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RESUMEN

El mieloma mdltiple representa a nivel mundial el 2% de todas las muertes de cancer,
en el PerG en el afio 2018 represento el 1.7 % del total de pacientes con cancer. El
tratamiento estandar es la quimioterapia a dosis altas y trasplante autélogo de células
progenitoras hematopoyeéticas (CPH).

Las CPH que poseen el antigeno CD34 pueden producir células sanguineas como
plaquetas, eritrocitos, células mieloides y linfoides.

Para movilizar las CPH de la medula 6sea hacia sangre periférica se usan dosis de factor
estimulante de colonias de granulocitos.

Objetivo. Describir el proceso para el recuento de células CD34+ durante la
recoleccion de CPH en el trasplante autélogo de pacientes con Mieloma Mdltiple
Conclusiones. El inicio de la recoleccion se realiza cuando el recuento de células
CD34+ esta entre 10 a 20 /ul. Existe una relacion directa entre el nimero de células
CD34+ en la muestra pre colecta y las células CD34+ colectadas.

La concentracién minima en el producto colectado debe ser de 2x108 /ul cel CD34+
por kg de peso, concentraciones > de 4x10® cel CD34+ por kg de peso son
recomendables.

El almacenamiento del producto colectado se puede realizar en refrigeracion 2 a 8°C o

criopreservacion a <140°C.

Palabras clave: Recuento, Trasplante autélogo, Células CD34+, Mieloma Multiple.



ABSTRACT

Multiple myeloma represents 2% of all cancer deaths worldwide, in Peru in 2018 it
represented 1.7% of all cancer patients. The standard treatment is high-dose
chemotherapy and autologous hematopoietic stem cell (HSC) transplantation.

HSCs that possess the CD34 antigen can produce blood cells such as platelets,
erythrocytes, myeloid and lymphoid cells.

To mobilize HSCs from the bone marrow into peripheral blood, doses of granulocyte
colony-stimulating factor are used.

Objetive. Describe the process for counting CD34+ cells during HSC collection in
autologous transplantation of patients with Multiple Myeloma.

Conclusions. The collection begins when the CD34+ cell count is between 10 to 20 /ul.
There is a direct relationship between the number of CD34+ cells in the pre-collected
sample and the collected CD34+ cells.

The minimum concentration in the collected product should be 2x106 /ul CD34+ cells
per kg of weight, concentrations > 4x106 CD34+ cells per kg of weight are
recommended.

Storage of the collected product can be carried out in refrigeration 2 at 8°C and/or

cryopreservation <140°C

Keywords. Count, Autologous transplant, CD34+ cells, Multiple Myeloma



INTRODUCCION

El mieloma multiple es un cancer de células plasmaticas de mal prondstico y es
considerado como incurable. El tratamiento para pacientes menores de 65 afios es la
quimioterapia a dosis altas y trasplante autdlogo de células progenitoras
hematopoyéticas (1,2). En los Gltimos afios se han realizado experiencias en pacientes

mayores de 65 afios (2,3).

Para realizar el trasplante autélogo de los pacientes con Mieloma Multiple como
tratamiento estandar (1,2). Primero son estimulados para que las células progenitoras
hematopoyéticas se movilicen de la medula dsea a la sangre periférica realizandose
el recuento de células CD34+ para el seguimiento adecuado de dicha movilizacion.
Durante este proceso hay personas que son consideradas poco movilizadores por lo
que se incluyen en el protocolo la administracion de farmacos adicionales (4,5,6).

Para decidir el inicio de la colecta de progenitoras hematopoyéticas en sangre
periférica, el recuento de células CD34+/ul por citometria de flujo es considerado

como el patron (7).

En la literatura se ha descrito diferentes niveles de recuento de células CD34+ en
sangre periférica para el inicio de la colecta por aféresis describiéndose diferentes
probabilidades de éxitos en la recoleccién de células CD34+ en el producto
colectado, describiéndose como 2x10° cel /kg de peso como minimo (1,4,6,8,9,10) y

mayor de 5 x 10° 0 méas de células CD34+ como recomendado (5,10). Aquellas



pacientes que no alcanzan el nivel minimo de células CD34+/ul son considerados

como no movilizadores (4,6,11,12).

Se ha determinado que la cantidad de células CD34+ en el producto colectado tiene
una relacion directa con el éxito del trasplante (4).

Se ha observado el tipo de células que componen el producto colectado y se han
estudiado si tienen impacto sobre el éxito del injerto, p.e. se ha encontrado que los
productos que se han obtenido de pacientes que incluyeron en su movilizacién

Plerixafor contienen elementos celulares mas indiferenciados (13).

