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. RESUMEN

El trasplante celular es la administracion de productos con la intencién de
proporcionar células efectoras en el tratamiento de la enfermedad o el apoyo de
otra terapia. Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH), son aquellas
capaces de autoreplicarse, proliferar y diferenciarse, en los elementos de la
sangre y hacia diversos linajes celulares especializados. Se identifican por el

fenotipo CD34+.

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) se ha usado para
reconstituir la hematopoyesis. Es un tratamiento estandar para pacientes con
desérdenes congénitos o adquiridos del sistema hematopoyético, el cual se logra
reestablecer por el injerto exitoso de las CPH en el paciente. El injerto de estas
células, depende de mantener su calidad y seguridad en cada proceso del

trasplante, que abarca la obtencion, procesamiento, criopreservacion e infusion.

México no cuenta con normatividad que respalde el buen funcionamiento de los
programas de TCPH, por lo que las unidades que inician la practica de este
tratamiento se basan en estandares de calidad internacionales como los
proporcionados por el Comité de Acreditacion para la Trasfusion Sanguinea
(CAT), Fundacion para la Acreditacion de Terapia Celular-Comité Conjunto de
Acreditacion FACT-JACIE. Al adaptar dichos estandares a las posibilidades del
pais y ejercerlos junto con la normatividad correspondiente se puede garantizar el

injerto del producto celular y asi mejorar la eficiencia del TCPH.



.  ANTECEDENTES

A. Terapia Celular
La Fundacién para la Acreditacion de Terapia Celular (FACT) define como
trasplante celular a la administracion de productos con la intencién de proporcionar
células efectoras en el tratamiento de la enfermedad o el apoyo de otra terapia;
entendiendo como productos, a las CPH provenientes de médula ésea, sangre

periférica y sangre de cordon umbilical.

B. Células Progenitoras Hematopoyéticas
Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) o troncales, son aquellas
capaces de autoreplicarse, proliferar y diferenciarse, en los elementos de la
sangre y hacia diversos linajes celulares especializados. Conocidas también como
“stem cells”, representan menos del 1% de las células de la médula 6sea. No son
identificables morfolégicamente (son semejantes a las células mononucleares de
sangre total), por lo que deben ser identificadas por el inmunofenotipo (CD34+,
CD38-) y adicionalmente (CD90+, CD117+ y HLA-DR-), o ser evaluadas en su

capacidad proliferativa en medios de cultivo “in vitro” (1).

Las tres propiedades caracteristicas de las CPH son: multipotencialidad,
capacidad de auto-renovacion y de proliferacién. Por lo tanto, las CPH pueden ser
definidas como células con potencial clonogénico pues poseen la propiedad de
renovarse a si mismas, de proliferar y de diferenciarse hacia todos los tipos de
células sanguineas y a otras lineas celulares conforme a las condiciones del

microambiente (12).



En medios de cultivo, reciben el nombre de unidad formadora de colonias
mieloides y linfoides (CFU-ML) pues dan origen a las lineas celulares del mismo
nombre. A partir de la linea mieloide se producen las CFU-GEMM (granulocitica,
eritroide, monocitica y megacariocitica) “comprometidas” a CFU-GM (granulocito,
monocito) y CFU-MegE (megacariocito, eritroide); y posteriormente se generan de

manera especifica las CFU-G, CFU-M, CFU-E, CFU-Meg (20).

Las células troncales hematopoyéticas humanas se identifican en base a los
marcadores de superficie CD34+, CD38-, HLA-DR-, bajos niveles de Thy-1 vy la
ausencia del marcador de linaje: “Lin-". Estas células poseen la capacidad de
proliferar a multiples lineas en medios de cultivo “in vivo” e “in vitro” a largo plazo
(LTC-IC) y son capaces de mantener su propiedad de auto-renovacion en ensayos

de repoblacién celular en un segundo huésped (12, 20).

1. Calidad y seguridad de las CPH

La eficiencia de las CPH esta en funcion de dos aspectos: calidad y seguridad.

e Calidad
Se basa en la identificacion de células con el marcador especifico CD34+, asi
como en la determinacién de viabilidad y funcionalidad, debido a la importancia de
infundir una dosis de células CD34+ viables para asegurar la eficacia del
trasplante, y a que, la cinética de recuperacién de las células hematopoyéticas
funcionales esta relacionada con la cantidad de células infundidas. La Sociedad
Internacional de Hemoterapia e Ingenieria de Trasplantes (ISHAGE) establece la

realizacion de 4 mediciones: el volumen total de muestra disponible, el nimero



absoluto de células nucleadas por unidad de volumen, el porcentaje de células

CD34+ del total de células nucleadas y el porcentaje de viabilidad (1,10).

La citometria de flujo constituye el método de eleccion empleado para determinar
el numero absoluto de células nucleadas, el porcentaje de células CD34+ vy la

viabilidad celular (10).

La funcionalidad de estas células se evalla con cultivos clonogénicos, realizados
generalmente en medios semisélidos de metilcelulosa, enriquecidos con suero
fetal bovino y factores de crecimiento, incubando a 37°C y 5%CO;, durante 10
dias. Posteriormente se calcula la Efectividad clonogénica (Eclone) que debe ser
mayor al 10%, y que es la correlacion entre el nimero de UFC generadas en el

cultivo respecto al numero de CD34+ en la muestra sembrada.

e Seguridad
El proceso, desde la obtencion hasta la infusion de CPH, debe realizarse bajo
procedimientos establecidos que, a través de la minima manipulacion del
producto, eviten su contaminacion y la pérdida de células Utiles, garantizando asi
la seguridad del producto. Estos procedimientos deben fundamentarse en los
estandares internacionales FACT-JACIE, que indican los requisitos para un
sistema de gestion de calidad, y la organizacion de unidades de obtencion,

procesamiento y/almacenamiento de CPH.

La unidad de progenitores hematopoyéticos debe contar con la infraestructura y
equipo necesarios para el correcto procesamiento de los productos, asi como con

personal capacitado que realice su trabajo segun las buenas practicas. De esta
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manera, las actividades realizadas dentro del area, las llevard a cabo personal que
trabaje con el equipo seguridad requerido, en condiciones ambientales optimas,
con los equipos adecuados y material suficiente, logrando que las CPH sean
seguras en cada etapa de su procesamiento, manteniendo la dosis, viabilidad y

ausencia de contaminantes microbiolégicos.
C. Trasplante de Células Progenitores Hematopoyéticos (TCPH)

Es la infusion de Células Progenitoras Hematopoyéticas, con el fin de reconstituir
la hematopoyesis, por lo tanto es un tratamiento estandar para pacientes con
desérdenes congénitos o adquiridos del sistema hematopoyético o con
enfermedades malignas y no malignas, que sean quimio, radio o inmuno-
sensibles; requiere de altos estandares de calidad y de cuidados especiales para

su aplicacion.

