 34 174 (24 695 - 53 330) 159
N-=72 M- 108
No Hodgkin Lymphoma 25 330 (16 58D - 33 310) 32 146 (16 165 - 49 371) 253
N=17 M = 50
Hodgkin Lymphoma 38 460 (20 375) 29 753 AB2
N-19 N=3
Autoimmune disease 34 340 49 000 (21 613 - BO 483) 1.0
N=-3 N=11
Solid tumor 27 B25 (18 TET - BE 665) 30 215 1.0
MN-4 N=2
Crohn disease 116 5200 120 D40 1.0
N=1 MN=3

Values are expressed as median (interguartile range)
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2. Prediction of blood volume to be processed to achieve a target number
of CD34+ cells: development, validation, and implementation of a
formula.

Resumen del articulo:

El calculo del volumen de sangre total (VST) que se debe procesar para lograr
el numero objetivo de células CD34+ se puede lograr mediante el uso de la
férmula de eficiencia de recoleccion (CE2). Nuestro objetivo fue desarrollar una
férmula accesible a través de una web para calcular el VST a procesar.

Para ello calculamos la CE2 de las aféresis realizadas entre enero de 2015 y
marzo de 2020 en donantes sanos y pacientes. Desde mayo de 2020 hasta mayo
de 2021, validamos una férmula:

VST a procesar = (Células objetivo CD34+ en el producto) / (Células CD34+
preaféresis x CE2)) *100.

Posteriormente, comparamos los resultados de la implementacion de esta
férmula (post-formula) con los resultados de los procedimientos realizados antes
de su implementacion (pre-férmula), cuando se realizaba la recoleccion de

volumen de sangre total estandar de 3 volemias.

La CE2 se calculé en 384 procedimientos de aféresis. La CE2 fue mayor en los
donantes sanos que en los pacientes (53£17% vs 48+15%; p=0,008). La CE2
fue mayor en MM y LNH que en LH (48%£15%, 48+15% y 42+13%
respectivamente; p=0,008). Nuestra formula (disponible en un sitio web:
Publisheet) se utilizd prospectivamente en 54 individuos. La formula fue muy
precisa: las células CD34+/Kg predichas frente a las recolectadas tuvieron un
valor r de 0,89 (p < 0,0001). Comparamos sus resultados con 78 individuos pre-
férmula. En el grupo post-férmula se procesé mayor BV en pacientes y menor
BV en donantes alogénicos. Entre los menores de 60 afios fue significativamente

menos frecuente la necesidad de mas de una aféresis en el grupo post-férmula.
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Abstract

Background and Objectives: Calculation of blood volume (BY) to be processed to
achieve the target number of CD34+ cells can be accomplished by using collection
efficiency 2 (CE2) formula, Our aim was to develop a BV web formula.

Materials and Methods: We calculated CE2Z from aphereses performed between
January 2015 and March 2020 in allogeneic donors and patients. From May 2020 to May
2021, we validated a formula: BV = ((Target CD34+ cells in the product)/(CD34+ pre-
apheresis cells « CE2)) = 100. Subsequently, we compared the outcome of the proce-
dures carried out before formula implementation (pre-formula), when standard three total
BV collection was performed.

Results: CE2 was assessed in 384 apheresis procedures before formula implementa-
tion. CE2 was higher in allogeneic donors than in patients (53% + 17% vs. 48% + 15%,
p = 0008). CE2 was higher in multiple myeloma and non-Hodgkin lymphoma than
Hodgkin's Ilymphoma (48% +15%, 48% +15% and 42% +13%, respectively;
p = 0008). Our formula (available on a website: Publisheet) was prospectively used in
54 individuals. The formula was wvery accurate: predicted wversus observed
CD34 + cells/kg collected had an r-value of 0.89 (p < 00001). We compared their
results with 78 pre-formula individuals. In the post-formula group, a greater BV was
processed in patients and less BV in allogeneic donors. Among individuals under
&0 years of age, it was significantly less frequent than the need for more than one
apheresis in the post-formula group.

Conclusion: Formula calculations were accurate. Formula implementation allowed
the optimization of the procedures and reduced the rate of individuals in need of
apheresis for more than 1 day.

Keywords
allogeneic, apheresis, autologous, CD34+ collection, total blood volume

Highlights
+ We developed a formula, accessible through a web page, to calculate blood volume to be
processed to achieve a target number of CD344- cells in stem cell collections by apheresis,

Vo Sanguinis. 2023;1-8.
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# The formula has the added value of a tailored calculation depending on previous known
apheresis outcome modifiers such as haematological underlying disease,
« With the implementation of the formula, we evidenced better resource optimization by reduc-

GARC[A-GARCIA e &

ing the number of apheresis procedures needed to reach a target number of CD34+4- cells.

INTRODUCTION

Haematopoietic cell transplantation (HCT} reguires an adequate
number of CD34+ cells to be infused [1). In autologous HCT, a lin-
ear relationship has been observed between the guantity of
CD34+ cells and the time to engraftment of platelets [2] and
neutrophils [3, 4].

Collection of haematopoietic cells from peripheral blood using an
apheresis device is the main source of CD34+ cells. Each individual
has specific total blood volumes (TBVs). In each apheresis procedure,
it s necessary to process several TBVs to reach the target number of
CD34+/kg. The total amount of blood that is processed in each pro-
cedure is the blood volume (BV) processed.

Several factors have been associated with an appropriate number
of CD344 cells collected: circulating CD344 cells in peripheral blood
before starting recipient weight, BV processed and collection effi-
ciency (CE} [5, 6]. However, no standard prediction algorthm has
been established yet.

