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CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN DIFFERENT PRE-HARVESTED
VARIABLES AND CD34+ CELLS HARVESTED BY APHERESIS

Abstract. . e - E

In order to find out what are the best predictors for an early and rich CD34+ cell harvest ,
we studied different variables in patients about to undergo peripheral blood stem cell
(PBSC) collections by apheresis.

Patients and Mcthods.

We studied 31 procedures in 15 patients with a variety of malignancies which were under
progenitor cell collection for autologous transplantation. The mobilization was done using a
single 4 g/msc cyclophosphamide dose plus G-FSC ( Neupogen Hoffman-La Roche) at a
dose of 10u g/k/day. All apheresis procedures were done using Baxter CS-3000-Plus
machine. All test were done immediately before starting each apheresis procedure. Number
of CD34+ cells were obtained by flow cytometry.

Results.
A total of 15 patients ( 6 males, 9 females), mean age 32 years (12-50) were studied.
Diagnosis were: Chronic Myeloid Leukemia=4, Breast cancer=6, Myeloma Multiple=2,
Lymphoma=1, Acute Myeloid Leukemia=1 and Acute Lymphoblastic Leukemia=1.
The variables obtained were:

Million CD34+cells/k

Leukocytes —=0.014
Hematocrit —=0.29
Mononuclear Cells/plL —=0.053
Mononuclear Cells/k r=0.058
Platelets r=0.19
CD34+ cells/puL. =0.70
CD34+ cells/k r=0.62
Weight =0.12
Conclusions.

As in other groups, our results indicate that the best predictor for a early and rich CD34+
harvest is the number of circulating CD34+ cells/pnL. We believe that daily measurement
of circulating CD34+ cells is a effective way of starting PBSC harvesting early and
efficiently as compared with other indicators, such as leukocyte or mononuclear cell
counts.




COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE DIFERENTES VARIABLES PRE-
COSECHA Y CELULAS CD34+ COSECHADAS POR AFERESIS

Resumen. :
Para encontrar cuales son los mejores predictores para una cosecha de células CD34+
temprana y rica, se estudiaron diferentes variables en pacientes sometidos a recolecciéon de
células progenitoras de sangre periférica (CPSP) por aféresis.

Pacientes y Métodos.

Se estudiaron 31 procedimientos en 15 pacientes con una variedad de neoplasias, los cuales
fueron sometidos a recoleccién de CPSP para trasplante autologo. LLa movilizacién fue
realizada usando una sola dosis de ciclofosfamida mas FEC-G (Neupogen Hoffman-La
Roche) a dosis de 10pgr/kg/dia. Todos los procedimientos de aféresis fueron realizados
utilizando una maquina Baxter CS-3000-Plus. Todas las pruebas fueron realizadas
inmediatamente antes de iniciar cada procedimiento de aféresis. El nimero de células
CD34+ fue obtenido por citometria de flujo.

Resultados.

Un total de 15 pacientes (6 hombres, 9 mujeres), con una edad media de 32 afios (12-50)
fueron estudiados. Los diagndsticos fueron: Leucemia Mieloide Crénica = 4, Cancer de
mama = 6, Mieloma Miltiple = 2, Linfoma = 1, Leucemia Aguda no Linfoblastica =1y
Leucemia Aguda Linfoblastica = 1. Las variables obtenidas fueron:

Millones de células CD34+/kg

Leucocitos r=0.014

Hematocrito =0.29

Células mononucleares/pL r=0.053

Células mononucleares/kg r=0.058

Plaquetas r=0.19

Células CD34-+/puL " r=0.70

Células CD34+/kg —=—0.62

Peso r=0.12

Conclusiones. :

Como en otros grupos, nuestros resultados indican que el mejor predictor para una cosecha
temprana y rica de CD34+, es el numero circulante de células CD34+/uL. Nosotros
creemos que la medicién diaria de células CD34-+ es una manera efectiva de iniciar una
cosecha de CPSP temprana y eficiente comparada con otros indicadores, como el conteo de
células mononucleares o leucocitos.




COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE DIFERENTES PARAMETROS

PRECOSECHA Y CELULAS CD34+ COSECHADAS POR AFERESIS.