Una vez efectuado el trasplante, la recuperacion se inicia cuando el injerto del
trasplante ha ocurrido; el injerto inicia en el momento en que ocurre el
prendimiento del trasplante, reflejado por un conteo de neutr6flos mayor a 0.5
x10%L (500neutréfilos/uL), durante tres dias consecutivos. El primer dia es

considerado el dia de injerto.

La mayor parte de los injertos ocurre entre el dia 15 y 18 post-trasplante.
Posteriormente aparece la recuperacion eritroide, documentada por la presencia
de reticulocitos y finalmente la plaquetaria, que puede retrasarse por una o dos

semanas, depende de la reserva medular del paciente.
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A pesar de que la técnica para obtener e infundir las CPH es relativamente

sencilla, los problemas relacionados con el trasplante alogénico como la

histocompatibilidad y el aislamiento del paciente por la necesidad de prevencion y

tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) y de las infecciones

oportunistas post trasplante, convierten al TCPH en uno de los mas complejos

tratamientos modernos.

1. Tipos de TPH

Los TPH, pueden clasificarse por el origen de los precursores, con base a la

relacion genética donador-receptor

determinada por

los estudios de

histocompatibilidad y por la intensidad del tratamiento de quimio-radioterapia

de acondicionamiento (3).

Segun el origen de los Precursores Hematopoyéticos (PH)

Tipo

Médula
Osea

Sangre
Periférica

precursores.

Descripcion

Obtenida mediante multiples punciones y
aspiracion de la sangre de la médula
o6sea (crestas iliacas y ocasionalmente
esterndn o meseta tibial).

Se movilizan los
hematopoyéticos y se recolectan por
citoaféresis. La movilizacion puede
hacerse en la fase de recuperacion de la
aplasia que sigue a quimioradioterapia
intensiva y también después de la
administracion de diversos factores de
crecimiento hematopoyético (Factor
estimulante de colonias de granulocitos).

La

progenitores

fuente clasica de progenitores

Sangre
de
Cordon
Umbilical

Inmediatamente después del parto, tras
cortar el cordon umbilical es posible
recolectar alrededor de 100 a 250 mL de
sangre del cordén umbilical unido a la
placenta, fuente rica en progenitores
hematopoyéticos

hematopoyéticos para trasplante

Ventajas

Obtencién de buen nimero de
progenitores.

a) Por el

Método menos agresivo para
el donante.

Obtencibn de un
ndmero de progenitores.

mayor

Recuperacion hematopoyética
e inmunolégica mas rapida.

Facilidad de obtencién e
inocuidad del donante.

Disponibilidad mas rapida.

Conocimiento previo de la
celularidad.

Mayor actividad citogénica de
los progenitores.

Menos actividad inmunolégica
(menos EICH)

Desventajas

Método agresivo
para el donante.

origen de
Necesidad de
administrar factores

de crecimiento al
donante.

Puede requerir
colocacién de catéter
central.

Mayor incidencia de
EICH crénica.

Cantidad limitada de
progenitores
hematopoyéticos.

Imposibilidad de una
segunda donacién.

Posible transmisiéon
de enfermedades
genéticas.

Tabla 1. Clasificacion de ':[gPH segun el origen de los precursores hematopoyéticos



es la médula ésea, pero también se emplean células provenientes de

sangre periférica movilizadas por citocinas o de sangre del cordon umbilical.

b) Con base a la relacién genética donador-receptor:
El trasplante alogénico se establece por la relacion donador — receptor de familiar
relacionado, de acuerdo a las caracteristicas de los antigenos de
histocompatibilidad, clase | (antigenos A, By C) y clase Il (en DR). Cuando se
trata de un trasplante de donador no relacionado con sangre de cordén umbilical
estos antigenos se deben procesar con técnicas de alta resoluciéon y cuando se
trata de donadores voluntarios no relacionados se agregan a los antigenos clase |,

los antigenos clase Il DR, DP y DQ todos ellos realizados con metodologia de alta

resolucion.
Tipo Descripcion Desventajas Ventajas
El sistema inmunitario del
receptor puede rechazar
el 6érgano trasplantado. Existen donadores familiares o voluntarios inscritos
Alogénico Efectuado entre en registros internacionales que pueden ser
individuos de una Se puede desencadenar compatibles con el enfermo, recomendado al no
misma especie. la enfermedad injerto poder utilizar precursores del propio paciente.
contra huésped (EICH).
L Entre hermanos Puede no disponer del No hay rechazo al injerto, ni EICH
S|ngen|coo | L. . .. .. . . L, .
o gemelos univitelinos  beneficio del efecto injerto  No requiere inmunosupresion intensa
Isogénico u homocigotos contra tumor.
Se trasfunden Mayor incidencia de Menor morbimortalidad relacionada con el
Autélogo precursores propios  recidivas de la procedimiento.
del paciente. enfermedad de base.

Tabla 2. Clasificacién de TCPH segun la relacion genética donante-receptor.
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En el trasplante aut6logo, las CPH son obtenidas del propio paciente. En el
trasplante singénico, un gemelo idéntico es el donador, que se comporta

inmunolégicamente como un trasplante autélogo.

Las posibles causas de fracaso para obtener las CPH autélogas pueden estar
relacionadas con la edad (a mayor edad, mayor riesgo), el tipo de enfermedad (en
estadios avanzados y con fibrosis medular), la intensidad de tratamientos de
quimioterapia combinada previos, ciertos medicamentos de quimioterapia

(alquilantes, lenalidomida) y/o radioterapia previa.

c) Por laintensidad de acondicionamiento.
Para que el TCPH pueda ser exitoso se debe erradicar la enfermedad residual y
el sistema inmune para que no exista rechazo, el medio para lograr este efecto es
a través de la combinacion de medicamentos citotdxicos, inmunosupresores y/o
con radioterapia en distintas modalidades, a lo cual se denomina el régimen de

acondicionamiento.

Segun la intensidad de acondicionamiento.

Trasplante Basado en la administracion de un tratamiento citotéxico combinado en dosis altas y
mieloablativo. con o sin radioterapia intensiva.

Trasplante de

intensidad reducida. Administracién de un tratamiento de acondicionamiento menos intensivo,
beneficiando a pacientes que por su estado general o edad, no tolerarian un
acondicionamiento convencional.