El producto colectado, puede ser conservado en refrigeracion (4,6,14) o
criopreservado a -140°C (6), se ha reportado que el procedimiento de

criopreservacion disminuye la cantidad de células CD34+ viables infundidos (6,15).

Dada la importancia se plantea hacer una revision del uso del recuento de células
CD34+ durante la precolecta, colecta y almacenamiento antes del trasplante y los
factores que pueden ser relevante para el recuento de células CD34+ y el éxito de la

colecta antes de la infusion.



OBJETIVO

Describir el proceso para el recuento de células CD34+ durante la recoleccion de

CPH en el trasplante autélogo de pacientes con Mieloma Multiple.



CAPITULO I:

1. Enfermedad de Mieloma Maultiple

De todas las muertes de céncer a nivel mundial, el 2% es causado por Mieloma
maltiple y a la vez representa entre el 10 - 20% de las neoplasias hematologicas
(2,16). Se estima que el Mieloma Multiple tiene una incidencia de 7/100,000 hombres

y mujeres y mortalidad de 117,000 casos anual (17).

El trasplante de células madre en Mieloma mdltiple fue el que ocupd la mayor
cantidad de casos, el tratamiento estdndar actual para los pacientes incluye la

quimioterapia de alta dosis seguido de trasplante autélogo de células madre (3).

En el Perd se estim6 que en el afio 2018 hubo una incidencia de 995 casos lo que

representd el 1.7 % del total de pacientes con cancer (18).

2. Células CD34+
En la medula dsea se originan las células madre hematopoyéticas, son multipotentes
y pueden producir células sanguineas como plaquetas, eritrocitos, células mieloides

y linfoides (19) (figura 1).

Las células madre hematopoyéticas poseen el antigeno CD 34 (glicoproteina de
membrana) que son expresadas en la diferenciacion sanguinea inicial para luego

desaparecer en etapas de mayor diferenciacion (19).



3. Movilizaciéon de células CD34+

Para realizar el trasplante autélogo, primero son estimulados para que las células
progenitoras hematopoyéticas se movilicen de la medula dsea a la sangre periférica
realizdndose el recuento de células CD34+ para el seguimiento adecuado de dicha

movilizacion (6,8) (figura 2).

Para movilizar se usa varias dosis de factor estimulante de colonias de granulocitos
(GCSF); aquellos pacientes que no alcanzaron en el 4% dia de movilizacién mayor
de 10 cel CD 34+/ul se administro Plerixafor (4,20). En pacientes considerados como
no movilizadores se incluye en el protocolo la administracion de Plerixafor, 10 a 11
horas antes del procedimiento (20) u otro protocolo de refuerzo. El definir a un
paciente como movilizador y no movilizador se determina a través del recuento de

células CD34+ en muestra de sangre periférica (4,21,22).

Se ha reportado que el tipo de factor estimulante de colonias de granulocitos usado
(p-e. filgrastim y pegfilgrastim) puede impactar en el nimero de células CD34+
movilizadas en sangre periféricay la recuperacion de plaquetas después del trasplante
(22).

4. Medicion de células CD 34+

La recoleccion de la muestra de sangre periferica debe realizarse en tubos de EDTA
y en ACD-A si provienen de aféresis. El transporte de la muestra debe realizarse

entre 18°C a 22°C, no congelar, no transportarlas a temperaturas mayores a 37°C. El



recuento se realiza en citometro de flujo (19). En caso no se pueda procesar
inmediatamente las muestras pueden mantenerse hasta un méaximo de 24 horas entre

20°C a 24°C (23).

4.1. Recuento por doble plataforma
En este ensayo, para el recuento total de células CD34+ se requiere de un equipo
hematoldgico para determinar el nimero total de leucocitos. En esta metodologia se
usa el anti CD45 que se encuentra en los leucocitos y el anti CD34.
El equipo generalmente requiere como muestra 100 ul y se debe realizar diluciones
cuando el nimero de leucocitos es superior a 2x10%ul (19).
El célculo de células CD34+ (19) se realiza con la siguiente formula:

Células CD34 +/ul

Recuento total de leucocitos % de CD34 +
= X

= 3 100 x Factor de dilucion

4.2. Recuento por plataforma Unica
En esta metodologia (citometria de flujo) se usa solo citdbmetro de flujo, no se
necesitan equipos de hematologia para realizar el recuento total de leucocitos. Se
adicionan microesferas para determinar el recuento total de células CD34+. El valor
de CD34+ se calcula (19) mediante:

Recuento total de células CD34 x concentracion de esferas x Factor de dilucién

Recuento total de esferas



4.3. Recuento por plataforma Unica y viabilidad celular
El principio de esta metodologia es similar a la anterior, la diferencia es que también
requiere el compuesto 7 amino actinomicina D (7AAD) que se une a ADN de las

celulas no viables, pero no a las células con membranas intactas (15, 19) (figura 3).