Calculation of the BV to be processed applies to the CE of our
procedure. CE refers to the number of CD344 cells collected from
the total number of CD34+ cells processed by the apheresis
device.

Two ways to calculate CE are attainable: CE1 and CEZ. With
regard to CEL, it is necessary to know the guantity of CD344 cells
before starting the procedures and the guantity of CD344 cells in
perpheral blood after finishing the apheresis. Concerning CE2, only
the guantity of CD344- cells in peripheral blood before starting the
apheresis procedure is needed.

Using the CEZ value, we can calculate the BV to be processed to
reach the target number of CD344 cells: BV to be processed =
(Target CD344+ cells in the product)fCD344+ pme-apheresis
cells = CE2]) = 100, 56l and all, CE2 values may differ in the proce-
dures [7].

We aimed to study which variables can alter CE2. Previous stud-
ies have reported distinct CE2 values depending on certain variables:
age, gender, plerixafor use, haematological disease, allogeneic donor,
day of apheresis, radiotherapy, lines of chemotherapy and used drug
(alkeylating drugs or lenalidomide) [7-10).

Once we understood which variables affected CE2, we were able
to contrive a formula accessible through a website and adjustable with
a different specific CE2 in each individual, considering the results of
the variables that can affect CE2. Along with this, we also performed
an internal validation of its usefulness in a real-word cohort of indi-
viduals (patients and allogeneic donors), and we compared several
outcomes before and after its implementation to show its potential
benefit on apheresis procedures optimization.

MATERIALS AND METHODS

Prior approval was reguested from the Ethics Committee for Drug
Research of Raman y Cajal Hospital. The committee gave a favourable
response to carry out the study. All the individuals imvolved (patients
and allogeneic donors) signed an informed consent before mobiliza-
tion and apheresis protocol

Formula development

To create a formula that would allow calculating the amount of BV to
process, we retrospectively identified consecutive CD34 4 cell collec-
tions in allogeneic donors and patients performed from January 2015
to March 2020.

The following data were collected: quantity of CD34+ cells before
starting apheresis (on the morning of the fifth day after starting Granu-
locyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF), CD34 + cells/kg recipient
in collected products and the guantity of BV processed. With these
wvariables, itwas possible to calculate CEZin all procedures:

CE2 = {CD34+ total cells in product)/{CD344 pre-apheresis
cells = BV processed]) = 100

To optimize and assure the procedure's success, we studied
whether there were variables that could significantly influence CE2. In
line with this, we were able to make various groups of individuals with
different CEZ values. We used a different CEZ value in the BV formula
to be processed in each group.

After CEZ calculation, we created a formula to calculate the BV to
be processed:

BV to be processed = ((Target CD34+4 cells in the productl
{CD344 pre-apheresis cells = CE2} = 100.

In this formula, a distinct value of CE2 was used depending on
the group to which each individual belonged to.

To minimize the odds of under-collection, BY formula was calcu-
lated with the 16th percentile of the CE2. Using the 1é6th percentile,
we only assume =16% of cases whose usage was a lower CEZ than
expected (the mean - one 5D approximately).

To make this formula accessible, a web page was created.

Apheresis-related parameters

All individuals {allogeneic donors and patients) were mobilized with
5 pe/kes12 h of G-CSF. Mo individual was mobilized with chemother-
apy. The first determination of pre-apheresis CD34 4+ cells/uL was
obtained on day +4 of mobilization with G-C5F. Depending on the
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FORMULA TO PREDICT BV TO BE PROCESSED

result, some individuals reguired administration of plerixafor as well
The protocol was as follows:

1. If CD34+ cells 217/ ul: apheresis was performed on day +4.

2. If CD34+ cells >10/pL and <17/pl: we calculated whether the
individual would reach the target number of CD344- cells/kg using a
predictive calculation. If the prediction was favourable for achieving
this target, apheresis was started that day, if not, 240 pg/kg of pler-
ixafor was administered and apheresis was started the following day
(day +5).

3. If CD34+ cells <10/pl, 240 pe/kg of plerixafor was administered
and apheresis was started the following day (day +5).

The target number of CD344-/kg was different regarding the indi-
vidual: 2 » 10% in patients who were undergoing just one autologous
HCT, 4 = 10% in patients who were going to undergo two autologous
HCTs, 4 « 10%in related Human Leukooyte Antigen (HLA) identical allo-
pencicdonos and 5 = 10° in related haploidentical allogeneic donors or
unrelated allogeneic donors.

Complete blood count was carried out on allogeneic donors and
patients in blood samples dmwn at two moments: immed iately before
starting apheresis and just after finishing the procedure. CD34+ cell
counts in peripheral blood and collected products were measured
by flow cytometry, using single-pltform fuorescence analysis
(International Society for Haematotherapy and Graft Engineering pro-
tocol) [5] on a low cytometer (BD FACS Canto 1)

All apheresis procedures were performed with Spectra Optia
(Terumo BCT)with c MNC protocol.

Before formula implementation, three TBVs were processed with-
out performing individualized previous caloulations. After formula
development, BY to be processed was calculated ineach individual. A
maximum of four and minimum two TBVs were established in each
procedure. If >4 TBVs were estimated, it was considered necessary to
divide it into two procedures. Therefore, carrying out the calculation
of BV divided in each procedure was essential. For example, if the for-
mula calculated that it was necessary to process six TBVs to reach the
target number of CD344/kg on a patient, four TBVs were processed
on the first day. On the second day, taking into account the remaining

[ _\_f—_.'\‘::'.:_ Flursaiorad Loy 3
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number of CD344 kg required, it was necessary to calculate the BV
to be processed again.

