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Garcia Mauricio., Vela Ojeda Jorge., Garcia Chavez Jaime. Cuantificacion de Linfocitos “T”

Y0 en pacientes candidatos a Transplante Autélogo de Células Progenitoras Hematopoyéticas.

Objetivo: Cuantificar el numero de células T y§ en pacientes con diversas neoplasias

Hematologicas previo al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) autélogo.

Material y Métodos: Se incluyeron 18 pacientes con diferentes neoplasias hematologicas,
aceptados para TCPH autdlogo. Todos los pacientes recibieron FEC-G como terapia de
movilizacion previo al trasplante. Se realizaron mediciones en sangre periférica, asi como en las 2
cosechas obtenidas al dia 4to y 5to de la movilizacion, cuantificando las células nucleares totales,
linfocitos totales, linfocitos CD3 y linfocitos T 0. Se utilizé un Citdmetro de Flujo con anticuerpos

monoclonales anti-CD3 y anti-TCR /8.

Resultados: Se analizaron 72 muestras por Citometria de Flujo, obteniéndose una media de CN al
dia 5to de movilizacion en sangre periférica de 23.25x10%L y una media de linfocitos T ¥ de
63.98x106/L, con p=0.0000002 y p= 0.013. Igualmente se observo un aumento en la cifras de
linfocitos T 8 en comparacion con la cifra basal en las bolsas de las cosechas de 2.9 x10%Kg en la
bolsa 1 y de 3.2 x10%Kg en la bolsa 2, sin obtener p significativa cuando se comparo la cifra

obtenida entre la bolsa 1 y 2.
Conclusion: El nimero de células mononucleares y los Linfocitos T 9, aumentan en cantidad
posterior al uso de FEC-G tanto en sangre periférica, como en las bolsas de las cosechas en

pacientes que seran sometidos a TCPH en modalidad autdloga.

Palabras clave: Linfocitos T y8, FEC-G, Trasplante de Células Progenitoras.



Garcia Mauricio., Vela Ojeda Jorge., Garcia Chavez Jaime. Quantification of lymphocyte's

"T" ¥ in patient candidates for Autologous Stem Cell Transplantation.

Objective: Quantifies the number of cells T 3 in patients with diverse Hematology’s neoplasias

before the Autologous Stem Cell Transplantation. (TCSA)

Materials and Methods: Eighteen patients were included with different hematology’s neoplasias
accepted for TCSA. All the patients received FEC-G as therapy of mobilization before the
transplant. Measurements were realized in peripheral blood, as well as in 2 crops obtained a day 4"
and 5° of the mobilization, quantifying the nuclear total cells (CN), lymphocyte’s total,

lymphocyte’s CD3 and lymphocyte’s “T” 5. A Citometro of Flow was in use with antibodies

monoclonales anti-CD3 and anti-TCR 0.

Results: Seventy two samples were analyzed by Citometria of Flow, CN's average being obtained a
day 5to of mobilization in peripheral blood of 23.25x10%L and one average of lymphocyte’s “T”
¥ of 63.98x10%L, with p=0.0000002 and p = 0.013. Equally an increase was observed in you code
of lymphocyte’s “T” yd in comparison with the number basal in the bags of the crops of 2.9
x106/Kg in the bag one and of 3.2 x10%Kg in the bag two, without obtaining p significant when I

compare the number obtained among the bag one and two.

Conclusion: The number of mononuclear’s cells and the lymphocyte’s “T” ¥d, they increase in
quantity later to FEC-G's use so much in peripheral blood, like in the bags of the crops in patients

who will be submitted to TCSA.



ANTECEDENTES

El trasplante de células Hematopoyéticas es definitivamente, una arma terapéutica en el
tratamiento de las patologias benignas y malignas, asi como en patologias no hematologicas
(tumores so6lidos, colagenopatias ¢ inmunodeficiencias).
En el caso de las patologias Onco-Hematoldgicas, si el Trasplante se realiza en una fase
temprana de la enfermedad, la frecuencia de curacion puede oscilar entre un 50-60%. Sin
embargo en el 20-40% de los pacientes, la enfermedad reaparece a pesar del trasplante. En
estos casos las opciones terapéuticas en nuestro medio son escasas, contando con pocas
opciones, inclusive para aquellos pacientes que se encuentran en Centros de Salud o
Instituciones en donde se cuenta con la infraestructura completa. Las pocas opciones
terapéuticas se reducen a tratamientos experimentales, un segundo trasplante ahora en
modalidad alogénico (para hacer uso del efecto de injerto contra tumor), aunque este con un
potencial efecto toxico y alta morbi-mortalidad y finalmente la medicina molecular que se
enfoca al uso de blancos terapéuticos que inhiben una via o impiden la duplicacion del
DNA, entre otros mecanismos. Sin embargo todos estos ultimos son medicamentos

costosos y de dificil adquisicion para la mayoria de los pacientes.

Debido a lo anterior es imprescindible el conocimiento exacto de los mecanismos involucrados con
el Trasplante de células progenitoras Hematopoyéticas, ya que es importante resaltar que durante
este trasplante no solo se infunden al pacientes células “STEM CELL”, las cuales son importantes
para el implante hematopoyético, sino que ademas administramos otro tipo de células que también
pueden ser trascendentes en la obtencion de la curacion de la enfermedad, dentro de estas células se
encuentran las llamadas T reguladoras y hasta ahora no se han estudiado en forma amplia, en
relacién a su concentracion en la cosecha obtenida y su funcioén una vez transfundidas. Otro tipo de
células que pueden llegar a aislarse durante la cosecha de células pluripotenciales, son células
neoplasicas que pueden también jugar un papel importante en la recaida de la enfermedad. Debido

a lo anterior es imprescindible el conocimiento de la funcién y su posible participacion de las
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células transfundidas durante el trasplante, una de tantas células son los Linfocitos T ¥, por lo que
serd prioritario su conocimiento desde la Linfopoyesis.

Dentro de la linfopoyesis existen 6rganos linfoides primarios y 6rganos linfoides secundarios, en los
cuales se lleva a cabo la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos. Es ya bien conocido que
dicha linfopoyesis se desarrolla desde la vida prenatal en el saco vitelino, higado, bazo y médula
osea, para que finalmente en la vida adulta se produzca exclusivamente en las epifisis de los huesos
largos y en algunos huesos planos como costillas, esterndn, asi como vértebras y pelvis. También es
conocido que la diferenciacion y capacitacion de los linfocitos dependerd de la extirpe histoldgica,
formandose inicialmente todos (“B” y “T”) en la médula 6sea y luego dependiendo de la extirpe
pasan a Timo 6 permanecen en Médula 6sea para su capacitacion, adquisicion de su reordenamiento
del receptor de superficie (BCR o TCR) y los procesos de seleccion positiva y negativa, culminando
la presentacion antigénica en los érganos linfoides secundarios. En los linfocitos “B”, todo esto se
lleva a cabo en la Médula d6sea (equivalente de la Bursa de Fabricio en aves), mientras que los
linfocitos “T” es necesario su paso a través del timo para la adquisicion de TCR, CD3, CD4 y CD8
segun el caso, y ademas someterse a una seleccion positiva y seleccion negativa, con la finalidad de
desencadenar una respuesta inmunitaria contra antigenos extrafios y por otra parte eliminar las
clonas reactivas contra antigenos propios, esto ultimo se le ha llamado Tolerancia central. Los
organos linfoides secundarios son indispensables tanto en linfocitos T y B para la presentacion
antigénica de epitopos extrafios y es ahi donde también se puede llevar a cabo una respuesta
inmunitaria mediante la expresion de una clona en contra de un antigeno especifico'.