CAPITULO II:

5. Recuento de células CD 34+ en muestra pre colecta.

e EIl recuento de células CD34+ es importante para determinar el mejor
momento para la recoleccion, el resultado de la colecta (4,8,15) (figura 4) y
los beneficios para un injerto temprano (5,20), también ayudan a tener
mejores costos al evitar uso innecesario de medicamentos como Plerixafor

(20) u otras terapias de refuerzo.

e El recuento debe ser realizado el dia 4, 5 de iniciado la movilizacion (4,8,
9,20), otros consideran que debe medirse todos los dias (14), también se

menciona cuando se tengan valores iguales o mayores de 5x102 leucocitos/ul

(6).

e El momento de la medicion es en la mafiana (4,8), a las 2 horas después de la

Gltima dosis administrada de factor estimulante de granulocitos (4).

e El inicio de la recoleccidon debe realizarse cuando el recuento de células
CD34+ es de 10 cel/ul (4,9,14,20,24), de > 15 cel/ul (8), de > 20 cel/ul
(5,6,7,11). Estos valores se han relacionado a diferentes porcentajes de éxito

en la recoleccion del producto en la colecta (8).



No se encontro que la edad y el género tengan una relacion estadisticamente
significativa con la cantidad de células CD34+ obtenida o el tiempo del

injerto (9,20).

Existe una relacion significativa directamente proporcional entre el niUmero
de células CD34+ antes de la cosecha y el numero de células CD34+

colectadas en el procedimiento (8,20).

Se ha reportado que la infusion de mayor ndmero de células CD34+
contribuye a una recuperacion hematopoyética mas réapida, (> 5x10°8 /Kg)

impactando directamente en mejor costo en el post trasplante (5,9).

Realizaron analisis de trasplante autélogo de células progenitoras
hematopoyéticas en pacientes mayor de 65 afios, encontrando una mediana
de 3,37x108 /kg, cumpliendo con la dosis minima para decir que el producto
colectado fue un éxito (3), otros autores en sus estudios han reportado que
pacientes entre 65-69 afios y mayor de 70 afios alcanzaron un 90% y 88.7%

respectivamente a colectar el limite de 2x10° células CD34+/kg (25).

Recoleccion de células progenitores hematopoyéticas

Se realizan mediante procedimientos de aféresis, en 01 0 mas sesiones (8,9).



En la recoleccién por procedimientos de leucoaféresis estandar se procesa
entre 2 a 3 volemias; en procedimientos de leucoaféresis de gran volumen,

las volemias procesadas varian entre 3 a 6 (22,26).

Los procedimientos de leucoaféresis de gran volumen son seguros y permiten

alcanzar el éxito de colectas de células CD34+ en una sola aféresis (4).

Un factor relevante para obtener un producto exitoso de colecta es el buen
procedimiento, p.e. menor numero de interrupciones por parte de los

operadores durante la colecta (4).

La colecta puede realizarse a través de acceso venoso periférico o catéter
venoso central. Al comparar el producto colectado respecto a la calidad y

seguridad no se ha encontrado diferencias (21).

Las eficiencias para colectar células CD34+ de los equipos MCS+ y Optia
fueron similares (12), este mismo estudio menciona que pueden preferirse los
procedimientos con Optia en los pacientes con riesgo de trombocitopenia y
anemia. Otro estudio compard la coleccion autloga de células madre de
sangre periférica en los sistemas Spectra Optia y el Amicus, demostrando que
las eficiencias fueron comparables, pero la perdida de plaquetas fue
significativamente menor en el sistema Amicus, esta informacion puede ser
de utilidad para los centros que tengan ambos equipos y deban elegir qué

equipo usar de acuerdo al paciente (26).
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No encontraron diferencias entre pacientes obesos y no obesos en el
rendimiento de las colectas (1,27). Lo que si se vio es que con dosis mas altas

de células CD34+ se ha visto una recuperacion mas rapida de plaquetas (1).

Se debe considerar que entre pacientes obesos y no obesos el tamafio 6seo y
la masa medular no difieren, la altura corporal si tienen relacion con la
longitud de los huesos por lo que, en este tipo de pacientes, para calcular la

dosis de células CD34+, la altura del paciente puede ser méas adecuada (1).