In those collections where more than 3 TBVs were processed,
calcium chloride 10% and magnesiom  sulphate 150 mg/mL
were started in the middle of the procedure according to the fol-
lowing formulas: Calcium chloride 10% {mL) = {(Wolume to be pro-
cessed inmlL = 0.068) = 0.5)/18.3. Magnesium sulphate 150 mg/mL
{mL} = {(Wolume to be processed in mL = 0.15) = 0.5)/15.

All the adverse events presented by the individuals during the
apheresis procedures were recorded.

Vox Sanguinis

Formula internal validation and implementation

We implemented the formula in the apheresis procedures in our cen-
tre from May 2020 to May 2021,

To test the hypothesis of the predictive ability of our for-
mula, we evaluated the following wvariables: number of days
needed for apheresis, TBVs needed to process and prediction of
more than 1-day apheresis collection. In addition, to analyse the
ability of the formula to reduce the days needed for apheresis,
we compiled the results and details of the procedures performed
in our centre from January 2019 to December 2019 (before the
implementation of the formula, when a standard three TBVs col-
lection was carried out in all individuals) to perform a compara-
tive analysis of results, before and after implementation of our
formula (pre-formula vs. post-formulal.

Statistical analysis

Categorical variables were reported as frequency and percentage.
Continuous and discrete guantitative wvariables were described as
mean + standard deviation (SO} and median (range), respectively.
For the correlations between categordcal wvarables, we used
chi-square test.

Comparison of two or more groups of guantitative variables

with normal distribution was performed with Student's t-test and

TABLE 1 Collection efficiency 2 {CEZ2) results according to the variables studied.

Mumber of apheresis
Individuals procedures
Allogeneic donors 161
Day ~4 76
Day =4 85
Patients 223
Multiple myeloma without plerixafor 107
Multiple myeloma with plerixafor 28
Mon-Hodgkin lymphoma 71
Hodgkin lymphoma 17

Gender Age median CE2 CE2 1éth
(male:female) (range) (mean £50) percentile ()
11 42 {32-54) 53% +£17% =

1:1 38 (32-51) 58% = 15% 43

11 47 (34-55) 48% £ 13% 35

1:1 58 [49-65) 48% = 15% 34

11 59 (52-75) 505 = 13% 37

1:2 65 (62-67) 41% £17% 24

11 57 [38-65) 48% = 15% 33

1 36 (24-51) 4% +£13% 29

Abbreviation: 50D, standard deviation.

51

ot ooy [Epogpovon] ve da ] su ) Dy e o] B Lg 0] 1D ]Eey e D L gy Sday mog e 0l R0k

aday)

sy

e

A ] AOURD S s dde o Oy pas e o SEa e (0 el D i Gy Eg ] e Dy 6o



GARCIA-GARCIA e 2L

4 | Vox Sanguinis []fﬁﬁﬁr S

analysis of variance test, respectively. When guantitative wari-
ables were not normally distributed, Mann-Whitney U test and
the Kruskal-Wallis test were used. To analyse the relationship

between the CD344 cells obtained and the CD34+ cells pre-
dicted by the formula, we used the Spearman correlation coeffi-
cient. A p-value of <005 was statistically significant. Statistical
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FIGURE 1 Correlation between CD 344 cells/kg obtained (y-axis) and predicted CD34+4 cells/kg (x-axis) using the described collection
efficiency 2-based formula. Correlation coefficient {p) is 0.8%9, p < 00001

TABLE 2 Characteristics of individuals analysed.

Gender Male
Female

Age®

Underying pathology® Allogeneic donor

Multiple myeloma

MNen-Hodgkin lmphoma

Hodgkin lymphoma

Others

Factors of poor mobilization®

Chemotherapy”

Plerica for®

Apheresis onset day -4
=5
+&

TBY millilitres (mean = 50)
CD34+ cells/plL pre-apheresis [mean = 50)

Pre-formula (2019, Post-formula (2020-2021),
N=T78 N =54
38 (48.7%) 34 (63%)
40({51.3%) 20 (37%)
50.5(36.5-61.75) 53.5 (38-62)
23{29.5) 17 (31.5)
24(30.8) 17 {315}
13(16.7) 14 (26)
7% 561
3(38) 1.9
39 (50} 36 [48)
4(5.1) 0 )
16 (20.5) 13 (24)
&67(85.9) 41 (76}
9({11.5) 13 (24)
2({2.6) 00}
4584 = 951 4566 = 794
45,66+ 3997 5432 + 53.35

Abbreviation: 50, standard deviation.
* pars: Median (interquartile mngel.
“Number of individuals [percentage)

“Poor mobiliztion factors: treatment with three or more lines of chemotherapy, radiotherpy, alkylating drugs, lenalidomide or being 60 years or older.

WValues are expressed as number of individuals (percentage).
Yndividuals who received chemotherapy as part of the mobilization
*“Individuals who received plericafor as part of the mobilization
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analysis and figures were accomplished using IBM SPSS Statistics
25 (IBEM Corporation, Armonk, Mew York).