Tabla 3. Clasificacion de TCPH segun la intensidad de acondicionamiento
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Con respecto a su efectividad y en términos generales, si se comparan ambos

procedimientos, se puede concluir que:

e EI TPH Mieloablativo tiene mayor efecto antitumoral, sin perder el efecto
inmunosupresor, a expensas de mas toxicidad y riesgo de mortalidad. Es el
modelo clasico de Alo-TPH.

e EI TPH No mieloablativo tiene un efecto principalmente inmunosupresor
que favorece el efecto injerto contra tumor, con menor perfil toxico, a
expensas de un mayor riesgo de recaida de la enfermedad de base (3).

Por lo tanto, el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas tiene un

propadsito curativo si se cumplen los siguientes objetivos:

a) Sustituir la hematopoyesis del paciente total o parcialmente cuando ésta es

defectuosa, insuficiente o neoplasica (24).

b) Permitir un tratamiento antineoplasico con dosis muy elevadas de agentes

guimioterapéuticos que originan inmunosupresion prolongada y definitiva (24).

c) En el trasplante alogénico, generar un nuevo sistema inmune a partir del
donador, que puede provocar una accién antitumoral “reaccién injerto contra

leucemia”

Este es el fundamento por el que ciertos tumores precisan para su curacion un
tratamiento de mayor intensidad que produce mieloablacion, la infusion de CPH
restablece la hematopoyesis 10 que previene la muerte. En trasplante alogénico,
las CPH de un donante sano son capaces de contribuir al efecto antitumoral, sobre
todo en situacion de enfermedad minima residual de tipo mieloide (3). Este efecto
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se conoce como reaccion del injerto contra tumor, comprobado en leucemia

aguda.

Con base a estas propiedades, se muestran a continuacion las recomendaciones

establecidas de TCPH, realizando la seleccion del origen de las células, tipo de

trasplante y de régimen de acondicionamiento, conforme a la combinacion de los

factores de riesgo que tiene cada enfermo, en el momento del trasplante. Los

factores relevantes a considerar son la edad, el estadio de la enfermedad, la

sensibilidad o resistencia a quimio-radioterapia y las infecciones previas que ha

tenido el receptor. En trasplante alogénico,

distinto género, de mujer a hombre (3,24).

2. Indicaciones para el TCPH

ALOGENICO

la combinacién de donador receptor de

AUTOLOGO

Involucra la sustitucién de todas las células del organismo
derivadas de la célula madre pluripotencial hematopoyética,
por lo que su empleo se sugiere cuando la enfermedad se
origina en una de estas células y sea capaz de curar si se
sustituyen por otras sanas.

Neoplasias hematoldgicas: Leucemia aguda mieloblastica
y linfoblastica, leucemia mieloide crénica y otros sindromes
mieloproliferativos, enfermedad de Hodgkin y linfomas no
Hodgkin, leucemia linfocitica cronica y otras enfermedades
linfoproliferativas cronicas, mieloma multiple y sindromes
mielodisplasicos.

Hipoplasias medulares: Aplasia medular
hemoglobinuria paroxistica nocturna.

grave y

Inmunodeficiencias (diversos tipos)

Hemopatias congénitas: Talasemia, sindrome de Wiskott-
Aldrich y anemia de Fanconi, entre otras.

Otras enfermedades congénitas que afectan a la médula
6sea: Enfermedad de Gaucher, osteopetrosis,
mucopolisacaridosis y diversos trastornos lisosémicos.

Tratamiento elegido cuando la toxicidad medular es el
principal factor limitante para un tratamiento intensivo. Tiene
el riesgo de administrar células neoplasicas residuales en el
inodculo de médula 6sea y/o sangre periférica.

Enfermedades sin afeccién medular: Enfermedad de
Hodgkin, linfomas no Hodgkin y tumores sélidos.

Enfermedades autoinmunitarias resistentes a los
tratamientos convencionales: esclerosis multiple,
esclerosis sistémica, lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoide.

Para intensificar el tratamiento en pacientes con leucemia
aguda mieloblastica o linfoblastica, mieloma miultiple,
leucemia linfitica crénica u otras enfermedades
linfoproliferativas  crénicas, que carecen de donante
compatible, o en los que el TCPH alogénico supone una
toxicidad no aceptable.

Amiloidosis primaria

Enfermedad de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, banda monoclonal y alteraciones cutaneas).

Tabla 4. Indicaciones del TCPH por patologia (Carreras et al., 2007). |
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3. Estandares de Calidad Internacionales y Normatividad Nacional

Diversas organizaciones internacionales, han surgido para promover y mejorar la

calidad en la aplicacion de la terapia celular, con el fin primordial de mantener la

seguridad del paciente (7). En México, aunque no existen normas especificas para

el uso de progenitores hematopoyéticos, se recomienda seguir el marco normativo

de los Estandares Internacionales de Terapia Celular y se respalda con las

Normas Oficiales relacionadas al proceso general, que aplica, en México, las

cuales se mencionan a continuacion.

Normatividad nacional

NORMA Oficial
Mexicana NOM-
253-SSA1-2012,

Para la disposicion de
sangre humanay sus
componentes con fines
terapéuticos.

Establece las actividades, criterios, estrategias y
técnicas operativas del Sistema Nacional de
Salud, en relacion con la disposicion de sangre
humana y sus componentes con fines
terapéuticos.

La regulaciéon de los hemoderivados, tales como
la albimina, las inmunoglobulinas, los
concentrados de factores de coagulacién, entre
otros, obtenidos mediante  procedimientos
fisicoguimicos o biol6gicos, serdn materia de
otras disposiciones.

NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-
168-SSA1-1998

Del expediente clinico

Sistematizar, homogeneizar y actualizar el manejo
del expediente clinico que contiene los registros
de los elementos técnicos esenciales para el
estudio racional y la solucion de los problemas de
salud del wusuario, involucrando acciones
preventivas, curativas y rehabilitatorias y que se
constituye como una herramienta de
obligatoriedad para los sectores publico, social y
privado del Sistema Nacional de Salud.

NORMA Oficial
Mexicana NOM-
087-ECOL-SSA1-
2002

Proteccion ambiental -
Salud ambiental -
Residuos peligrosos
biolégico-infecciosos -
Clasificacion y
especificaciones de
manejo.

Establece la clasificacion de los residuos
peligrosos biologico-infecciosos, asi como las
especificaciones para su manejo.

Tabla 5. Normatividad nacional relacionada al TCPH
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Normatividad internacional

Organismo

Asociacion Americana
para Bancos de Sangre
(AABB)

Comité de Acreditacion
en Transfusion
sanguinea (CAT)

Fundacion para la
Acreditacion de Terapia
Celular-Comité Conjunto
de Acreditacion
(Sociedad Internacional
de Terapia Celular vy
Grupo Europeo para
trasplante de sangre vy
médula 6sea).