Durante el procedimiento de recoleccion se reclutan en la sangre células
mononucleares y células CD34+ no ocurriendo lo mismo con los granulocitos
y plaquetas, el mecanismo involucrado en esta cinética puede ser la

retroalimentacion negativa (7) (figura 5).

Recuento de células CD34+ en el producto colectado

Se considera como producto exitoso de células progenitores
hematopoyéticos, cuando tiene una concentracion de 2x10° células CD34+/kg
peso (1,4,6,8,9,10); se considera como recomendable una concentracion

>4x10° células CD34+/kg peso (4) y 5x10° células CD34+/kg peso (5,9,10).

Se ha reportado que el trasplante de 5x10° células CD34+/kg peso asegurd
que el paciente tenga un mejor resultado, como menos dias de hospitalizacién

y menores costos para la trasfusion post trasplante (1,5,9).

11



Al compararse los volimenes reportados por los equipos Spectra Optia y los
obtenidos mediante el pesaje se demostré que hay una sobrestimacion, esta
informacion del volumen es usada para calcular la dosis final del injerto. El
fabricante establece una variabilidad entre las bombas de 6% (el fundamento
del equipo para calcular el volumen en la bolsa es a través de las rotaciones
que realiza la bomba de recoleccidon) (28). En algunas ocasiones esta
sobreestimacion podria ser clinicamente significativa (28) por lo que se

recomienda el pesaje.

Componentes celulares del producto colectado

Se ha investigado la composicion celular del producto colectado y su impacto
en el éxito del injerto.

Se ha reportado que la infusibn de dosis altas de células
CD34+CD133+CD38- y células Natural Killers (NK) dieron mejores
resultados después del trasplante autologo (13). Un efecto adverso se
correlaciond con un injerto con recuentos bajos de CD3+ y células Natural
Killer (NK). Se requiere futuros estudios que corrobore estos resultados y la

importancia de la composicién del injerto (13).

12



CAPITULO III:

10.

Almacenamiento de producto colectado (células CD34+) en
refrigeracion.

Las temperaturas de almacenamiento han sido entre 2 a 8 °C (4), de 2 a 6°C
(6) y 4°C hasta 7 dias, las experiencias mencionan que no se ha encontrado
diferencia significativa al compararlo con los productos criopreservados (15).
No se requiere laboratorio ni personal con experiencia comparado con la

criopreservacion.

Almacenamiento de producto colectado (células CD34+) en
criopreservacion (figura 6).

Se realiza a la temperatura de < -140 °C; se recomienda el nivel minimo de
viabilidad sea del 50% de las células nucleadas (6), otros autores mencionan
mayor o igual al 70% (15).

Método usado frecuentemente. Se usan diferentes concentraciones del
dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% y 5% (24).

Se requiere laboratorio implementado y personal con experiencia.

Se ha investigado el impacto de las concentraciones finales en el éxito del
injerto. El uso de DMSO al 5% e hidroxietilalmidédn (HES) al 6% proporciona
mayor calidad del producto criopreservado comparado con el uso de DMSO
al 10% y un menor tiempo para la recuperacion de neutrofilos y plaquetas

(24).

13



11.

Recuento de células CD34+ en producto descongelado

No se realiza el recuento de células CD34+ de rutina en el producto
descongelado antes del trasplante.

Para realizar el recuento de células CD34+ viable se debe utilizar la
plataforma Unica con el compuesto 7 amino actinomicina D (7AAD) para ver
células viables. (13,15,22).

Se ha visto una disminucion de la concentracion de celulas CD34+ durante el

procedimiento de congelacion y descongelacion (24).

14



CONCLUSIONES

El recuento de células CD34+ es una herramienta que permite definir el inicio
de la colecta de células madre hematopoyética de sangre periférica, se realiza
el dia 4 y/o 5 de iniciada la movilizacion, entre 1 a 2 horas de la
administracion del factor estimulante de colonias de granulocitos, la
recoleccion se realiza cuando el recuento de células CD34+ se encuentra entre
10 cel/ul o0 20 cel /ul segun la institucion.

Existe una relacién directamente proporcional entre el nimero de células
CD34+ en la muestra pre colecta y las células CD34+ en el producto
colectado.

Colectas de células CD34+ realizados en pacientes mayor de 65 afios
alcanzaron a colectar 2x10° células CD34+ por kilogramo de peso.

La concentracion minima de células CD34+ en el producto colectado debe
ser de 2x10° / ul de cel CD34+ por kilogramo de peso, concentraciones > de
4x10° son recomendables.