229+ 96
306+ 104
303+75
268+ 58
337+« 111
215+ 73

Post”

RESULTS

Total duration

of the apheresis
minutes {mean = 5D}
262+ 85

263+ 83

303+ 118

250+ 83

249 + 80

292+ 150 551

Formula development

CEZ calculation was performed using data from 384 consecutive
apheresis procedures in 240 individuals (116 allogeneic donors and
124 patients). CE2 was statistically significanthy higher in healthy
donors than in patients (53%+ 17% vs. 4B% £ 15%, p = Q.00B).
In healthy donors, CE2 was higher on day 44 versus >4 (58% + 15%
vs, 4B% + 13%, p < Q001). Likewise, we found differences in CE2
according to patients’ diagnoses. CE2 values were higher in multiple
myeloma (MM] and non-Hodgkin kmphoma than Hodgkin's km-
phoma (48% £ 15%, 48% +15% and 42% % 13%, respectively;
p = 0.008). A lower CE2 was found in MM patients mobilized with
plerixafor than those without (41% + 17% vs. 50% + 13%, p = 0.002).
No differences in CE2 were observed in patients depending on the
day of apheresis +4 versus 4. The following analysed variables did
not influence CE2 values significantly: age, sex, radiotherapy, lines of
chemotherapy and used drug (alkylating drugs or lenalidomide). The
results of CE2 that presented statistically significant differences and
that were later used to carry out the prediction formula are collected
in Table 1.

With these results of the CE2 for each group of individuals, the
BY formula could be generated. To make this formula accessible, we
created a web page that can be freely accessed through the following
link: Publisheet.

Past” Pre*
M7+ 68 285+ 125

215273
315

232£37
264 = 36

First day duration of the
apheresis minutes
{mean £5D)
253 £ 46
259 £ 37
1952 9.5

42082 202:9

Pre*
32+165 222221
442144 209+17

Post”
I66+114 422+113 211+19
341+ 082 345+093 215=23
7

Total TBV processed
{mean £ 5D)

449 £175
471227

Pra®

First day TBV

processed {mean = SD)
Post”
3.68=053

297 +029 4

Pre*

13662 £ 5211 288+025 2.85:086 379+18
194622 + 7739 2922031 3642062 3465+124

14090 + 8925 3062029 352058
15937 £ 6156 3042046 32211

19969 + 4810 29203

Past”

21325+ 9036 2822022 3.78+049 3372117 474+177 210=12

Formula implementation and internal validation

BY to be processed was calculated using 16th percentile of CE2
[Table 1} in 68 apheresis procedures, performed on 54 individuals
(17 allogeneic donors and 37 patients).

In &0 procedures (BB, because of the prediction of our formula,
sufficient wolume was processed to reach the target number of
CD34+ cells collected. Only in the remaining 12%, the wvolume to
reach the target number of CD34+ cells was insufficient. We ana-
lysed the predictive capacity of the formula. Predicted wersus
observed data showed that the number of CD344 cells/ kg collected
had an r-value of 08% (p < 0.0001), demonstrating a linear comelation
(Figure 1).

In 11 (20%) of 54 individuals (2 allogeneic donors, 5 MMs and
4 non-Hodgkin ymphomas), the formula predicted more than one
apheresis procedure from the beginning. Two apheresis procedures

Total BV processed
millilitres {mean + 5D)
20522 = 11584 32167

16452 + 5766

M.
13390 £ 4788 17,142 = 4484

Post”
13294+ 2205 16456 4561

14424+ 1833 15937 6156 16,126 + 3493

13988+ 1787 14,923 £4359 16,790 = 6007
12044+ 2610 18,381

12493+ 2269 11628 £5905 16,792 246370

12811+ 2398 1757723141 15769 £ 5491

First day BV processed
millilitres (mean £ 5D)

13,344 + 2129

were performed on these individuals given that if only one was per-
formed, it would be necessary to process a larpe wvolume (=4 TBV).
Each day, BV needed to be processed was calculated using the for-
mula, processing a maximum of four TBVs on the first day and the
remaining amount needed to reach the desired target of CD34+ cells
on the second day.

without plerixafor

Multiple myeloma
with plerixafor
Mon-Haodgkin lymphoma

Hodgkin lymphoma

Allageneic donors
Multiple myeloma

Individuals
Patients

TAEBLE 3 Results of blood volume (BV), total blocd volumes (TBVs) and duration of the apheresis procedures in pre-formula and post-formula groups.

Abbreviation: 50, standand deviation

*Pre-famula implementation.
b Past-formula implementation.
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Discusioén

Como hemos mencionado en el apartado anterior, el objetivo fundamental de
nuestro trabajo fue el de optimizar la movilizacién y aféresis de PHSP. De ahi
surgio la hipotesis de que dosis elevadas de G-CSF que habian sido utilizadas
previamente en otros estudios(46)(47)(48)(49)(50)(51)(52)(93) podian ser
beneficiosas para la movilizacion de ciertos individuos, sobre todo para aquellos
en los que podria ser esperable una mala movilizacion por factores
predisponentes como edad avanzada, estadios avanzados de enfermedad de
base, uso previo de radioterapia o de quimioterapias como fludarabina, melfalan,
lenalidomida o farmacos alquilantes. (94)(95)(96)(97)

Uno de los estudios realizados hasta la fecha con dosis elevadas de G-CSF fue
un estudio de 1997 en pacientes con cancer de mama movilizadas para TPH
autdlogo(49). Se analizaron en total 90 pacientes que se aleatorizaron a recibir
dosis de filgrastim de 10, 20 y 30 pg/Kg/dia. En los resultados obtenidos, la
cantidad de células CD34+/Kg en el producto fueron significativamente
superiores en las pacientes que habian recibido dosis de 20, 30 o 40 pg/Kg/dia.
Hay que tener en cuenta que se trata de un estudio antiguo y realizado en

pacientes no hematolégicos.