ANTECEDENTES: En el tratainiento de—diversas enfermedades neoplasicas se utilizan

grandes d051s de qu1mloterap1a / radxoterapla obteniendo curacién en algunas de ellas. Sin

embargo la mlelo toxxcndad ‘lmpxde la admxmstramon de 'dosis letales de qulmloterapla /

’ radloterapla que sen A

Temendo en cuenta ‘esto y los mecaxnsmos ﬁsxologlcos de la hematopoyesxs, desdel960 se',

ogo de medula osea.

Las células progemtoras hematopoyencas (CPH) pueden obtenerse de la medu]a osea,
medlante puncxones multlples o de la sangre penfenca, medlante cn.a.feresxs obtemdas de

sangre penfenca. En el ‘segundo caso, 1'1.. CP[—I deben ser mowllzadas dentro de la

cxrculacnon para obtener una recolecmon optlma. Para la movxlxzacxon es necesano utlllzar

qu1m10terapla, mayormente c1clofosfam1da, y factor estxmulante de colomas granulocnlcas’ :

o granulocmcas monocltlcas

ces 'de cura.r un mayor porcenta_]e de dichas enferrnedades :

e



La obtenciéon de CPH en la sangre periférica tiene varias ventajas sobre la de médula Osea:
a) Puede recolectarse un nimero grandé de CPH.
b) La cosecha de CPH de sangre penfenca es pos:ble aun en pacientes en los que por

condlcxones secundanas a la enfermedad no es posxble la obtencxon de CPH de medula

Osea.
c) Se evna la anestesua &,eneral y las mu]tlples aspnracxones de medula 6sea.

d)  Existe una recuperacxon hematologlca postrasplante mas raplda. :

Las desventa_jas del uso’ de CPH de sangre penfenca mcluyen'

a) El costo de multlples procedlmlento de aferesns. -

b) La posnble nece51dad de proc dlmlentos de purgas

c) Requenmxento de un reglmen adecuado pa.ra ]a movxhzacnon.

d) NeceSIdad de excelente acceso venoso

Por otra parte en pacnentes con’smdromes mlelo dlsplésxcos, como’son Ia anemla reﬁ'actana'

con exceso- de blastos terapxa relacxonada con smdromes mxelo dlsplaSlCOS, 'o leucemxa .

mlcloblastlca aguda secundana yj' ue’ no tengan donador

médula ésea alogemco la qulmloterapla mten51va segu:da por trasplante de medula Osea

autologo con CPH de sangre penfenca, representa una terapla altematlva..




El momento idéneo para la cosecha de CPH de sangre periférica es controversial. Mientras
algunos grupos utilizan el niimero total de células mononucleares como indicador, otros

utilizan el nimero de CPH, entendidas como células que expresan el antigeno de superf’ icie

CD34+ s

OBJETIVO:

El objetivo de este estudio es averiguar la correlacién existente entre cuentas de células

sanguineas, incvluyendo monqnucleares, antes de la cosecha y la cantidad de células CD34+

finalmente obtenidas.

PACIENTES Y METODOS. :

El estudlo se llevo acabo de Juho de 1999 a Febrero del 2001, en el Servicio de

Hemalologla del Centro Medlco Nac:ona] 20 de Novxembre.

Se estudxaron 31 procedlmxentos € cosechas obterudas por aféresis en 15 pacientes con

actividad tumoral en éziso de tumores sélidos.

|



o Con alguna de las siguientes patologias: Leucemia Aguda en primera remisién
completa, de 20 a 45 afios de edad y sin posibilidad de trasplante alogénico.

[} Leucémia’Cr(’)nica Mieloide menor de 45 anos, en fase crénica, durante el primer
afio despues del dlagnostlco ¥y sin posxblhdad de trasplante alogénico

(=] Mleloma Multlple con edad menor de 55 afios, sin posxbxlxdad de trasplante
a]ogemco, con un maximo de dos ciclos de qulmloterapla.