En relacion a las células T, es bien conocido sus diferencias que las pueden clasificar de

acuerdo a criterios morfoldgicos, de actividad, de patrén de secrecion de citocinas y

también de acuerdo a los receptores expresados en su superficie de membrana.



Morfologicamente hay 2 variedades de linfocitos circulantes:

a) Linfocitos pequefios, carecen de granulos y presentan un cociente
Nucleo:Citoplasma elevado y constituyen el 95% de los linfocitos circulantes
de células. TH( T “Helper”) y el 50% de LTC (Linfocitos T Citotoxicos).

b) Linfocitos grandes, presentan menor cociente N:C, contienen granulos azurofilos
intracitoplasmaticos y son denominados Linfocitos Grandes Granulares (LGG) y
menos del 5% corresponden a los TH y en un 50% pertenecen a los LTC.

De acuerdo a los receptores de membrana las células T en reposo en un 95% expresan receptores
alfa/beta (a/P) y pueden adoptar cualquiera de las 2 morfologias ya mencionadas, otra subpoblacion
de linfocitos T expresa receptores gamma/ delta (y0), y presenta aspecto de LGG. Estas células T
Y0 , rara vez se encuentran en los nddulos linfaticos y bazo, en contraste abundan especialmente en
los epitelios mucosos como intestino, lengua, piel, esofago, traquea, pulmones, epitelio genital y
constituyen solo una pequefia parte de las células T en sangre periférica. En tejidos intraepiteliales
de raton se ha demostrado la presencia de CDS en estas células linfoides, a diferencia de las
circulantes que no expresan este marcador. Se ha demostrado que la presencia de estas células
CD8+ Y0 representan un repertorio de receptores de células T dirigido fundamentalmente contra
determinados antigenos bacterianos 6 virales, por lo que se considera que estas células juegan un

papel importante en la protecciéon de las superficies mucosas de los organismos'".

Los linfocitos T, presentan un mecanismo de reconocimiento antigénico distinto de los linfocitos B.
En el caso de los linfocitos T, el antigeno endégeno o exdgeno es primero degradado y procesado
en el interior de las células presentadoras de antigeno (CPA). Posteriormente, sus determinantes
antigénicos procesados son expuestos en la superficie de la CPA, en el seno de una molécula del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC de clase I o de clase II). El linfocito T, a través
de su receptor clonotipico, unicamente reconoce al antigeno cuando éste se encuentra presente en la

membrana de la célula presentadora de antigeno V.



Asociados a las dos cadenas polipeptidicas polimorficas (alfa y beta o gamma y delta) que
constituyen las dos variantes del TCR, se encuentra un grupo de moléculas monomorficas de
membrana llamadas colectivamente CD3, formando asi el complejo TCR/CD3. Cuando tiene
lugar el reconocimiento antigénico entre el TCR y la molécula MHC que porta el antigeno, se
desencadena una cascada de reacciones bioquimicas en el citoplasma de la célula T, dando asi

lugar al proceso de activacion .

Asi pues se han descrito dos tipos de linfocitos T Y3

a) Células Tyd que expresan la region Vy9+ Vd2+ del TCR y representa la mayoria de los
linfocitos T Y0 de sangre periférica. Esta variedad juega un papel muy importante en la
defensa contra los patégenos intracelulares y malignidades hematologicas. Se ha demostrado
en estudios “in Vitro” que estas células activadas son capaces de destruir lineas celulares de
Linfoma y Mieloma. Se han encontrado también con alta frecuencia en pacientes con LMA

post-transplantados libres de enfermedad.

b) Células T V31+ residen principalmente en tejidos epiteliales, donde pueden actuar como 1™

linea de defensa contra infecciones y enfermedades malignas.

La atraccion de los leucocitos a los tejidos, es un paso esencial para el desarrollo de una
respuesta , estando controlado este proceso por sus quimiocinas y receptores especificos. Las
células T VY9 V32+ expresan un amplio rango de receptores de quimiocinas CC, incluyendo

CCR1y CCRS.

Se ha demostrado que algunos tipos de especies bacterianas como Micoplasma y
Micobacterium bovis, inducen la expresion de células T y0 en respuesta a INF, en presencia de
IL-2 y Células accesorias. La infeccion por CMV en pacientes con transplante Renal induce

fuerte respuesta de Clonas VO 1+, V § 3+y V 8 5+ contra las células infectadas con CMV.

Ligandos bien definidos del TCRs de células T y8 son un grupo de moléculas bien definidas y
propias que son capaces de indicar estres celular e incluyen CD1, MIC-A 0 B y F1- ATP sintetasa.

Esta enzima se expresa en la superficie de células tumorales y promueve el reconocimiento celular



por células T yd en forma dependiente de otra proteina, APOLIPOPROTEINA A-1. Ademas de
esta, otros 2 antigenos mitocondriales HPS-60 y CL se ha encontrado que son estimulantes de
células T 5. La Mitocondria en su aparente origen microbiano, se ha considerado como posible
origen de antigenos para células T ¥0, en contraste MHC-1 “T22” es un ligando bien establecido

para células T 0.

La estructura de esta proteina en complejo con TCR ¥d (denominado TCR-G8), muestra

que al menos este TCR usa residuos codificados de linea germinal de su cadena J region 3
determinante de complementariedad (CDR3) para unirse a “T22”, y la relativa posicion de

TCR y MHC son diferentes de aquellos TCR af} y su peptido-ligando MHC.

Algo importante a mencionar es que existen estudios los cuales demuestran que los linfocitos Ty
V&2+ activados tienen funcion de Célula Presentadora de Antigenos, aun que este estudio solo se
enfoco a este subtipo de células y hace falta determinar si todas las variedades de linfocitos T Yo
tienen la misma capacidad de CPA 0 solo es esta variedad®.

Otros estudios muestran que los monocitos cosechados de ratones deficientes en linfocitos T 70,
fueron defectuosos en su maduracion, sugiriendo que los linfocitos T y0 promueven la
diferenciacion Monocito-Macrofago™.

También se ha observado que los linfocitos T ¥d son efectivas en la eliminacion de células

infectadas por el Virus EB, esto en pacientes con enfermedades linfoproliferativas

postransplante de médula 6sea™®.