FACT-JACIE

Federacion Europea de
Inmunogenética (EFI)

ISO 9001:2008

Colegio de Patélogos
Americanos (CAP)

Funcién

Organizaciéon internacional que
desarrolla y ejecuta programas
de normalizacion, acreditacion y
educativos para bancos de
sangre y productos de terapia
celular.

Sistema de  gestion para
garantizar procesos
transfusionales seguros y de
calidad en el ambito sanitario.
Constituido por la Sociedad
Espafiola de Hematologia vy
Hemoterapia (SEHH) vy la
Sociedad Espafiola de
Transfusion Sanguinea y
Terapia Celular (SETS).

Establece estandares para la
alta calidad meédica y practicas
del laboratorio en terapia celular,

con el propésito de una
inspeccion y acreditacion
voluntaria.

Estandares para pruebas de
histocompatibilidad

Especifica requisitos para un
Sistema de gestion de la calidad
que pueden utilizarse para su
aplicacion interna.

Institucién de control externo de
calidad.

Aporte en la regulacion

Cuenta con estandares que describen los

requisitos minimos aceptables para las
instalaciones que prestan servicios de
recoleccion, procesamiento, analisis,

distribuciéon y administracion de sangre y sus
componentes, células progenitoras
hematopoyéticas y cordén umbilical.

Estandares de aplicacion a las unidades
donde se lleven a cabo actividades de
obtencion, procesamiento y/o
almacenamiento de células progenitoras
hematopoyéticas y productos celulares para
su aplicacion clinica en trasplante de
progenitores hematopoyéticos.

Los estandares aplican a todas las fases de
coleccion, procesamiento, almacenamiento y
administracion de productos de terapia
celular, incluyendo varias manipulaciones
tales como la eliminacion o el
enriquecimiento de diversas poblaciones de
células, la expansion de poblaciones de
células hematopoyéticas, y la
criopreservacion.

Acreditar y validar los procesos y las
técnicas que se llevan a cabo en un
laboratorio de histocompatibilidad, ademas
de asegurar unos altos estandares de
calidad y fiabilidad a los laboratorios que han
sido acreditados y de otorgarles la
posibilidad de intercambiar los resultados
con paises del todo el mundo.

Promueve la adopcion de un enfoque
basado en procesos cuando se desarrolla,
implementa y mejora la eficacia de un
sistema de gestion de la calidad, para
aumentar la satisfaccion del cliente
mediante el cumplimiento de sus requisitos;
sin importar si el producto o servicio lo brinda
una organizacioén publica o empresa privada,

cualquiera sea su tamafio, para su
certificacion o con fines contractuales.
Principal y méas grande organizacion

certificada y acreditada para evaluar la
practica en Patologia, Medicina y Laboratorio
Clinico.

Tabla 6. Normatividad Internacional para la calidad en el TCPH
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4. Proceso del TCPH

a) Seleccion del paciente para trasplante
El equipo médico revisa el historial del paciente (pruebas diagnosticas, factores de
riesgo, tratamiento recibido completo y la respuesta que tuvo a este, historia
médica personal y familiar, asi como evaluacion psicolégica y socioeconomica).
Se solicita informacioén sobre donadores potenciales, de preferencia hermanos de
los mismos padres, aunque se pueden considerar hijos, padres y primos
hermanos (12). Es importante, conocer si los posibles donadores padecen
enfermedades infecto-contagiosas, o padecimientos cronicos graves o avanzados,

gue les impidan donar como padecimientos cardiacos o antecedentes oncoldgicos.

Los pacientes son informados sobre el proceso de trasplante y el método de
recoleccion e infusibn de las CPH. En esta visita se habla también de las
complicaciones potenciales del procedimiento, como la toxicidad, infecciones,

EICH, sus riesgos y consecuencias.

Si se encuentra un candidato a donar viable, se procede a realizar las pruebas de

histocompatibilidad entre donador y receptor.

b) Pruebas de histocompatibilidad
Aproximadamente el 25% de los pacientes que requieren TCPH cuentan con un
hermano HLA idéntico que puede ser donador. Los avances en el campo de la
inmunogenética junto con el crecimiento del registro de donadores voluntarios y
los BSCU han incrementado la oportunidad de tener un donador compatible, no

relacionado (familiar), para mas del 60% de los enfermos (21). La aplicacion de
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metodologias basadas en el andlisis de ADN a la seleccion de donadores no
relacionados (DNRs) para el TCPH ha contribuido a aumentar la supervivencia de
los pacientes trasplantados, debido a la mejor comprensién de los fendmenos de
aloreactividad en el trasplante y a los medios para controlar sus consecuencias

(26).

El criterio de seleccion de DNRs esta basado en la tipificacion por alta resolucion
de alelos HLA clase | (A,B,C) y clase Il (DRB1, DQB1) y busca la coincidencia
entre antigenos de cada alelo. La coincidencia de los alelos en los 5 locus
(correspondencia “10/10”) supone menor riesgo de EICH aguda severa y de
mortalidad, y se asocia a mayor supervivencia libre de enfermedad comparado

con el trasplante de donadores no coincidentes (21, 26).

Cuando solamente se disponen de donadores no coincidentes conocer el locus
especifico ayuda a seleccionas al donador. De todos los genes clasicos de HLA, la
no coincidencia entre HLA-DQB1 puede ser la mas permisible. Los resultados del
TCPH con coincidencia “8-8" (HLA-A,B,C y DRB1) son parecidos a los de un
trasplante 10/10, lo que sugiere que en caso de no tener un donador con

coincidencia total, se puede usar uno que no coincida con DQB1 (12, 24).

La mortalidad relacionada al trasplante, es un riesgo de la no coincidencia entre
HLA-A, C y DRB1. Asi mismo, es conveniente en TCPH de DNR considerar el
alelo clase Il DPB1, ya que la no coincidencia con HLA-DPB1 esta asociada a

rechazo del injerto y a EICH. Por ello algunos investigadores sugieren emplear los
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6 haplotipos para la correcta identificacion del DNR, para basar la seleccion en la

identidad en 12/12 alelos (12, 21).

El disponer de familiares relacionados, es la mejor alternativa para elegir un
donador relacionado (DR). Los hermanos comparten un haplotipo materno y
paterno, que puede ser heredado al azar por el enfermo y su hermano, lo que
significa tener un donador compatible. En ciertas ocasiones, existen antigenos
maternos no heredados (NIMA), que son antigenos de los haplotipos no
compartidos. El trasplante de madre a hijo se asocia con un bajo riesgo de EICH
(aguda y cronica) y de mortalidad, indicando que hay supresion especifica del
donante en las respuestas de células T contra NIMAs. En contraste, el trasplante
de padre a hijo se asocia con un mayor riesgo de EICH, mostrando un efecto de
inmunizacion de antigenos paternos. La experiencia clinica proporciona un medio
para optimizar los resultados del trasplante a través de la seleccién preferencial de
los miembros de la familia que heredan haplotipos codificantes de NIMAs, este
tipo de trasplantes se denomina haploidéntico y puede ser una opcion inmediata

cuando no se dispone de otro tipo de donador (21, 26).