Otro de los estudios realizados fue un estudio retrospectivo en 90 donantes
sanos.(46) En este caso se compararon dosis de 16 vs 10 pug/Kg/dia, grupos 1y
2 respectivamente. Ambos grupos estaban bien balanceados y eran
comparables en cuanto edad y peso. La aféresis se realizé en todos los casos
en el dia +5. La incidencia de afectos adversos leves fue similar en ambos
grupos, sin embargo, solo ocurrieron efectos adversos graves en el grupo 2. El
45% de los individuos del grupo 1y el 61% del grupo 2 alcanzaron el objetivo
establecido de movilizacién de 5 x108 CD34+/Kg en la primera aféresis. Por
tanto, como conclusion de este estudio podemos extraer que las dosis elevadas
de G-CSF obtuvieron mejores resultados de movilizacién, pero con un mayor
riesgo de efectos adversos graves. Otros dos estudios realizados en donantes

sanos, uno de ellos comparando dosis de 20 pug/Kg/dia vs 10 pg/Kg/dia, y el otro
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16 pg/Kg/dia vs 10 pg/Kg/dia, obtuvieron también resultados a favor de utilizar

dosis elevadas de G-CSF, con unos mejores resultados de movilizacion de

PHSP.(93)(47). Los resultados de estos estudios estan resumidos en la tabla 2.

Tabla 2. Estudios realizados con dosis altas de G-CSF.

Estudio. Afio Individuos N Dosis de G-CSF | Dosis con mejores resultados
analizados individuos | comparadas
Weaver et al. 1997. Pacientes con | 90 10, 20 y 30 pg/Kg/dia 20, 30 o0 40 pg/Kg/dia
cancer de mama
Kroger et al. 2002 Donantes sanos 90 10y 16 pg/Kg/dia 16 pg/Kg/dia
Halle et al. 2000 Nifios con tumores | 71 10y 20 pg/Kg/dia 20 pg/Kg/dia
sélidos o leucemias
agudas
Vasu et al. 2008 Donantes sanos 639 10y 16 pg/Kg/dia 16 pg/Kg/dia
Martinez et al. 1999 Donantes sanos 40 10y 20 ug/Kg/dia 20 pg/Kg/dia
Koenigsmann et al. 2004 | Pacientes con LMA 13 25 pg/Kg/dia 25 pg/Kg/dia

También otros dos estudios realizados en pacientes, uno de ellos en pacientes

pediatricos con leucemias agudas o tumores sélidos y el otro en pacientes

adultos con leucemia aguda, comparando dosis de G-CSF de 20 pg/Kg/dia vs

10 pg/Kg/dia y 25 pg/Kg/dia vs 10 pg/Kg/dia respectivamente, han aportado

datos a favor de la utilizacion de dosis elevadas de G-CSF.(50)(51)

La hipétesis de que dosis altas de G-CSF pueden realizar una mejor movilizacion

desde meédula 6sea a sangra periférica de PHSP se justifica asumiendo un efecto

del farmaco dependiente de la dosis, de tal forma que una dosis mas alta de G-

CSF mejoraria los resultados de la movilizacién de PHSP y los valores de células

CD34+/mL en sangre periférica, lo que deberia traducirse en una menor

incidencia de fracaso de la movilizacion y menor consumo de recursos.
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Sin embargo, en nuestro estudio, el uso de dosis altas de G-CSF no se asocio
con un aumento de células CD34+/ml movilizados en donantes sanos ni en

pacientes.

Para analizar qué factores podian influir y cuales no sobre los resultados de
movilizacion de PHSP, basandonos en los factores de mala movilizacion
previamente descritos, llevamos a cabo un andlisis multivariante. En este
analisis, las variables edad, género y dosis de G-CSF no mostraron influencia
sobre el resultado de movilizacion de CD34+. Sin embargo, entre los pacientes
si encontramos que la patologia de base tenia influencia en la movilizacién de
CD34+.

Teniendo en cuenta este resultado, decidimos realizar un analisis por grupos de
patologias para comprobar si en alguna de ellas las dosis altas de G-CSF podian
ser beneficiosas. Tampoco en estos analisis encontramos beneficio de dosis
altas en ninguna de las patologias analizadas.

Hay que tener en cuenta que las patologias hematologicas mas frecuentes que
requieren movilizacibn de PHSP para el trasplante autdlogo estuvieron bien
representadas en estos grupos ya que el estudié contdé con una N elevada de
individuos. Sin embargo, las patologias no hematolégicas como pacientes con
enfermedades autoinmunes, tumores solidos o enfermedad de Crohn tuvieron
un nimero reducido de individuos en nuestro estudio. En estos ultimos grupos si
se observo una tendencia a beneficiarse de dosis altas de G-CSF, pero no fue
estadisticamente significativa. Por este motivo consideramos que seria
necesaria la realizacion de estudios enfocados en estos subgrupos de pacientes
con enfermedades no hematologicas para dilucidar el beneficio o la inutilidad de
una dosis mas alta de G-CSF entre ellos.

Por otro lado, en el estudio realizado, también analizamos si las dosis altas de
G-CSF podian producir un beneficio en cuanto a disminuir la proporcion de
pacientes malos movilizadores (<20 000 CD34+ cells/mL). Decidimos realizar
también este analisis ya que los individuos que al movilizar obtienen cifras de
CD34+ tan bajas habitualmente tienen que someterse de nuevo a protocolos de
movilizacion debido a que se consideran fallos de movilizacion o bien tienen que

recibir plerixafor para intentar mejorar la movilizacion.
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En el estudio realizado, no encontramos que las dosis altas de G-CSF
consiguieran disminuir la incidencia de malos movilizadores. Dado que, como
hemos dicho, en el andlisis multivariante encontramos que la enfermedad de
base influia sobre la movilizacion de CD34+, realizamos en este caso también
un andlisis por grupos de patologias. En ninguno de los grupos de patologias
analizados encontramos diferencias en esta incidencia de pobres movilizadores

utilizando dosis estandar o dosis altas de G-CSF.