Estudios recientes in vitro e in vivo, han mostrado que compuestos aminobifosfonatos, como
pamidronato, zoledronato, muestra homologia estructural con el ligando TCR 73, induciendo
activacion y proliferacion de linfocitos T 0 circulantes dependientes de IL-2. Ante esta evidencia
se ha planteado que la expansion selectiva de los linfocitos T Y8 contribuyen al efecto antitumoral
documentado en estas drogas. Con relacion a este efecto, el subtipo Vy9+ CD4- CDS8- es

eficientemente expandida en sangre periférica, en presencia de zoledronato®.
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Ligandos propios de TCR ¥0 son un grupo de moléculas propias que incluyen CD1, MIC-A ¢ B y
F1-ATP sintetasa, expresandose este ultimo en la superficie de células tumorales, promoviendo el
reconocimiento celular por los linfocitosT ¥d. F1-ATPasa es un antigeno mitocondrial , que junto
con las proteinas HSP-60 y los fosfolipidos Cardiolipinas se han considerado que estimulan los
linfocitos T ¥d. Asi mismo Receptores de células NK y TLR han sido reportados en estas células. El
receptor NKG2D es un receptor activo para células NK y funciona como receptor coestimulador en

la activacion de linfocitos T y8 y linfocitos T oy CD8+.

El subtipo de linfocito T Vy9+ V82+ son parcialmente activadas solo por el NKG2D vy la
activacion via de este receptor induce la expresion de TNF-o y liberacion de granulos citoliticos,
pero no la produccion de INF-y, induciendo la expresion de DAP 10 como mediador de la
sefalizacion de NKG2D.

Su actividad antitumoral de los linfocitos T ¥ se ha demostrado, ya que pueden infiltrar tumores
solidos y exhibir una actividad selectiva litica contra una variedad tumoral. Tanto los linfocitoss T
YO residentes como circulantes, expresan un distinto patron de receptores de citocina, el cual
potencialmente les permite extravasarse y migrar hacia la matriz extracelular y atacar el sitio
tumoral en respuesta al estimulo. Esto lo hace por medio de moléculas de adhesion (N-CAM), la
cual puede contribuir tanto para la regulacion, como para la extravasacion y la recirculacion de los
Linfocitos Infiltrantes Tumorales (LITs) yd residentes .

Los linfocitos T V82+  circulantes expresan la Glucoproteina transmembrana tipo II NKRP1A
(Receptor de células Natural Killer Proteina 1A ), que contiene un dominio de lectina tipo C, el
cual puede funcionar como una molécula de adhesion y les permite migrar a través de las células
endoteliales en ausencia de estimulo quimiotactico, sugiriendo que esta molécula NKRP1A juegan
un papel primordial en el potencial de la actividad antineoplasica de las CT yd . Esta expresion es

regulada por IL-12.



En la respuesta antitumoral los linfocitos T Y0 despliegan en especial los V&2+, reconocen
ligandos naturales. El reconocimiento es mediado por TCR y no requiere proceso antigénico y
presentacion por el MHC, lo cual les otorga una ventaja en comparacién con los linfocitos T
alfa/beta, los cuales a través de receptores CD4 y CDS interactuan con el sistema HLA Il y I
respectivamente.

Los linfocitos T Vy31+ reconocen moléculas MHC-I, MIC-A y MIC-B a través de receptor
NKG2D, los cuales son antigenos que responden a la proteina del Choque por células epiteliales
intestinales y tumores epiteliales como Cancer de Colon, Pulmén y Rifién"”.

Citotoxicidad mediada por perforina ha sido reportada por células V&2 y V31+ con aumento en la

expresion de FAS-Lig, seguido del rearreglo del TCR y por tanto son capaces de matar células

tumorales sensibles a FAS-Lig ®.

Factores de crecimiento Hematopoyético en la movilizacion de Células STEM CELL:

En 1988 se informo por primera vez que posterior al uso de Factor Estimulante de Colonias
Granulocitico (FEC-G) y de Granulocitos-Macrofagos (FEC-GM), se incrementaban la
cantidad de células hematopoyéticas en la sangre periférica, después de 4-5 dias. Durante la
movilizacion de células CD34 + en el TCHP son utilizadas citocinas o antineoplasicos
(Ciclofosfamida) que mediante reacciones de estrés favorecen rompimiento de las moléculas de
adhesion de la matriz extracelular con los receptores de superficie celular, sin embargo durante
esta movilizacion, no solamente se encuentran células CD34+, si no también muchas otras
células mononucleares que pueden complicar o favorecer la evolucion de un paciente
transplantado de médula 6sea, inclusive es factible que se cosechen células neoplasicas del
mismo paciente en el caso de TCHP en modalidad autélogo. El reconocimiento, la

determinacion y su probable separacion puede ser util como terapia contra el cancer®.
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Un gran espectro de células se movilizan a la sangre periférica incluyendo células madre
hematopoyéticas primitivas, progenitores de la serie megacariocitica, eritroide y mieloide, asi como
neutr6filos maduros. No existen estudios que analicen las caracteristicas de la movilizacion de las
células del tipo T yd. Tampoco se conoce hasta ahora la cantidad de linfocitos T yd que contiene el
producto de la movilizacion.

El FEC-G es el factor de crecimiento mas utilizado para la movilizacién, sin embargo, otros
factores de crecimiento también han mostrado su efectividad como: FEC-GM, Stem Cell factor,
ligando de FLT-3, Interleucina-1, Interleucina-3 e Interleucina 11 y 12. La dosis mas utilizada del

FEC-G es de 5-10 ng/Kg/dia.
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MATERIAL Y METODOS

En el Departamento de Hematologia del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional La
Raza, en el area de Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas junto con el Laboratorio
de Hematologia Especial, se incluyeron 18 pacientes con patologias Hematoldgicas. El objetivo de
este estudio fue el de Cuantificar el namero de células T ¥ en pacientes con diversas neoplasias
Hematologicas previo al Transplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas en modalidad

autologo.

Los pasos mediante los cuales se procesaron las muestras fue el siguiente:

1. Se obtuvieron muestras (3-Sml)a partir de:
e Sangre de vena periférica como muestra basal previo a la movilizacién de CTP

e Sangre de vena periférica de las unidades a criopreservar en el 5 dia de movilizacién o

segundo dia de cosecha.
e Sangre de las bolsas de cosecha obtenidas mediante aféresis al dia 4° y 5° de la
movilizacion.
2. Se cuantifico las células nucleadas en el analizador automatico para biometria hematica Cell Dyn
3000 (x106/ml).
3.Se ajusto la cantidad de células nucleadas a 1 x 106 /100 ul de PBS a partir de la cual se tomaron
alicuotas de 100ul para ser depositadas en tubos Falcon.

5. Posteriormente se determind la cantidad de células positivas para CD3 y T ya.
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Dado que el porcentaje de células T YO es bajo, se adquiriéo 1 millén de eventos para evaluar la

cantidad de células T v0.

PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR CELULAS CON DIFERENTES MARCADORES DE
SUPERFICIE EN MUESTRAS DE COSECHA y SANGRE PERIFERICA DE CELULAS

MONONUCLEARES:

1. Cuenta de Células nucleadas..

a. Se obtuvo la cuenta de células nucleadas (1x 10(9)/L) en el equipo Cell Dyn 3000.
b. Se realizé ajuste de la concentracion de células nucleadas a 1 x 10(6) cels/100uL en

sangre periférica de acuerdo con la féormula:

C1V1 =C2V2; para obtener V2 = (C1V1)/C2

Donde:

e (1 = Concentracion de células nuleadas contadas con el equipo
Cell Dyn 3000

e V1 = Volumen inicial de la alicuota de c¢lulas

e (2 =Concentracion final de células a la que se quiere llegar.

® V2= Volumen final al que se afora

2. Determinacion de  los diferentes marcadores de superficie de las células

mononucleares por citometria de flujo en el FACScan.
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Calibracion del citometro de flujo.: El equipo Se calibra utilizando las perlas calibradoras y el
programa de “FACSComp” para obtener las condiciones optimas de este en los voltajes de los tubos
fotomultiplicadores, compensacion de fluorescencia y sensibilidad. Para lograr esto se coloca en el
tubo 1:1 mL de amortiguador de fosfatos mas una gota de perlas sin tefiir y en el tubo 2:3mL de
amortiguador de fosfatos, una gota de perlas sin tefiir, una gota de perlas tefiidas con Isotiocianato

de Fluoresceina y una gota de perlas tefiidas con Ficoeritrina.

4. Preparacion de las muestras para el analisis.

Tincion:  Se coloca en un tubo Falcon 1.5x 10(6) células mononucleares viables en 100 uL de
amortiguador de fosfatos, se adiciona 20uL de anticuerpo marcado con Isotiocianato de
fluoresceina O Ficoeritrina. Se mezcla e incuba durante 20 minutos a 400C en la oscuridad,
transcurrido el tiempo se adiciona ImL de solucién de lisis (1:10) y se mezcla e incuba durante 20
min a 4 oC en la oscuridad; un a vez transcurrido el tiempo se centrifuga 300 x g durante otros 5
min, transcurrido el tiempo se elimina el sobrenadante y se adiciona 0.8mL de amortiguador de
fosfatos mas 0.2mL de paraformaldehido al 1% en solucion salina isotonica. Se resuspende en

vortex a baja velocidad y finalmente con el tubo a esas condiciones se adquirieren los datos.

5. Adquisicion de datos.

Se adquieren en el programa de “Cell Quest Pro” version 3.2.1 “ Apple System” 7.6.1, 1 x 10(6)
eventos y se selecciona una region, esto se hace con el tubo marcado como control de isotipo

(autofluorescencia).

- Se adquiere toda la poblacion celular y se selecciona la region linfoide CD3 + ajustando
primero la autofluorescencia de las células, colocando los marcadores de los cuadrantes
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en una grafica de puntos “dot plot” en la escala logaritmica 10(1), tanto para el eje de
las abscisas (FL2 PerCP) como para el eje de las ordenadas (FL3 PE), colocando dicha
autofluorescencia en el cuadrante inferior izquierdo en un porcentaje minimo de 99.4%,

ya que el porcentaje de células Tyd es muy bajo.

6. Obtenciodn en cifras absolutas de los resultados obtenidos

Una vez obtenidos los porcentajes correspondientes de CD3 asociado a PerCP y Tyd asociado a PE,
asi como el numero absoluto de las células nucleadas totales (Leucocitos) y el porcentaje de los
linfocitos, de todas las muestras analizadas, se procedi6 al calculo de dichas células obtenidas en
porcentajes, convirtiéndolas en numeros absolutos de acuerdo al porcentaje de linfocitos CD3

positivos, mediante la siguiente férmula:

o (Cifras Absolutas = % de Células obtenidas

100

7. Calculo del niimero final de células T ¥

Con los datos obtenidos se procede al calculo del nimero de linfocitos T ¥8 expresado x10°/Kg en

las bolsas de las cosechas y x10%L en las muestras de sangre periférica, mediante la siguiente

formula:

e LTy (cosecha) =  CN(leucocitos) * CD3 * Tys * Volumen de la cosecha obtenida
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Peso del paciente (Kg)

e LT y5 (Sangre periférica) = CN (leucocitos) * CD3 * T8

ANALISIS ESTADISTICO

El disefio del Estudio, es transversal, observacional, estudio piloto, original, descriptivo. El analisis
estadistico incluyo la realizacion de la media geométrica, la desviacion estandar y los errores de la
desviacion estandar de los resultados obtenidos tanto de las muestras de sangre periférica como de
las bolsas de cosechas. Una vez obtenido estos resultados se procedié al calculo de la “T
pareada”, con obtencion de Intervalos de Confianza al 95% y una p estadisticamente significativa
menor de 0.05. Finalmente se realizé un andlisis de “Correlacion de Pearson” entre las muestras

de las cosechas obtenidas mediante aféresis al dia 4to y S5to de movilizacion.
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 72 muestras, de 18 pacientes que ingresaron al estudio, de estas 72
muestras, 36 fueron de sangre periférica, (18 muestras basales y 18 muestras al dia 5to de la
movilizacion), las otras 36 se obtuvieron de las cosechas obtenidas al dia 4to y 5to de la
movilizacion (18 y 18 respectivamente). De los 18 pacientes que ingresaron al estudio 11 pacientes
correspondian al género Masculino y 7 al género Femenino. Las edades de los pacientes
comprenden desde los 17 hasta los 65 afios con una media de 39 afios. Se incluyeron al estudio 2
pacientes con Mieloma Multiple, 2 con Linfoma de Hodking, uno con Histiocitosis de células de
Langerhans, un paciente con Leucemia Aguda Mieloide y 12 con Linfoma No Hodking. El estado
de la enfermedad previo a la movilizacion y trasplante era en 18 pacientes con remisiéon completa y
un solo paciente con una remision parcial. La media del peso de los pacientes fue de 65 Kg y el
promedio del volumen obtenido de la primera y segunda cosecha fue de 60 y 59ml

respectivamente. Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los 18 pacientes.

SEXO|EDAD NEOPLASIA CARACTERISTICAS ESTADO DE
LA ENFERMEDAD
PREVIO AL
HEMATOLOGICA DE LA ENFERMEDAD TRASPLANTE
F 58 MM EC-IIIA RC
F 35 LNH CG EC-1IB RC
M 51 MM EC-11IB RC
M 23 LH CM EC-IIA RC
M 17 LNH ANAPLASICO EC-11IB RC
F 32 LNH SINONASAL “T” PERIFERICO RC
M 58 LNH BURKIT-LIKE EC-IIIB RC
M 65 LNH FOLICULAR GII EC-IVB RC
F 26 LNH ANAPLASICO “T” EC-IVB RP
F 33 LNH LNH ANAPLASICO “T” EC-IIIB RC
M 17 LNH LINFOBLASTICO RC
M 25 LMA M2 FAB RC
M 19 HISTIOCITOSIS LANGERHANS RC
M 55 LNH CG RC
F 45 LNH CG RC
M 59 LNH CGIV-B RC
F 49 LNH CG RC
M 35 LH INTERFOLICULAR EC-1VB RC

LNH= linfoma no Hodgkin, MM=Mieloma Muiltiple, LH= Linfoma de Hodking, LAM= Leucemia Aguda Mieloide,

EC= Estadio Clinico, CG=Células Grandes, CM= Celularidad Mixta, RC= Remisién Completa, RP= Remisién Parcial.