El estandar actual para la seleccion de histocompatibilidad de unidades de SCU
consiste en la determinacion de antigenos HLA A, B, C y DQ por mediana
resolucién (2 digitos) y DRBL1 por alta resolucién (4 digitos). Bajo esta evaluacion,
la gran mayoria de los trasplantes de sangre de cordon umbilical (TSCU) han sido
realizados utilizando unidades con relacion de histocompatibilidad de 6/6, 5/6, o
4/6. La tolerancia de una no coincidencia (mismatch) mas alto en el TSCU,

comparado con el de células de MO y SPm se atribuye a la menor presencia de
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células T maduras en la sangre de cordén umbilical y su menor capacidad de
participar en respuesta a células Thl. A pesar de la incompatibilidad HLA el riesgo
de EICH aguda puede ser menor después en un TSCU comparado con un TCPH
de un donador no relacionado, incluso la EICH posterior a un TSCU suele ser mas

sensible a la terapia correspondiente (21).

La mayor limitante del TSCU, particularmente en adultos, ha sido la baja dosis de
células disponible, en relacion al peso del paciente; dosis bajas se relacionan no
solamente con un injerto lento y con menor supervivencia, sino también con menor

probabilidad de lograr el injerto a largo plazo.

c) Recolecciéon (Obtencion) de CPH
La seguridad del donador inicia en su seleccion, los cuidados de la movilizacion
(cuando es el caso de sangre periférica) y durante la recoleccion de CPH, asi
como la vigilancia a mediano y largo plazo, de las intervenciones. De manera
especifica conocer el estado de inmunidad y las infecciones latentes o presentes.
La dosis 6ptima de CPH para un trasplante requiere de su caracterizacion, que
depende del sitio de obtencion de CPH vy la técnica utilizada en el procedimiento
de recoleccion. ElI conocimiento de las condiciones que influyen en la dosis
permite optimizar la obtencion, evitando al mismo tiempo las variables posibles
gue podrian comprometer la seguridad del donante (11). Este conocimiento
determina los métodos de preparacion del producto en el laboratorio de terapia
celular o los procedimientos de seleccion apropiados para situaciones particulares
del paciente y su receptor, como en el caso de incompatibilidad al sistema ABO,

para deplecion de plasma y de eritrocitos, o en el caso de purificacién de células
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CD34+ e incluso la seleccion negativa de células tumorales, o deplecion de
células T, situacién que permite alcanzar la dosis y pureza Optima de las CPH a

trasplantar (6).

Las CPH estan presentes de forma natural en la sangre de cordon umbilical,
durante el nacimiento y en la médula 6sea, de por vida. Estas pueden ser
recolectadas a partir de estos sitios por puncién o aspiracién. También pueden ser
movilizadas desde la médula 6sea para ser conducidas a la sangre periférica en
donde seran recogidas por aféresis, con el programa de células mononucleares

gue sea validado y eficiente.

La coleccion, el procesamiento y almacenamiento de las CPH obedecen a las
guias de buenas practicas de manufactura, incluidos en las recomendaciones
desde 2004, del programa de inspeccion y acreditaciéon (el Comité Conjunto de
Acreditacion de la ISCT y EBMT o JACIE) para la mejora de la calidad en los
diferentes equipos que participan en los trasplantes hematopoyéticos, definidos

como (30):

e Coleccion de médula 0sea
Se hace después de que el donante ha sido seleccionado, apto y su
consentimiento informado esté firmado. Bajo excepciones ligadas a problemas de
disponibilidad o de complicaciones en el receptor, la fecha de coleccién coincide
con la fecha del trasplante. Esto permite no tener que congelar y perder CPHs
durante el proceso de congelacion/descongelacion, ya que puede haber pérdidas

hasta del 20% (28,29).
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El aspirado de médula 6sea se lleva a cabo en la sala de operaciones; se toma de
las crestas iliacas posteriores mediante el uso de agujas largas especiales y
comprende multiples punciones para la aspiracion de la médula 6sea en distintos
sitios del hueso iliaco. De cada aspirado se extrae de 4 a5 ml de médula 6seay,
para lograr una coleccion eficiente, el operador debe cambiar la posicion de la
aguja antes de cada aspirado. La asistencia técnica es necesaria para cosechar la
médula 6sea en jeringas con heparina y hacer el recuento de células nucleadas

totales (CNT) durante el procedimiento (3,4).

El volumen en cada jeringa se coloca en una bolsa adecuada de recoleccion que
contiene mezcla de suero / solucion salina isotonica y heparina como

anticoagulante (3).

El volumen total de la médula recolectada varia de 400 a 1,200 ml. El volumen
total que puede tomarse depende del peso del donante (entre 10 y 20 ml/kg).
Durante la coleccion, el anestesiélogo debe vigilar el estado hemodinamico del
donante y en su caso, realizar una reposicién con substancias coloides, para
mantener la estabilidad hemodindmica del donador, documentada por su presion
arterial y frecuencia cardiaca. La cantidad de células necesarias para lograr la

eficacia del trasplante de médula 6sea es 2-3 x 10° CMN/Kg (10,11).

e Coleccion de sangre periférica movilizada.
La recolecciéon de CPH de sangre periférica se puede hacer en un paciente para

realizar un auto-trasplante o de un donante sano para hacer un alotrasplante (30).
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La obtencion de CPH periféricas ha reemplazado al de médula 6sea en algunos
casos, debido a que estas células reducen significativamente la duracion de la
aplasia y el numero de transfusiones de plaquetas. El proceso de coleccion puede
realizarse por aféresis, después de una aplasia por quimioterapia o por
estimulacién de la médula 6sea con factores de crecimiento de granulocito (G-
CSF). El desarrollo de nuevos tratamientos como el plerixafor, para cortar los
vinculos entre las CPHs y las moléculas de adhesion de su microambiente en la
médula 6sea, mejora la eficacia de la movilizacion de éstas, ayudando a realizar
una optimizacién de las dosis de CPH disponibles, que facilitan los injertos en casi
todos los pacientes que lo requieran, incluyendo aquellos con factores de riesgo

para fracaso en la movilizacion (3, 4,11).