Como conclusion a nuestro estudio podemos decir, por tanto, que las dosis
elevadas de G-CSF no produjeron una mejoria en la movilizaciéon de CD34+
respecto a las dosis estandar y tampoco una disminucién en la incidencia de

pobres movilizadores.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en los estudios previos de
utilizacion de dosis elevadas de G-CSF que comentamos en la introduccion de
este trabajo.

Todos ellos concluyeron que las dosis altas de G-CSF lograron una mejor
movilizacion de PHSP, con un aumento del recuento de células CD34+/mL y una
reduccién de la incidencia de movilizadores
deficientes.(46)(47)(48)(49)(50)(51)(52)(93)

Como concluimos anteriormente, nuestros resultados son opuestos a los
mencionados anteriormente, sin diferencias a favor de dosis altas de G-CSF en
donantes sanos o pacientes. Estos resultados sugieren la inutilidad de la dosis
altas de G-CSF, lo que estaria en linea con la recomendacion del documento de
consenso clinico actual que respalda la dosis estandar de G-CSF como enfoque

inicial para la movilizaciéon de PHSP.(42)(98)

Las diferencias encontradas respecto a los hallazgos en otros estudios podrian
explicarse en parte por la metodologia de nuestro estudio. Los estudios
realizados previamente tenian algunas limitaciones como una N pequefia,
(51)(47)(52) otros fueron realizados solo en donantes sanos sin incluir
pacientes,(46)(48) o solo en pacientes pediatricos, sin incluir poblacion

adulta,(50) o en adultos con patologias no hematoldgicas,(49) mientras que en
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otros el efecto del G-CSF sobre la movilizacion de PHSP no fue el objetivo

primario del estudio.(93)

La ventaja de nuestro trabajo respecto a los realizados previamente para el
analisis de dosis altas de G-CSF fue que se realizdé en una gran muestra de
pacientes y donantes sanos, siendo su objetivo primario la comparacion de dosis
estandar y dosis altas de G-CSF. Teniendo en cuenta estos resultados,
podriamos hipotetizar que las diferencias interindividuales en la
farmacocinética/farmacodinamia del G-CSF, las interacciones medicamentosas
o el polimorfismo genético especifico podrian explicar la falta de buenos
resultados con dosis altas, pudiendo existir un posible “efecto techo” con estos

farmacos, aun no dilucidado.

Por otro lado, en nuestro estudio también analizamos como podian influir las
dosis elevadas de G-CSF sobre los recuentos hemoglobina, leucocitos y
plaquetas en la movilizacion. El andlisis realizado sobre estos recuentos mostré
un recuento significativamente mas alto de plaquetas en el grupo de dosis altas
de G-CSF, tanto en donantes sanos como en pacientes. Ademas, los donantes
sanos que recibieron dosis altas de G-CSF también tuvieron un recuento
significativamente mayor de leucocitos. Estos resultados son esperables dado
que el G-CSF es un farmaco estimulador de colonias.(99)(100)

Otra cuestion que habia que plantearse con el uso de dosis altas de G-CSF es
si estas podian influir negativamente sobre los pacientes y donantes sanos

aumentando la incidencia de efectos adversos.

Como hemos descrito en la introduccion de este trabajo, el G-CSF es un farmaco
gue tiene efectos secundarios asociados, que, aunque generalmente son leves,

en ocasiones pueden implicar gravedad.(57)(58)(59)(60)

Por este motivo, era fundamental saber si con estas dosis estdbamos
aumentando la incidencia de efectos adversos graves. Con respecto a esto, no
se informd ningun efecto adverso grado 3 o superior segun la terminologia
CTCAE(101) entre todos los sujetos estudiados en ninguno de los dos grupos

(dosis estandar o dosis altas de G-CSF).
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Cabe decir también que nuestro estudio presentd importantes limitaciones. Se
trata de un estudio observacional y retrospectivo, propenso a sesgos de

seleccidn y a la existencia de factores de confusion no medidos.

Otra debilidad destacable del estudio es que, aunque si que se recogio la
incidencia de efectos adversos grado 3 o superior, los efectos adversos de grado
1y 2 no se registraron activamente y, por lo tanto, no pudimos recopilarlos, con
lo que no podemos saber si fueron superiores 0 no en el grupo de dosis altas de
G-CSF.

Tampoco disponemos de informacion sobre el nUmero de intentos previos de
movilizacion en cada individuo del estudio. Ademas, hay que tener en cuenta
que todos los individuos analizados se movilizaron en hospitales terciarios con
una gran experiencia en la movilizacion de PHSP, por lo que nuestros hallazgos
podrian no ser reproducibles en otros entornos. Por otro lado, el nUmero limitado
de individuos en el estudio con patologias no hematoldgicas podria hacer que
las conclusiones generales sean parcialmente discutibles, dado que esta
poblacién estuvo infrarrepresentada y por lo tanto no permiti6 concluir la

influencia de dosis altas de G-CSF en la movilizacion de PHSP.

En resumen, podriamos decir que, segun los resultados de nuestro estudio, las
dosis altas de G-CSF en comparacion con las dosis estdndar no mejoraron la
movilizacion de células CD34+ en donantes sanos ni en pacientes pero tampoco
se correlacionaron con un aumento de efectos adversos graves. Dada la
influencia encontrada de la patologia subyacente en la movilizacién de CD34,
estudios futuros y enfocados podrian identificar un subgrupo especifico de
pacientes que podrian beneficiarse de recibir dosis altas de G-CSF. Dada la
tendencia en pacientes con enfermedades no hematolégicas a una mejor
movilizacion de PHSP con dosis elevadas de G-CSF, seria de gran interés

realizar estudios prospectivos focalizados en esta poblacion.
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Para la obtencibn de PHSP hay dos procesos esenciales que hay que
considerar: La movilizacion de PHSP y por otro lado la aféresis de los mismos
mediante separadores celulares. Hasta ahora hemos hablado de la parte de
movilizacion. La segunda parte de nuestro trabajo se centrd en estudiar métodos
para la optimizacion en la aféresis de PHSP.