El esquema de movilizacion utilizado fue el de Factor Estimulante de Colonias Granulociticas en el
100% de los pacientes a dosis de 10 pg/Kg de peso del paciente por 5 dias.

Cabe mencionar que hasta la fecha se han trasplantado 16 pacientes, aun sin trasplantar 2 de
ellos y de los 16 pacientes trasplantados 15 de estos lograron un injerto completo o parcial
y uno de ellos aun se encuentra con mielosupresion postquimioterapia de

acondicionamiento y pendiente el injerto, otro mas se encuentra en el dia 192 postrasplante,
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aun con citopenias (Anemia y Trombocitopenia) y con probable Sindrome Mielodisplasico
secundario, este ultimo paciente recibié una dosis total de CD34 de: 2.1 x 10%Kg. Es
importante mencionar que los 14 pacientes restantes, obtuvieron practicamente una cifra
normal en los parametros de la biometria hematica, demostrandose en los seguimientos
otorgados en la consulta externa. El promedio de dias necesarios para el injerto de
neutrofilos, plaquetas y reticulocitos es de 17, 18 y 18 dias respectivamente, sin embargo
cabe mencionar que el injerto retrasado en algunos pacientes pueda haberse debido a la
misma enfermedad hematoldgica, a la reserva médular previo al trasplante y a los diferentes
esquemas de quimioterapia otorgados de acuerdo a la patologia, asi como la edad y las
enfermedades comodrbidas. También sera importante destacar que en 5 de los 16 pacientes
trasplantados fue necesario el uso FEC-G durante el periodo postrasplante, en este caso
como apoyo para disminuir el periodo de neutropenia severa y favorecer el injerto. Por otra
parte de los 16 pacientes trasplantados y analizados, un solo paciente ha fallecido y la
causa de la defuncion no estuvo relacionada al trasplante. Uno mas se encuentra atin en el
periodo postrasplante, 3 pacientes han presentado recaida de su enfermedad y 11 se
encuentran en remision completa.

El promedio de Células Nucleadas (CN-Leucocitos) en sangre periférica previo a la movilizacion
con FEC-G fue de 5.9x10°/L y posterior a la movilizacién al dia 5to de 23.25 x10%L (Muestra
llamada como previa). Asi mismo se obtuvo una cantidad de células CD34 positivas en las dos
cosechas obtenidas en forma variable de acuerdo al paciente y la enfermedad de base. No se
observoé alguna relacion entre la cifra de células CD34 positivas infundidas y los dias de injerto para
las distintas series, como son: neutrofilos, plaquetas y reticulocitos. Ya que si bien algunos
pacientes obtuvieron una cifra de CD34 en el limite de 2x10°/Kg, otros obtuvieron una cifra mayor

de 3 e incluso 4x10°/Kg y la fecha del injerto posterior al trasplante fue mayor a 15 dias. Tabla 2
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Tabla 2. Cantidad de Células CD34 positivas obtenidas en las 2 cosechas y los dias posteriores

al injerto de neutroéfilos, plaquetas y reticulocitos.

PACIENTE Células Injerto | Injerto | Injerto
CD34
Cosechadas.| NT PLT | RETIS
x10%Kg
1 2.7 20 20 20
2 2.2 18 18 19
3 2.04 20 24 20
4 2.7 17 12 17
5 3.2 13 11 16
6 2.5 13 9 16
7 2 19 21 22
8 2.1 37 40 45
9 3 12 14 16
10 2.1 12 20 11
1 2.49 ST ST ST
12 4.14 19 20 22
13 3.46 17 15 15
14 3.13 16 14 14
15 5.16 19 19 19
16 2.3 13 15 18
17 5 ST ST ST
18 3 ST ST ST
PROMEDIO 2.956 17.667 | 18.133 | 19.333
DS 0.956759236 | 6.114 | 7.3569 | 7.7059

*ST= sin trasplante

Se determind asi mismo el promedio de linfocitos totales, porcentaje de CD3, porcentaje de células
T ¥d y cifras absolutas de linfocitos T y3. En el 100% de los pacientes se observo un aumento en la
cifra basal de leucocitos (CN) en comparacion a la basal. En relacion a la cifra de linfocitos totales
expresada para este analisis en forma de porcentajes, se observd que no existid un aumento
estadisticamente significativo en relacion a las cifras basales con respecto a la cifra en el dia 5to

de movilizacion e inclusive se observa que el porcentaje de linfocitos totales disminuye en
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comparacion a la cifra basal. Por otra parte se obtuvo una media de 6.3% y 8.8% en el porcentaje de
células T 3 en relacion a la cifra de sangre periférica basal y la muestra de sangre periférica al dia
5to de la movilizacion. Se obtuvo también un 20.5% y un 63.9% de linfocitos T y3 entre la cifra

basal y la cifra al dia 5to de la movilizacion. Cuadro 1

Cuadro 1. Resultados de la Media. Desviacion Estandar y Error Estandar de las muestras de

sangre periférica basal y al dia Sto de la movilizacion.

Desviacién Error
Media N Estandar Estandar

Par 1 BASAL
CELULAS
NUCLEADAS | 99000 18 2.7962 6591
PREVIA
CELULAS
NUCLEADAs | 23-2500 | 18 9.2988 2.1917
Par 2 BASAL
LINFOCITOS | saouss | 18 0 8263 a0
EN %
PREVIA
E',[,\'EOC'TOS 7.7778 18 3.2640 7693
%
Par 3 BASAL
LINFOCITOS
CD3 EN % 5.9317 18 3.5151 8285
PREVIA
LINFOCITOS
CD3 EN % 3.2322 18 2.0856 4916
Par 4 BASAL
LINFOCITOS
T 75 EN % 6.3500 18 3.5151 .8285
PREVIA
LINFOCITOS
T 18 EN% 8.8122 18 5.6670 1.3357
Par5 BASAL
RESULTADOS
DET 15
x10%/Kg.
PREVIA
RESULTADOS
DET 15
x10%/Kg.