La coleccibn de CPH periféricas de donantes sanos se realiza después de la
verificacion de la ausencia de enfermedades infecto-contagiosas transmisibles,
contraindicaciones para el uso de factores de crecimiento hematopoyéticos o
impedimentos para realizar la aféresis ya que puede ser necesario un catéter
venoso central. Se administran factores de crecimiento (G-CSF) en dosis de 10
ug/kg por dia, por via subcutanea durante cinco dias, seguido de la recoleccion de
CMN por aféresis. La coleccion se realiza en el momento en el que el nUmero de

células CD34+ circulantes es mayor de 20/uL en sangre periférica (4,29).

La aféresis consiste en separar los diferentes componentes de la sangre, con base
a las diferencias en el tamafo, peso y las propiedades de sedimentacién y retirar
la capa de células mononucleares, dentro de las que se encuentran las CPH. Por

lo general, se recomienda como dosis de movilizacion, tres volimenes de sangre
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para procesar y la cantidad de células progenitoras hematopoyéticas periféricas
recogidas depende de su cantidad en la sangre periférica. Algunos equipos
manejan mas de tres volimenes de sangre en un intento de recoger una mayor

cantidad de células (24,28).

Existen sistemas automatizados y manuales, que ayudan a la verificacion de los
parametros visuales empleados para recoger la capa correcta de CMN y optimizar
la cantidad de CPH colectadas. Al final, se extrae un volumen de 200 ml de sangre
periférica concentrada de CMN, la eficiencia de las maquinas suele ser del 50 a
70%. El numero de CPH necesarias para alcanzar el injerto es por lo general
mayor de 3 x 10° células CD34+/kg. El nimero de CPH necesarias para lograr un
alo-injerto suele ser mayor de 5 x 10° células CD34+/ kg de peso del receptor

(11,25).

En un donante sano, se pueden llevar a cabo de dos a tres sesiones de
leucoaféresis, para lograr la dosis 6ptima de trasplante. En donantes autdlogos,
no existe un nimero maximo de aféresis, dependen de la dosis 6ptima colectada

gue puede requerir hasta tres sesiones, a intervalos cada dos a tres semanas (4).

d) Obtencion de CPH de corddn umbilical a través de bancos de corddn.
Desde 1988, la sangre de cordon umbilical (SCU) ha sido utilizada como fuente de
CPH para el trasplante hematopoyético alogénico. En 1991, el primer banco
publico de SCU se establecio en Nueva York y en 1993 se realizd el primer
trasplante no relacionado de CPH provenientes de SCU. Desde entonces mas de

500,000 unidades de SCU de donaciones altruistas, anonimas y gratuitas han
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resultado en mas de 25,000 trasplantes de SCU (TSCU) alrededor de mundo. La
mayoria de los bancos participan a través de registros internacionales que
enlistan, de manera publica la SCU almacenada con que cuentan; organismos
como Donadores Mundiales de Médula Osea (BMDW), la fundacién Netcord y el
Programa Nacional de Donadores de Médula (NMDP), entre otros registros
internacionales, proporcionan acceso a todos los donadores disponibles, con que

se dispone (5).

e NETCORD (43)

Es una organizacion internacional sin fines de lucro de BSCU, cuyos miembros
figuran dentro de la fuente mas grande de donantes de sangre de corddn de alta
calidad, para los pacientes que necesitan un trasplante de CPH. Fundada en
1997, NETCORD tiene actualmente cerca de 35 bancos miembros y registros con
un inventario que supera las 211,000 unidades, lo que representa alrededor del 51
% del suministro mundial de SCU en bancos publicos. Los bancos de NETCORD
han proporcionado més de 10,434 unidades de sangre de corddén umbilical para el

trasplante en adultos y nifios.

Para garantizar una alta y uniforme calidad de todas las unidades de sangre de
corddn, comenzo en 1999 una colaboracion con la Fundacion para la Acreditacion
de Terapia Celular (FACT). Juntos, en el afio 2000, publicaron las primeras
normas internacionales NETCORD-FACT para la coleccién de sangre de cordon,
produccion, pruebas, almacén, seleccion y entrega. Las nuevas ediciones de las

normas se actualizan y publican a intervalos de aproximadamente tres afios para
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mantenerse al tanto de los Ultimos avances y conocimientos sobre el tema para

mantener los estandares y requisitos de un BSCU de alta calidad.

Mantiene una oficina virtual para la bdsqueda en linea y obtencion de células
compatibles, situado en www.netcord.eu, esto permite a los centros vy
coordinadores de trasplantes buscar, sin costo, en el inventario completo de los

bancos miembros, y asi encontrar las unidades compatibles disponibles.

La Oficina Virtual ofrece informacion sobre la tipificacion HLA de alta resolucion, la
dosis de células colectadas, la viabilidad y el recuento celular de CD34+. Al
presentar una solicitud de busqueda de la Oficina Virtual, los centros de trasplante
no tienen que buscar en bases de datos individuales de varios BSCU, ya que
pueden recibir un solo informe de busqueda unificada de todas las unidades que
estan disponibles en los bancos miembros de NETCORD; esta informacion ayuda
a prevenir los conflictos de asignacion. La recopilacién y analisis de datos de los
resultados clinicos y el tratamiento se coordinan con Eurocord y el Registro del

Centro Internacional e Investigacion de Trasplante de Médula (CIBMTR).

e) Procesamiento de CPH

e Concentracion del producto y reduccién de plasma
Un gran volumen de aféresis contiene una suspension de células mononucleares,
enriquecidas de células progenitoras hematopoyéticas, dentro de una solucién de
plasma mezclada con anticoagulante (13). El volumen del producto de aféresis
puede exceder los 300 ml y se requiere reducirlo para concentrar las células antes

de la criopreservacion y/o la infusion del producto celular.
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e Criopreservacion
El proceso de criopreservacion es de importancia para todos los tipos de
recoleccion de CPH, pero tal vez es particularmente critico para la SCU, que es
obtenida en el momento del nacimiento y se utiliza en un periodo de tiempo

indeterminado.

- Temperatura
Las temperaturas utilizadas para la criopresevacion de CPH a lo largo de los
altimos quince afios han sido -196 , -156 , o - 80°C , para el almacenamiento en
nitrégeno en fase liquida, vapor y de los congeladores de criopreservacion,

respectivamente (2).

- Tasade congelacién
La técnica controlada de congelacion se considera estandar en el proceso, debido
a que la liberacion de calor en el punto de transicion (eutéctico), alrededor de 4°C,
se considera perjudicial para la poblacion de células progenitoras. En este punto,
las moléculas de agua dentro de la unidad son congeladas en un orden molecular

preciso, lo que resulta en la liberacion termodinamica de calor de fusién.