o Cancer Mamano con’edad: menor de 50 ‘afios, etapas I, II y III con mastectomla

radxcal modlfcada o c1rug1a conservadora tlpo cuadrantectomla, con 10 o miés -

'gangllos posntlvos pa.ra metastas:s‘ y un maxlmo de 4 cxclos de quxmloterapla

o anfoma con edad me or dc 5 anos dc grado 1nterrnedxo y a]to de mallgmdad de

acuerdo aila clasxfcac:on d a ,Workmg kormulatlon, ‘en pnmera remlslén

completa, que‘logra.ron remision cqmplata cqn }maxxm '4 c1clos de qulmloterapla,

con nesgo mterrne 1

realizacién de la ultim

central, doble lumen:tipo Mahurkar

02048,) bajo arieé’t’es;m.local e

iniciaron cuando el paclen alcanzab una- cuenta de: 1000 leucocxtos/uL y ima cuenta de

100,000 plaquetas/pL Las cosechas fueron realizadas diariamente, procesando un volumen

total de 5 — 7 lxtros de sangre por leucoféresis a un flujo continuo de 50 — 60 ml/min.




Recolectando un volumen medio de 55ml, hasta alcanzar la cifra de células mononucleares
de 2.5 x10%/Kg. Del paciente, estas cosechas se realizaron‘utilizando una maquina Baxter
CS-3000-Plus (Baxter Healthcare, Deerfield, IL) en el programa estandar 8 para

recoleccién de células mononucleadas. El niimero total de glébulos blancos, plaquetas y

hematocnto prccosecha y cosecha fue analxmda en un contador celular Coulter ( Micro Dxff

Iy el porcenta_]e de ce]ulas mononucleares obtemdas en la cosecha fue deterrmnado de

forma manual en frotls de sangre penfenca_:' El porc

la precosecha v cosocha fue detemnngdo"p

Dickinsoh’) FACSCaliBixr (50" pL de

monoclonal a.ntx-CD34+ umdo a 1sot10c1anato,de uorescelna, se utlhza.ron dos controles

de 1sotxpo con antlgama 1 con_;ugada con antlgama 2 utlhzando‘f'coentnna.) i

Las variables estudiadas en cada pacxente ﬁJeron'

o Leucocitos cu'culantes 1nmed1atarnente a.ntes de cada procedlmlento de cosecha.

o Hematocrito 1nmed1atamente antes de ada proc

1ento de cosecha. .
o Celulas mononucleadas/pL c culante xnmedlatamente antes de cada procedlmlento de

cosccha.

o Plaquetas c1rculantes lnmedlatarnente antes de cada procedxm:ento de cosecha.

(=) Celulas CD34+/;1L c1rcu1antes mmedlatamente antes de cada’ procedimiento de

cosecha. -

ta_]e de células CD34+ obtemdas en
do un citometro de ﬂUJo C Beoton, s

pension 'ﬁ.xex"on mcubados con antiduerpo 2
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o Células CD34-+t/kilogramo de peso ‘del paciente  inmediatamente antes de cada

procedimiento de cosecha.

o Peso del pzicie’nie ihmédiatamente antes de cada prbcedinﬁento de cosecha.

Estas va.rlables fueron corre]acxonadas con:
o  Células CD34+/p.L de cosecha.

o Mnlloncs de células CD34+/kilo de peso del paciente.

Un programa  software ( Epi- Info 6) fue usado para el analisis

correlaciones fueron determinadas usando una regresién lineal.

RESULTADOS.

estadistico. Las

Un total de 15 pacxentes C 6 hombres Y9 mu_leres) fueron estudlados la edad promedlo fue

de 32anos ( rango de‘ 2‘50) 4 con Leucemla Mxelonde Cromca, 6 con Cancer de mama, 2

- Leucocxtos(x103/uL) i P , 5 12400 77100

- ‘Hematocnto (%\ v - ok ' v 242401

- - Celulas Mononucleares/p.L.. o .,.’”;”V 456 = 6758

- Celulas Mononucleares X 106/Kg cxrculante..-;.-. “0.31 — 8.78

1 meoma, 1 Leucerrua Aguda No Llnfoblastlca y 1 Leuccmla

[ENPIRIoN

L



e Plaquetas/pl ) . 13,000 —300,000

- CD34+/"T - 21.8—-739
- Mlllones CD34+/Kg ' 14.89 -~ 759.70
- Peso ( Kg) 2 : ) : .25 —80

A\

Peso del pacxente lnmedlatarnente antes de cada procedxmlento de cosecha ( 0 12 )

Las varlables con coefclentes de alta correlacxon(> de 0 50) con relac1on a’ mxllones de

CD34+ por k logramo de peso fueron.