20.5078 18 18.9914 4.4763

63.9856 18 64.9434 15.3073

21



Cuando se determind mediante el analisis estadistico la significancia mediante la prueba T
pareada, se encontr6 que las variables que mostraron una p menor de 0.05 fueron la cifra de
leucocitos totales (CN), la cifra de linfocitos totales, el porcentaje de linfocitos CD3 positivos y la

cifra expresada en nimeros absolutos de linfocitos de T ¥5. Cuadro 2

Cuadro 2. Resultados de la T pareada en muestras basales de sangre periférica en

comparacion con las muestras de sangre periférica al dia Sto de la movilizaciéon

DIFERENCIAS PAREADAS

INTERVALO DE
CONFIANZA AL
95%
Error
DS
MEDIA DS MEDIA | BAJO ALTO T DF P
Par 1 BASALCN
- -17.350 8.6931 2.0490 | -21.673 | -13.027 | -8.468 17 .0000002
PREVCN
Par 2 BASALLIN
- 26.166 15.8421 3.7340 | 18.288 | 34.044 | 7.008 17 .000002
PREVLINF
Par 3 BASALCD3
- 2.6994 4.6908 1.1056 .3668 | 5.0321 2.442 17 .026
PREVCD3
Par 4 BASALGD
- -2.4622 4.9972 1.1778 | -4.9472 | 2.281 -2.090 17 .052
PREVGD
Par 5 BASRESU
- -43.477 | 66.4549 15.663 | -76.525 | -10.430 | -2.776 17 .013
PREVRES

Basal CN= Muestra Basal de células nucleadas, PREVCN= muestra de sangre periférica al dia 5to de movilizacién de las células nucleadas,

BASALLINF: muestra basal de linfocitos, PREVLINF= muestra previa de linfocitos absolutos, BASALCD3=muestra basal de linfocitos CD3,

PREVCD3=Muestra previa de Linfocitos CD3, BASALGD= muestra basal de Linfocitos T 78 en porcentaje, PREVIAGD= muestra previa de

Linfocitos T 'YS en porcentaje, BASRESUL= Muestra basal de Linfocitos T 'YS expresado x10°/Kg, PREVRES= Muestra previa de linfocitos T y3

expresados x10%/Kg.
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Analisis de Citometria de Flujo de un paciente en una muestra de sangre periférica (muestra basal sin movilizacién

con FEC-G), el area marcada corresponde a la region de los linfocitos. Datos expresados en porcentajes.
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Muestras basales de sangre periférica del mismo paciente en donde se observa los porcentajes de linfocitos T CD3

(dibujo izquierdo) y porcentaje de linfocitos T gamma/delta (derecha).
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Muestra de sangre periférica del mismo paciente al dia Sto de la movilizacién ( el 4rea marcada corresponde al
porcentaje de linfocitos)
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Muestras de sangre periférica del mismo paciente al dia Sto de la movilizaciéon y donde se observa del lado

izquierdo el 4rea de linfocitos CD3 positivos y a la derecha el porcentaje en el cuadrante superior derecho de los

linfocitos T gamma/delta (graficas en Dot-Plot)
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El anélisis estadistico de las bolsas de las cosechas obtenidas por el procedimiento de aféresis
mostré una media de 173.4x10%Kg de CN en la bolsa 1(Cosecha 1) y de 227.5 x10%Kg en la bolsa
2 (cosecha 2). En relacién al porcentaje de linfocitos CD3 se obtuvo una media de 20.74% para la
cosecha 1 y de 16.7% para la cosecha 2; asi mismo la media en los porcentajes de linfocitos T 3 se
encontro un 9.97% y 9.93% en las cosechas 1 y 2, respectivamente. Finalmente se encontr6 que la
media de la cifra absoluta en linfocitos T yd fue de 2.97x10%Kg para la cosecha 1 y de 3.25 x10%/Kg

para la cosecha 2. Cuadro 3

Cuadro 3. Resultados de la Media, Desviacion Estandar y Error estandar de las cosechas 1y 2 al dia 4to y Sto de la

movilizacion

Media N DS Error DS

Par 1 COSECHA1
CELULAS 173.4444 18 82.2065 19.3763
NUCLEADAS

COSECHA2
CELULAS 227.5556 18 81.5679 19.2257
NUCLEADAS

Par 2 COSECHA1
LINFOCITOS 56.1667 18 19.9654 4.7059
ABSOLUTOS

COSECHA2
LINFOCITOS 50.0556 18 14.3505 3.3825
ABSOLUTOS

Par 3 COSECHA1
LINFOCITOS 20.7400 18 11.8342 2.7893

CD3 EN %
COSECHA2
LINFOCITOS 16.7256 18 9.6465 2.2737
CD3 EN %
Par 4 COSECHA1
LINFOCITOS 9.9739 18 7.1345 1.6816

YO EN %
COSECHA2
LINFOCITOS 9.9356 18 7.1022 1.6740

’YS EN %
Par 5 COSECHA1
LINFOCITOS 2.9789 18 2.4822 0.5851
T ¥8 x10°Kg.
COSECHA2
LINFOCITOS 3.2528 18 2.7680 0.6524
T v8 x10°Kg.
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Cuadro 4. Resultados de la “T pareada” en las cosechas 1y 2 al dia 4to y Sto de movilizacion con FEC-G

Diferencias pareadas

Intervalo de confianza al 95%
ERROR
Media DS DS Bajo Alto T |DF| p
Pair1  COS1CN - COS2CN
-54.1111 | 108.7219 | 25.6260 -108.1773 -.0450 | -2.112 | 17 | .050
Pair2 COS1LINF - COS2LINF
6.1111 18.0974 4.2656 -2.8885 15.1107 | 1.433 | 17 | 170
Pair3 COS1CD3 - COS2CD3
4.0144 13.8473 3.2638 -2.8717 10.9005 | 1.230 | 17 | .235
Pair4 COS1GD - COS2GD
3.833E-02 1.9982 4710 -.9553 1.0320 .081 | 17 | .936
Pair5 COS1RESU - COS2RES
-.2739 2.3695 .5585 -1.4522 .9044 -490 | 17 | .630

COS1CN= Cosecha 1 células nucleadas, COS2CN= Cosecha 2 células nucleadas, COS1LINF= Cosecha 1 Linfocitos absolutos, COS2LINF=
Cosecha 2 Linfocitos absolutos, COS1CD3= Cosecha 1 Linfocitos T CD3 en porcentaje, COS2CD3, Cosecha 2 Linfocitos T CD3 en porcentaje,
COS1GD= Cosecha 1 Linfocitos T ¥3 en porcentaje, COS2GD= Cosecha 2 de Linfocitos T ¥3 en porcentaje, COSIRESU= Cosecha 1 de Linfocitos

T8 expresado x10°/Kg, COS2RES= Cosecha 2 Linfocitos T y expresados x10°/Kg.
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Grafica en Citometria de Flujo Dot-plot, de una muestra de la cosecha 1 al dia 4to de la movilizacién con FEC-G.

El area marcada corresponde al 4rea de los linfocitos.
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Dot-plot de una muestra de la cosecha 1 al dia 4to de la movilizacién con FEC-G. A la izquierda se muestra la

region y el porcentaje de linfocitos T CD3 y a la derecha en el cuadrante superior derecho se muestra el porcentaje

de linfocitos T gamma/delta.
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Grafica en Citometria de Flujo Dot-plot, de una muestra de la cosecha 2 al dia 5to de la movilizacion con FEC-G.