Hasta el desarrollo de este trabajo, en nuestro centro se procesaban para cada
aféresis de PHSP un estandar de 3 volemias en cada individuo, tanto en
pacientes como en donantes sanos, independientemente del objetivo de
CD34+/Kg deseado o de la presencia o no de factores de mala movilizacién en

el individuo en el que se iba a realizar la aféresis.

Con este procesamiento fijo de 3 volemias habia una incidencia no despreciable
de tener que hacer mas de un procedimiento de aféresis en cada individuo para
poder obtener la cifra deseada de CD34+/Kg: Segun nuestros calculos
realizados, un 35% de los donantes alogénicos y un 34% de los pacientes
requirieron mas de un dia de aféresis para obtener el objetivo de CD34+/kg

necesario.

Por este motivo surgié la idea de desarrollar una estrategia Gtil basada en el
conocimiento de la CE2 para poder llevar a cabo un célculo individualizado de
las volemias a procesar en cada donante sano o paciente en cada procedimiento

de aféreis.

Como hemos comentado en el apartado de introduccién, existen dos variantes
de la férmula de la eficiencia CE, CE1 y CE2. La ventaja de CE2 sobre CE1 es
que con esta no es necesario conocer la determinacién de CD34+ postaféresis

circulantes en el individuo.

Para el desarrollo de nuestra formula, en primer lugar, llevamos a cabo un
estudio retrospectivo que nos permitio calcular las CE2 de los procedimientos de
aféresis realizados en un hospital de tercer nivel (Hospital Ramon y Cajal)
durante los ultimos afios. Una vez conocidos los valores de CE2 pudimos
estudiar cuales eran las variables que podian influir en la misma, de tal forma
que comprobamos que la CE2 fue significativamente diferentes entre donantes
sanos y pacientes y a su vez diferentes dentro del grupo de pacientes en funcién

de diferentes variables:
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La CE2 fue significativamente superior en donantes sanos respecto a los
pacientes (53x17% vs 48+15%, p=0.008). Dentro de los donantes sanos
encontramos ademas diferencias en la CE2 en funcion del dia de la aféresis: La
CE2 fue més elevada cuando la aféresis se realizé en el dia +4 de la movilizacion
respecto a dias sucesivos (58+15% vs 48+13%, p<0.001). Dentro del grupo de
pacientes también encontramos diferencias en la CE2 en funcion de la patologia
de base: La CE2 fue superior en pacientes con MM y LNH que en pacientes con
LH (48+15%, 48+15% y 42+13% respectivamente; p=0,008). Ademas, dentro de
los pacientes con MM encontramos valores de CE2 significativamente inferiores
en MM movilizados con plerixafor respecto aquellos que no habian recibido este

farmaco en la movilizacion (41%+17 vs 50%+13%; p=0.002).

Conocer estos valores de CE2 individualizados en funcién de si los individuos
eran pacientes o donantes sanos, en funcion del dia de la movilizacién, de la
patologia de base e incluso teniendo en cuenta si habian recibido o no plerixafor
en el caso de los MM, fue fundamental para poder desarrollar una formula que
permitiera calcular el VST a procesar en el separador celular.

Una vez desarrollada esta formula la hicimos accesible a través de una pagina
web y la implementamos en los procedimientos de aféresis de manera

prospectiva en nuestro centro.

En el pasado se han realizado también otros estudios que han tenido como base
el conocimiento de la CE para el célculo de las volemias a procesar en aféresis.
(82)(85)(86)(91)(92) Algunos de estos estudios fueron realizados en donantes
sanos, (91)(92) mientras que otros incluyeron también pacientes.(86)(85)

La desventaja respecto a nuestro trabajo de estos estudios realizados
previamente es que no individualizaron los valores de CE en funcion del individuo
en el que se fuera a realizar la aféresis. Sin embargo, nuestra formula si incluye
la posibilidad de ajustar el valor de CE2 para minimizar los posibles errores de
calculos que podemos tener a la hora de calcular las volemias de sangre que
tenemos que procesar. El disefio de nuestro estudio nos permitio analizar qué

variables afectaban al CE2 y corregir matematicamente la férmula en funcion de
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su influencia (enfermedad de base, donante alogénico o autdlogo, dia de la

aféresis y uso de plerixafor).

El objetivo principal de desarrollar e implementar esta formula fue el de optimizar

las aféresis realizadas en nuestro centro.

La implementacion de la formula de volemias a procesar en nuestro centro
supuso varias mejoras significativas: A pesar de que el uso de la férmula resulté
en un aumento del volumen total de sangre procesado en la mayoria de los
grupos de pacientes, como consecuencia se logro reducir el nimero de aféresis
en individuos menores de 60 afios, lo que llevé a un menor uso de G-CSF y
plerixafor con la consiguiente menor exposicion a los efectos adversos de estos
farmacos.(102)(103)(104)(105)(106)

Los procedimientos de aféresis realizados con la implementacion de la formula
fueron bien tolerados por los individuos del estudio, tanto los mas cortos (2-3
volemias) como los mas largos (4 volemias), sin encontrar eventos adversos
derivados de la hipocalcemia o hipomagnesemia generada por la infusién de

ACD-A durante los procedimientos.