"Celulas CD34+/k110gramo de peso del paciente 1nmed1atamente antes de cada

. pxjocedxmlento dekcosecha (0.62)y

v Célrlxvlas CD34+ /uL circulantes inmediatamente antes de cada procedimiento de

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

cosecha ( 0.70.)
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Ver Tabla 1 para cifras y coeficientes de correlacion.

Tabla 1. leras y éoeﬁcicntes de correlacion.

COEFICIENTE DE
VARIABLES PRECOSECHA PROMEDIO (o) cfnc:f?:;:‘c::‘:ION
i(millones de CD34-+/K)
I_eucocitos circulantes ( x 103/pL.) 24,706 —=0.014
Hematocrito (26) 31.81 r=0.29
ICMN* /itl. circulantes 2496 r=0.053
ICMN* x 10°Kg circulantes 2.67 =0.058
Plaquetas/pl. 112,906 r=0.19
CD34+/ulL 113.4 —=0.70
Millones CD34+/Kg 111.17 —=0.62
Peso (Kg) 59.45 r=0.12

*CMN: Ceélulas Mononucleares
Se encontré una tendencia ala proporcionalidad directa en'tAreAel nimero de células CD34+
encontradas antes de la cosecha con el nimero de estas células cosechadas por kilogramo

de peso del paciente. Ver Gridfica 1.
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Millones de celulas CD34+ por Kilogramo

Grifica 1. Tendencia de células CD34+ pre-cosecha con células CD34+ cosechadas por

Kg. De peso.

Millones de Celulas CD34+/KG Cosechadas en relacién al nimero de CD34+/nl
circulantes preaferesis

25
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Celulas CD34+/ul Circulantes pre-aferesis
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CONCLUSION. "

‘Tal como lo’ reportan otros autores el me_|or paré.metro para 1mc:a1f la cosecha de células

progerutoras de sangre penfenca por aferesxs es el ‘ntmero de celulas CD34+/;,LL

c1rculantes. Nuestra opmnon es que con el fin de mtentar reahzar un solo proced:mxento de

cosecha, con los subsecuentes ahorros en equlpos de a.feresxs y en’ factores estlmulantes de

colonias, se debe utilizar el parémetro de 50 celu!as CD34+/;,1L.

DISCUSION.
Actualmente no hay un consenso sobre el momento idéned pa.ra iniciar ]a coéccﬁa de CPH
para trasplante autologo. Algunos autores utilizan' el niimero de celulas mononucleares

como mdlcador mientras que otros utlllzan el namero de células CD34+

La recolecc1on de CPH por leucoféresis requiere de un adecuado reglmen de movxhzacxon‘

con factores esnmu]antes de colonias hematopoyetlcas y uno .0 mas procedxmlentos de

aféresis, lo que generalmente g,enera costos e]evados. EI prop051to de este estudm fuer

conocer el mejor mdlcador para el'inicio de la recoleccnon de CPH es decxr, cuando es mas

convemente iniciar la cosecha medla.nte un. solo procedxmlento dea.feresxs y sin gastos

excesivo de factores estlmulantes de colomas Con el ﬁn de saber esto se correlacionaron
parametros hematolégicos precosecha, con los resultados de cada uno de los procedimientos

de cosecha.

A




Y tal como lo reportan otros autores el numero de células mononucleares circulantes
precosecha no tienen correlacién con el nimero de celulas CD34+ finalmente obtemdas (
r=0.053.) Y si tiene correlaciéon el niimero de CD34+ precosecha circulantes con el nimero

final obtenido de CD34+ ( r=0.70.) Este hecho no es sorprendente ya quc en ]as celulas

mononucleares no solo van contenidas CPH sino que tambxen hnfocxtos y monocxtos En'

la mayoria de nuestros pacientes el objetivo de 5 x 10'5 /Kg de CD34+ que se: reqmere pa.ra ;

un buen injerto, se alcanzo con una cuenta cire te precosecha de CD34+ de 50

células/pL.

En conclusién consideramos que el numero circulante de células CD34+ precosecha es un

metodo reduc1

movxhzacxon lo que redundara en u.na dlsmlnumon de los costos del procedlmlento. b
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