El 4rea marcada corresponde al drea de los linfocitos. Muestra del paciente previo
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Dot-plot de una muestra de la cosecha 2 al dia 5to de la movilizacién con FEC-G. A la izquierda se muestra la
region y el porcentaje de linfocitos T CD3 y a la derecha en el cuadrante superior derecho se muestra el porcentaje

de linfocitos T gamma/delta. Muestra del paciente previo.
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Finalmente se realizo dentro del analisis estadistico la correlacion de Pearson, para los datos del
c¢lulas nNucleadas (CN o Leucocitos), linfocitos totales, lifocitos CD3 y linfocitos v8. Se obtuvo
una correlacion de 0.119 con p = 0.639 en las muestras de las cosechas 1 y 2 en el 4to y 5to dia de
la movilizacion para la determinacion de leucocitos, mientras que para CD3 fue de 0.181 con una P

=0.472 y para la cifra absoluta de LT vy fue de 0.597 con una p = 0.009.

Correlacion entre cosecha 1y 2 para Células Nucleadas

COS1CN COS2CN
COS1CN Pearson 1.000 119
Correlation
Sig. (2-tailed) ) .639
N 18 18
COS2CN Pearson 119 1.000
Correlation
Sig. (2-tailed) .639
N 18 18

COS1CN= Cosecha 1 células nucleadas, COS2CN= Cosecha 2 células nucleadas

Correlacion entre cosecha 1y 2 para CD3

COS1CD3 C0OS2CD3

COS1CD3 Pearson

Correlation 1.000 181

Sig. (2-tailed) 472

N 18 18
C0OS2CDh3 Pearson_ 181 1.000

Correlation

Sig. (2-tailed) 472

N 18 18

COS1CD3= Cosecha 1 Linfocitos T CD3 en porcentaje, COS2CD3, Cosecha 2 Linfocitos T CD3 en porcentaje
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Correlacion entre cosecha 1y 2 para linfocitos T yd

COS1RESU COS2RES
COS1RESU Pearson 1.000 597(*)
Correlation
Sig. (2-tailed) .009
N 18 18
COS2RES Pearson 597(*%) 1.000
Correlation
Sig. (2-tailed) .009
N 18 18

COSIRESU= Cosecha 1 de Linfocitos T y8 expresado x10%/Kg, COS2RES= Cosecha 2 Linfocitos T y3 expresados x10%/Kg

Cosecha 1 gamma-delta x10-6/kg

segunda cosechas Gamma-Delta

Correlacion entre primera y

40

30

20«

104

P< 0.0001

20

Cosecha 2 gamma-delta x10-6/kg
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Finalmente se realizdé un seguimiento en cuanto a la evolucion de los pacientes al dia 50 6 100
postrasplante, encontrandose que de los 3 pacientes que presentaron una recaida posterior a la
infusion de células STEM CELL ninguno de ellos obtuvo la cifra mayor o menor de células T 3, en
ambas bolsas de las cosechas. Es de llamar la atencion que los pacientes que obtuvieron la cifra
menor de linfocitos T 8 , en ambas cosechas se encuentran en remision completa y sin datos de
actividad, asi mismo el paciente que obtuvo la cifra mayor se encuentra en remision clinica
completa, sin embargo el paciente que cursa aun con citopenias y probable sindrome
mielodisplasico, aunque mostré una adecuada movilizacion de células mononucleares y una cifra de
CD34 por arriba de 2x10%Kg, es uno de aquellos que obtuvo una escasa movilizacién de linfocitos

T va.
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DISCUSION

En los ultimos afios, los avances técnicos asi como los conocimientos en el campo de la
hematopoyesis y la biologia del trasplante de células progenitoras han estimulado el desarrollo de
técnicas de manipulacion del injerto con la intencién de disminuir la morbilidad, la mortalidad del
procedimiento y asi mismo otorgar un mayor numero de meses de supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global, por lo tanto también de disminuir el niimero de recaidas e

idealmente lograr la curacion de la enfermedad.

El antigeno CD34 se expresa en progenitores hematopoyéticos tanto inmaduros como
comprometidos sin que se exprese en las células mieloides y linfoides maduras. Por lo tanto la
realizacion del trasplante con células CD34 positivas previamente seleccionadas, al menos en forma
tedrica aporta la mayoria de la células progenitoras responsables del injerto y elimina la mayor
fuente de células neoplasicas y células “T” reguladoras. Aunque esto ultimo no es del todo cierto,
ya que si bien la gran mayoria de las células seleccionadas son células pluripotenciales, un gran
porcentaje incluyen células T con capacidad antitumoral, como son: NK, NKT, T citotoxicos, T
cooperadoras, células dendriticas y T yd. Recientemente se han desarrollado técnicas para aumentar
la pureza de las células CD34 positivas, mediante la deplecion entre 3 y 4 logaritmos de linfocitos
T, sin embargo los métodos utilizados hasta ahora siguen siendo poco eficaces y siguen
proporcionando en por lo menos un logaritmo de células no CD34 positivas, lo que nos lleva a la
conclusion de que no debemos preocuparnos por la eliminaciéon de dichas células, sino mas bien de
su manipulacion para mejorar los efectos del trasplante o por lo menos conocer cuales puede ser

utiles en determinadas enfermedades.

Varios estudios se han llevado a cabo para determinar la dosis optima de CD34 + para asegurar el
injerto después de una trasplante, ya que como se menciono previamente la contaminacion con

linfocitos T durante la movilizacidn es alta y existe el riesgo de no contar con un adecuado injerto y
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por lo tanto quedar con citopenias en forma definitiva o Sindrome Mielodisplasico. Algunos autores
opinan que la dosis ideal de células CD34 + para un injerto exitoso es de 3x10%/Kg, sin embargo
otros sugieren una dosis mayor de 5x10%Kg. En este estudio se observo que la cifra promedio

cosechada de stem cell CD34 positivas fue de 2.95 x 10%/Kg.

Ademas, se corroboro lo ya publicado en diferentes estudios, mostrando que ¢l FEC-G utilizado en
los 18 pacientes logré la movilizacion de células desde la médula 6sea hasta la sangre periférica,
obteniendo una cifra mayor de células nucleadas o leucocitos totales en comparacion con las cifras
basales. Los resultados encontrados en este estudio muestran por primera ocasiéon que aumentaron
tanto en porcentaje como en numero absoluto los linfocitos T ¥8 en comparacion con las cifras
basales, mostrando significancia estadistica. También se observd la movilizacion y por lo tanto
aumento en las cifras de las células nucleadas y linfocitos T ¥d en las bolsas de las cosechas en
comparacion con la cifra basal obtenida en la muestra de sangre periférica. Esto es importante y
original, ya que hasta la fecha no existe ningiin estudio clinico en relacion a las células T ¥d en
pacientes candidatos a trasplante de células progenitoras hematopodyeticas.