Los equipos de aféresis pueden sobreestimar el volumen colectado, una buena
practica es realizar el pesaje del producto colectado para el recuento de
celulas CD34+.

El almacenamiento del producto colectado se puede realizar en refrigeracion

(2 a 8°C) o criopreservacion (<140°C).

15



e Durante el proceso de criopreservacion se ha encontrado una disminucién de
celulas CD34+.

e No se realiza el recuento de células CD34+ en el producto criopreservado por
lo que debe implementarse metodologias que utilizan el compuesto 7 amino

actinomicina D que nos permite cuantificar las células viables y no viables.

16
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ANEXOS

Figura 1. Las células madre hematopoyéticas poseen la capacidad de
autorrenovacion y potencial de generar todos los diversos linajes hematoldgicos.
Durante la diferenciacion primero pierden la capacidad de autorrenovacion,
posteriormente se van comprometiendo a la formacion de cierto linaje maduro.
Durante este proceso la expresion de proteinas va cambiando y genera poblaciones
con diferente fenotipo (19).
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Fuente: Jara-Segura E, Jensen-Gamboa E. Recuento de células CD34+ por citometria
de flujo. Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. de Costa Rica, Vol 24, N° 2, mayo —

agosto 2018.
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Figura 2. Movilizacién. La hematopoyesis es la produccién de los componentes
celulares de la sangre. En adultos, se produce fundamentalmente en la médula 6sea
contenida en la pelvis, el esternon, la columna vertebral y el crdneo, de manera
especifica en el microambiente de la médula 6sea. La pérdida de union de las células
madre a las células del estroma, junto con la pérdida de actividad del SDF-1a, lo que
favorece la liberacion de las células madre en la circulacion periférica. EI bloqueo de
este receptor con un antagonista de quimiocinas (como el Plerixafor) ha elevado las
celulas madre hematopoyéticas circulantes y ayudado a la recogida de células madre

en pacientes (29).
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Fuente. Movilizacion y aféresis de las células madre hematopoyéticas: Guia préactica
para el personal de enfermeria y otros profesionales de la atencién. Grupo europeo
de trasplante sanguineo y de médula 6sea (EBMT). [Internet]. [Consultado el 12 de
noviembre de 2023]. Disponible en
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Figura 3. Estrategia para el andlisis de células madre hematopoyéticas de células
CD34+ para una sola plataforma utilizando el protocolo ISHAGE modificado.

ISHAGE, Sociedad Internacional de Hemoterapia e Ingenieria de Injertos (15).
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FIGURE 1  Gating strategy for analysis of CD34+ cells haematopoietic stem cells for single platform using modified ISHAGE protocol.
ISHAGE, International Society of Hemotherapy and Graft Engineering

Fuente. Rimac V, Bojani¢ 1. Role of flow cytometry in evaluation of the cellular

therapy products used in haematopoietic stem cell transplantation. Int J Lab Hematol.

2022 Jun;44(3):446-453.
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Figura 4. Cinética generalizada de la movilizacion de leucocitos y de células
CD34+ en la sangre periférica después de quimioterapia y administracion de
citocinas. Ambos mecanismos inducen el aumento de las concentraciones circulantes
de celulas madre hematopoyéticas debido a la alteracion del microambiente de la

médula 6sea (29).
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Fuente. Movilizacion y aféresis de las células madre hematopoyéticas: Guia préctica
para el personal de enfermeria y otros profesionales de la atencion. Grupo europeo
de trasplante sanguineo y de médula 6sea (EBMT). [Internet]. [Consultado el 12 de
noviembre de 2023]. Disponible en
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Figura 5. Cinética de células CD34+. Todos los pacientes mostraron una

disminucion del recuento de células CD34+ en la sangre durante las primeras 2 horas

de leucaféresis, pero en siete de nueve, hubo un aumento de las células CD34+ en la

sangre hacia el final del procedimiento. Ntimero absoluto de células CD34+ x 10%/ml

de sangre durante la leucoféresis en nueve pacientes (7).
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Figura 1. Nimero absolulo da células CD34+ = 103/ml de sangre duranie la leucoléresis en nueve pacientes.

Fuente. Knudsen LM, Nikolaisen K, Gaarsdal E, Johnsen HE. Kinetic studies during

peripheral blood stem cell collection show CD34+ cell recruitment intra-apheresis. J

Clin Apher. 2001;16(3):114-9. doi: 10.1002/jca.1021
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Figura 6. El proceso de trasplante de las células madre. El proceso de trasplante

de células madre puede resumirse en ocho fases distintas (29).
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