Cabe decir también que los individuos que necesitaron mas de 1 dia de aféresis
para obtener el nimero objetivo de células CD34+ se pudieron identificar desde
el principio con los calculos de la formula. Esto permitié una mejor organizacion

y en la unidad de aféresis.

Todos estos resultados analizados de manera conjunta supusieron una mejor
gestion de la unidad de aféresis en términos de recursos y profesionales de la

salud.

Por otro lado, para comprobar que la féormula que habiamos disefiado era precisa
a la hora de calcular las células CD34+ que se iban a recolectar procesando un
determinado volumen sanguineo, llevamos a cabo un analisis de la relacion entre
las células CD34+ obtenidas y las células CD34+ predichas por la formula. Para
ello utilizamos el coeficiente de correlacion de Spearman. Los datos previstos
frente a los observados mostraron que el numero de células CD34+/kg recogidas

tenia un valor r de 0,89 (p<0,0001), lo cual demuestra una fuerte correlacion
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entre la cantidad predicha por la formula de células CD34+ recolectadas y la

cantidad real de células CD34+ recolectadas.

Otra de las ventajas fundamentales de nuestro estudio es el hecho de haber
desarrollado una férmula y haberla hecho accesible a través de una pagina web.
Ademas de la facilidad y accesibilidad que esto supone para el propio centro a
la hora de utilizarla, se trata también de una herramienta muy util que puede ser

utilizada en otros centros.

En el hospital Ramon y Cajal, el hecho de haber realizado un célculo de la CE2
retrospectivo en los individuos en los que se realizaron procedimientos de
aféresis en los ultimos afios fue de gran utilizad para conocer que variables eran
las que influian en la CE2 y de esa manera poder realizar mejor los célculos
prospectivos en los siguientes procedimientos.

Consideramos que este trabajo puede servir de ejemplo y como guia para otros
centros para realizar calculos retrospectivos de las CE2 de sus procedimientos
y desarrollar asi féormulas de utilidad para los individuos que vayan a realizarse

aféresis de PHSP en dichos centros.

La férmula que nosotros desarrollamos puede servir también para calcular las
volemias a procesar en otros centros, pero hay que tener en cuenta las variables
que pueden influir en los procedimientos de aféresis, como los separadores
celulares utilizados, el personal sanitario que maneja estos, las vias venosas

utilizadas para el procedimiento, etc.

Nuestro estudio también tiene algunas limitaciones. En primer lugar, la primera
parte del estudio en la que se calcularon las CE2 de procedimientos de aféresis
previos es de caracter retrospectivo. Por otro lado, también hubo sesgos de
seleccién en la realizacidon de la parte prospectiva: se excluyeron los individuos
que formaron parte de ensayos clinicos en los que el protocolo del ensayo

especificaba un numero especifico de volemias a procesar.

Otra limitacion es que todos los procedimientos de aféresis se realizaron con el
mismo modelo de separador celular: Spectra Optia. Aunque es un dispositivo
con alta eficiencia de recoleccion, (76)(77)(79)(80)(75)(91) seria util en el futuro
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realizar un estudio similar usando formulas de CE2 para volemias a procesar en

otros dispositivos y comprobar que estas también son Gtiles en los mismos.

En resumen, la implementacion de una férmula para calcular las volemias a
procesar basada en el conocimiento previo de las CE2 y ajustada por las
caracteristicas del individuo, permitio una estrategia a medida en nuestra unidad
de aféresis. Nuestra experiencia demostré6 una disminucion en el nUmero de
aféresis necesarias para recolectar un numero objetivo de células CD34+/kg.
Estos resultados sugieren un beneficio potencial en la disminucion del gasto de
recursos y beneficios potenciales para los pacientes y donantes sanos que se
someten a los procedimientos de aféresis, con un menor uso de medicamentos
y menos dias de aféresis necesarios, los cuales deberian confirmarse en futuros

estudios prospectivos.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio, las dosis elevadas de G-CSF no consiguieron una
mejora en cuanto a la movilizacién de PHSP respecto a las dosis estandar
en pacientes con enfermedades hematoldgicas ni en donantes sanos.
Las dosis elevadas de G-CSF respecto a las dosis estandar tampoco
consiguieron una disminucién de la incidencia de malos movilizadores en
pacientes con enfermedades hematoldgicas ni en donantes sanos.

Las dosis elevadas de G-CSF mostraron una tendencia a una mejor
movilizacion de PHSP en pacientes con enfermedades no hematoldgicas,
pero esta no pudo ser demostrada estadisticamente debido a una escasa
representacion en la muestra del estudio de estos pacientes.

Seria (til la realizacion de futuros estudios con una mayor representacion
de pacientes con enfermedades no hematoldgicas para evaluar el posible
beneficio que puede tener en estos el empleo de dosis elevadas de G-
CSF.

El uso de dosis altas de G-CSF no supuso un aumento de efectos
adversos graves (grado 3 o superior) respecto al uso de dosis estandar.
Conocer los valores de CE2 de procedimientos previos puede ser de
utilidad para elaborar féormulas de célculos de VST en aféresis.

El valor de CE2 es diferente en cada individuo. En nuestro estudio
comprobamos que las variables que modificaban este valor de manera
significativa fueron: ser donante sano o paciente, enfermedad de base,
dia de la aféresis y uso de plerixafor en la movilizacion.

Desarrollar una formula de volemias a procesar basada en el
conocimiento de la CE2 e individualizada segun las caracteristicas del
individuo permite desarrollar estrategias de aféresis a medida.

La implementacion de esta formula puede permitir optimizar la gestion de

recursos y personal en una unidad de aféresis.
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