Asi mismo los resultados traducen que ademas de las células CD34 obtenidas mediante separacion
por aféresis en las bolsas infundidas, se encuentra una gran cantidad de células T ¥8 que aumentan
con el uso de FEC-G. En relacion a lo anterior es importante mencionar que existen pocos estudios
estudien y cuantifiquen las células T reguladoras (NK, NKT, FOXP3, T citotoxicos) en pacientes
candidatos a trasplante de stem cell, tal es el caso de lo publicado por el grupo de Hematologia de
esta Institucion.

Cuando se realizo el andlisis de las cosechas obtenidas al dia 4 y 5to de movilizacion de ambas
bolsas, no se observo diferencia estadisticamente significativa en los resultados entre cada una de
las variables analizadas (CN, LINF, CD3, T ¥8). Debido a lo anterior se realizo un analisis de
correlacion el cual no mostrd diferencia alguna en las cifras obtenidas entre la bolsa 1 de cosecha y

la bolsa 2 en relacion a la variable de los linfocitos T 48 . Por ello se sugiere que en el futuro se

puede medir el nimero de células nucleadas y linfocitos T8 en una sola ocasion en forma
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indistinta ya sea en la cosecha uno o bien en la cosecha 2, esta medicion podra ser un dato fiel
aproximado de las células movilizadas. Por otra parte sera importante continuar con el estudio de
todas las células que llegan a movilizar con el uso de las citocinas, ya que son pocos aun los
estudios publicados en relacion a la cuantificacion de las células T reguladoras, todas ellas e
inclusive las células T y§ pueden llegar a tener un efecto citotoxico, antitumoral, si bien también
pueden contar con una actividad opuesta del tipo supresora, lo que nos lleva a indagar y a
cuestionar, cuales son los mecanismos que condicionan que este tipo de células puedan en algiun
momento contar con actividad citotoéxica o supresora o bien ambas. Si bien esto puede y debe ser
estudiado en un estudio a futuro, no solo con la cuantificaciéon del numero de células sino también e
idealmente el estudio de patron de citocinas que llegan a secretar estas células y que nos orienten un
poco més a la funcién que desempefian en los pacientes trasplantados.

Por otro lado, si bien es cierto se demostr6é que con el uso de FEC-G se movilizan células nucleadas
y linfocitos T y8 sera importante reconocer las limitaciones observadas, como lo es la escasa
poblacion estudiada, sin embargo estos resultados solo muestran un Estudio piloto y debe ser como
lo ya hemos dicho, motivo para continuar con un seguimiento en los pacientes postrasplantados.
Otro punto a considerar es el hecho que solamente se utilizo como anticuerpo monoclonal el anti —
TCR v8 del tipo V1+ las cuales residen principalmente en tejidos epiteliales, donde pueden actuar
como 1™ linea de defensa contra infecciones y enfermedades malignas, siendo ideal el uso de
anticuerpos monoclonales ya sea en forma de pan-TCR y8 e idealmente el uso de anticuerpos
mnoclonales especificos como serian anti-T Y0 que expresen la region  Vy9+ Vo2+ del TCR y
los cuales representan la mayoria de los linfocitos T yd de sangre periférica, recordemos que esta
variedad juega un papel muy importante en la defensa contra los patogenos intracelulares y
malignidades hematologicas y que se ha demostrado en estudios “in Vitro” que estas células
activadas son capaces de destruir lineas celulares de Linfoma y Mieloma, encontrandose también

con alta frecuencia en pacientes con LMA post-transplantados libres de enfermedad. ,,
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CONCLUSIONES:

Con los resultados obtenidos y el analisis realizado, podemos concluir que todos los pacientes
incluidos en este estudio mostraron una movilizacion de células nucleadas en sangre periférica y en
las bolsas de las cosechas. También se observd un aumento en la cifra total de los linfocitos T 3
tanto en sangre periférica como en las bolsas de las cosechas posterior al uso del FEC-G. No existe
diferencia alguna en la cantidad de células obtenidas cuando se compara la cifra en la bolsa de la
cosecha 1 versus bolsa de la cosecha 2, esto en relacion a las células mononucleares y los linfocitos
T v5 . Hasta el momento no se puede concluir si este tipo de células con efecto antitumoral bien
conocido puede influir en la sobrevida global o libre de enfermedad de los pacientes, esto debera ser

motivo de estudio, otorgandose un adecuado seguimiento y analisis respectivo.
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ANEXO I

ANALISIS DE COSTOS
Variable Costo unitario |# unidades promedio| Costo total
Ecocardiograma 92 1 92
Consulta psiquiatria 1238 1 1238
Consulta maxilofacial 1238 1 1238
Pruebas funcién respiratoria 350 1 350
Consulta trabajo social 1238 1 1238
Consulta dietologia 1238 1 1238
Estudio donadores banco de sangre 610 15 9150
Estudio HLA serologia 517 5 2585
Estudio HLA PCR 2900 5 14500
Dia cama 2876 28 80528
Aféresis stem cell 4000 2 8000
Aféresis plaquetas 3000 5 15000
Filtros plaquetas 350 5 1750
Paquete globular 580 3 1740
Filtros paquete globular 350 2 700
Cateter Hickman 1707 1 1707
Catéter Mahurkar 746 1 746
Cirugia menor 2000 1 2000
Curacién cateter 380 9 3420
Filgrastim 300 ugr 7254.66 3 21763.98
Busulfan tab. 2 mg cajas 32.45 22 714
Ciclofosfamida 500 mg, Ampulas 150 9 1350
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Mesna 499 3 1497
Ondansetron amp 8 mg 199.85 8 1599
Dexametasona 5 6 30
Difenilhidantoina tabletas, cajas 22 1 22
Trimetoprim + sulfametoxazol, cajas 1.9 30 57
Acido folinico amp. 3 mg 49.93 12 599
Aciclovir amp 250 mg 340 40 | 13600
Ciprofloxacina tab 250 mg, cajas 1.77 2 3.54
Fluconazol tab 100 mg, cajas 55 3 165
Ceftazidima amp 1 gr 13.75 21 289
Amikacina amp. 500 mg 2.93 14 41
Vancomicina amp 500 mg 70.99 28 1988
Imipenem 293 40 | 11720
Anfotericina B amp 50 mg 269.55 10 2695
Ciclosporina amp. 50 mg 782.67 13 10174
Ciclosporina caps 100 mg 3550 13| 46150
Metotrexate amp. 50 mg 61 6 366
Micofenolato de mofetilo 2429 3 7287
Metilprednisolona 4900 1 4900
Otros medicamentos 250 28 7000
Nutricion parenteral total, dias 748 10 7480
Dieta polimérica 8 30 240
Biometria hemitica 48 15 720
Quimica sanguinea 48 15 720
Electrolitos séricos 48 15 720
Pruebas de funcion hepatica 48 15 720
Niveles de ciclosporina 437 10 4370
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Citometria de flujo CD34 1200 4 4800
Coagulograma 48 8 384
Hemocultivos 73 6 438
Electrocardiograma 196 2 392
Tele torax 295 5 1475
Aspirado médula 6sea 49 3 147
Biopsia de hueso 1200 2 2400
Soluciones parenterales 30 70 2100
GRAN TOTAL 308336.52
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