En la velocidad de congelaciéon controlada, las células progenitoras concentradas
se congelan a una velocidad de 1-2°C/min hasta un punto de temperatura de
aproximadamente -40°C. Entonces, el proceso de congelacién baja hasta un punto
de -120 °C y se lleva a cabo a un ritmo mas rapido, alrededor de 3-5 °C/min, lo
gue lo hace un procedimiento lento. Por otro lado, el uso de velocidades de

congelacion no controladas en las que el producto se enfria primero a -4 °C y
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luego se deposita directamente en un congelador a -80 °C o se pone directamente
en nitrégeno liquido, por lo que la criopresrvacion es mas rapida pero compromete

totalmente la calidad de las CPH (2).

- Duracién
La durabilidad real, definido como el tiempo en que las CPH pueden ser
preservadas conservando sus caracteristicas y viabilidad, todavia no esta bien

definida.

Se han realizado varios ensayos para estimar la capacidad reconstituyente
hematopoyética funcional de los productos al descongelarse. Kobylka y Mugishima
demostraron la durabilidad después de 12 y 15 afios, con citometria de flujo y
ensayos clonogénicos, respectivamente. Broxmeyer y colaboradores llevaron a
cabo una evaluaciéon a largo plazo de las unidades de SCU, obteniendo una
durabilidad de hasta 15 afios, la cual se estableci6 mediante la reconstitucion
hematopoyética en ratones NOD/SCID. Se han documentado estudios preclinicos

con éxito de injerto trilinaje en células de MO, almacenadas durante 7 afos (2).

- Concentracién celular
La infusidon de las células criopreservadas se ha asociado con diversos efectos
toxicos, los cuales fueron parcialmente atribuibles al volumen total y los

criopreservantes en la solucion.

En el pasado existi6 preocupacion por una alta concentraciéon de células en el
criopreservante que pudiera resultar en toxicidad para las células. Por lo tanto, se

propuso una concentracion inicial de células criopreservadas no mayor a 2 x 10”’
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CMN/mL. El cual resultaria en un volumen aproximado de criopreservacion de 7 L
por paciente. El espacio de almacenamiento necesario y la mano de obra para

lavar el injerto antes de la infusién serian inmensos.

Después se encontraron modelos murinos iniciales seguros y se establecié que
altas concentraciones de células de 5-6 x 10® células/ml en el criopreservante son
bien toleradas, y no se asocian con efectos adversos significativos a las células,

dando lugar a buenos resultados clinicos (2).

- Criopreservantes
Son aditivos necesarios para contener los concentrados de células, ya que inhiben
la formacion de cristales intra y extracelulares y por lo tanto la muerte celular. El
criopreservante estandar es el dimetilsulfoxido (DMSO), que evita dafios por
congelacion a las células vivas. Por lo general se usa en concentraciones al 10%,
combinadas con solucion salina normal y albumina sérica, para considerarlo un
agente seguro y no téxico para las CPH. Para mejorar el efecto de la
criopreservacion, ha sido empleada exitosamente la combinacién de DMSO vy el
criopreservante extracelular hidroxietilalmidon, sobre todo en células provenientes

de cordon umbilical (2).

El DMSO se asocia con un perfil de efecto secundario clinicamente significativo,
que incluye nauseas, vomitos y calambres abdominales en aproximadamente la
mitad de los casos. Otros efectos secundarios abarcan complicaciones
cardiovasculares, respiratorios, del sistema nervioso central, renales, hemoliticos y

hepatotoxicos. Incluso se han reportado muertes atribuidas a toxicidad por DMSO.
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Métodos de conservacion alternativos son el propilenglicol, una combinaciéon de
alfa-tocoferol, catalasa, y acido ascorbico y la trehalosa dimero de glucosa como

crioprotector intra y extracelular, pero son poco utilizados (2).

La adicion del inhibidor de caspasa zVAD-FMK como criopreservante fue sugerida
después de que estudios pre-clinicos propusieran que la activacion de las
caspasas, particularmente durante el proceso de descongelacion, puede inducir la

apoptosis y por lo tanto contribuir a un crio-dafo a los injertos trasplantados (2).

- Descongelacion
Se han propuesto varias técnicas para el procedimiento de descongelacion, pero
el método considerado estandar es cuando el producto se mantiene en un bafio de

agua a 37 ° C hasta que los cristales de hielo desaparecen (2).

- Procedimiento de lavado
Para obtener las células progenitoras de corddn, sangre periférica y de médula
0sea, es necesario un proceso estandar de lavado del criopreservante después de
la descongelacién, debido a que se asume que el DMSO puede tener efecto toxico
sobre las CPH. El lavado del criopreservante tiene beneficios para el paciente
trasplantado, como la reduccién de la toxicidad, ya que el grado de toxicidad del
DMSO es proporcional a su cantidad en la solucion de células infundida. También

se ha sugerido que lavar de DMSO puede mejorar el injerto (28).

El protocolo estandar de lavado sigue al protocolo del Centro de Sangre de Nueva
York, en el que la dilucion de la unidad de CPH descongelada con 2,5% de

albumina sérica humana y 5% de dextran 40 es seguido por centrifugacién a 10 °C
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durante 10 min. El sobrenadante se retira y se afiade nuevamente albumina y
solucién de dextran, dos veces a una concentracion final de DMSO menor a 1.7%.
La solucion lavada se infunde tan pronto como sea posible. Aunque este
procedimiento ha sido establecido por ser seguro y estar asociado con una
recuperacion razonable de células progenitoras, también requiere de una labor

muy intensa y no esta libre de pérdida de células (2,28).

Es posible también usar dispositivos automatizados de lavado de células, método

mas empleado en la actualidad.

D. RECOMENDACIONES PARA EL EMPLEO DE TCPH

En 1999, la Sociedad Americana para el Trasplante de Sangre y Médula Osea
(ASBMT) inici6 el desarrollo de revisiones sistematicas basadas en evidencia y
declaraciones sobre la efectividad del trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas autélogo o alogénico, para enfermedades especificas. A partir
del 2009, la ASMBT determiné que estas revisiones deberian actualizarse cada 5
afos. Las siguientes recomendaciones son el resultado de las revisiones

realizadas hasta el 2013.

e En leucemias linfociticas agudas (LLA) en adultos
El TCPH alogénico mieloablativo es un tratamiento apropiado para adultos
mayores de 35 afios en primera remision completa para todos los grupos de riesgo
de la enfermedad. El acondicionamiento de intensidad reducida pude producir

resultados similares a los regimenes mieloablativos. EI TCPH alogénico es
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recomendado sobre la quimioterapia en LLA a partir de la segunda remisién, e
incluso en esta etapa es mejor opcién que el autdlogo; los resultados de
supervivencia después de un TCPH alogénico relacionado o no relacionado, son
similares. En ausencia de un donador alogénico adecuado, el TCPH aut6logo
puede ser una terapia apropiada pero da lugar a una alta tasa de recaida; es
apropiado considerar el trasplante de células de cordén umbilical para pacientes
sin donadores HLA compatible; la terapia con Imatinib antes o después del TCPH
(para una LLA relacionada con el cromosoma Philadelphia) produce resultados de

supervivencia superiores (14)

e EnLLA en nifios
Comparado con la quimioterapia después de la primera remision, el TCPH
demuestra beneficios solamente en los trasplantes alogénicos relacionados
cuando la LLA es de alto de riesgo; se recomienda para enfermos con riesgo
estandar o en riesgo alto (fracaso de la induccion, hipodiploidia). En segunda
remision, tanto el trasplante alogénico relacionado como la quimioterapia son
recomendados. En cuanto al trasplante autélogo purgado, en la mayoria de los
pacientes que presentan recaida tardias, se logra tener supervivencia libre de
leucemia, al igual que ocurren en el trasplante alogénico relacionado y no
relacionado. El régimen de acondicionamiento con irradiacién corporal total

presenta mejores resultados que regimenes que se basan solo en quimioterapia

(9).
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e En leucemia mieloide aguda en adultos
En primera remision, el trasplante autdlogo frente a la quimioterapia no presenta
ventaja significativa; pero el trasplante alogénico tiene mayor supervivencia en
pacientes menores de 55 afios con alto riesgo citogenético. En segunda remision
completa se recomienda un alotrasplante si hay donador disponible, de lo contrario
se puede recurrir al trasplante autodlogo. El trasplante alogénico es recomendado
sobre el autélogo si se cuenta con un donador relacionado compatible. El
trasplante autélogo de células de sangre periférica movilizada es recomendado
debido a la mejora en la seguridad y en la mortalidad temprana. Los trasplantes
alogénicos relacionados y no relacionados pueden proporcionar resultados
equivalentes. Para enfermedades de alto riesgo el alotrasplante de células de
sangre periférica movilizada se recomienda mas que el de células de médula

0sea; en enfermedades de bajo riesgo el resultado es el mismo (15).

e En leucemia mieloide aguda en nifios
En primera remision completa, tanto la quimioterapia como el trasplante autélogo
presentan resultados semejantes. Sin embargo, el TCPH alogénico tiene mejores
resultados en cuanto a supervivencia global y supervivencia libre de leucemia: se
recomienda también en segunda recaida. El trasplante alogénico de donador
compatible relacionado tiene mayor tasa de supervivencia que el autélogo
después de la primera remisién; y se recomienda usar médula 6sea como fuente
de CPH. En segunda remision se recomienda el trasplante alogénico de donador

compatible relacionado o no (17).
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e En Linfoma Folicular
El trasplante autdlogo de CPH es considerado como terapia de rescate basado en
previa administracion de rituximab, con una mejora significativa de supervivencia
global y supervivencia libre de progresion. El trasplante autdlogo no es
recomendado como tratamiento de primera linea para la mayoria de los pacientes
debido a que no presenta mejora significativa en la supervivencia global. Este
trasplante también se recomienda para pacientes con linfoma folicular en
transformacion; el acondicionamiento de intensidad reducida antes del TCPH
alogénico parece ser una alternativa aceptable para un régimen mieloablativo. Un
donador HLA compatible no relacionado es tan efectivo como un donador
relacionado en el acondicionamiento de intensidad reducida en el alotrasplante

(16).

e En mieloma maltiple
EL TCPH autdlogo es preferido como terapia de “novo” sobre la quimioterapia
estandar e incluso que, como tratamiento de rescate. Se prefiere el uso de sangre
movilizada como fuente de CPH que el de médula 6sea. Como régimen de
acondicionamiento en el autotrasplante se prefiere al melfalan que al melfalan con
irradiacion corporal total. EI TCPH puede no ser efectivo con las técnicas de purga

actuales de médula 6sea (8).

e En sindromes mielodisplasicos
El TCPH temprano es recomendado para pacientes que se clasifican “de alto
riesgo” en el Sistema Internacional de Puntaje Prondstico (IPSS) y que cuentan

”

con un donador adecuado; o bien, para pacientes con “riesgo bajo” “prondstico
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pobre” y riesgos no incluidos por el IPSS (edad avanzada, citopenias refractarias);
incluso hay datos que demuestran mejores resultados curativos en el alotrasplante
de CPH ya sea relacionado o no relacionado. Es recomendado usar un donador
compatible de HLA si se cuenta con él; en caso de estar en remision completa y
no contar con donador alogénico se puede recurrir a un autotrasplante y
considerarlo dentro de un ensayo clinico. Los resultados en el trasplante alogénico
de células provenientes de SPm y MO, en pacientes de bajo riesgo, son
semejantes. Para pacientes con riesgo alto, un trasplante alogénico relacionado

de células provenientes de SPm puede presentar mayor supervivencia (18).

e En linfoma difuso de células B grandes (LDCBG)
El TCPH autélogo como terapia de rescate es recomendado para pacientes con
recaida cuando el LDCBG es quimiosensible, no se recomienda para pacientes
con respuesta parcial. Tampoco se recomienda como tratamiento de primera linea
para ningun grupo de riesgo, por el indice Internacional Prondstico; los trasplantes
autologos en conjunto o en tandem no son recomendados. La SPm es la fuente
estandar para obtener CPH en autotrasplantes. La edad no es una
contraindicacién para el trasplante autélogo, aunque los resultados en adultos

mayores no son tan buenos como en adultos jovenes (19).
E. EFECTIVIDAD DEL TCPH, con base a latasa de supervivencia

En 1999, el Centro Internacional de Investigacion en Trasplante de Sangre y
Médula Osea (CIBMTR) informé que la supervivencia a largo plazo en un TCH

alogénico es superior a 2 afos, con una esperanza a 5 afos del 89% (27).
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En 2011, Wingard y Colaboradores, informaron tasas de supervivencia a largo
plazo, por tipo de enfermedad (Fig.1.), como resultado de un estudio de méas de 10

afos, en centros de trasplante registrados al rededor del mundo (27).

Leucemia Leucemia Sindrome Linfoma Difuso Anemia
Mielocitica Linficitica Mielodisplasico de Células Apldsica Severa
Aguda (LMA) Aguda (LLA) (SMD) Largas (LDCL) (AAS)

Fig. 1. Porcentaje de supervivencia, por enfermedad, a 10 afios de un TCPH
alogénico mieloablativo. (Wingard et al., 2012)

Los porcentajes reportados representan el resultado final de recaidas, recaidas no

mortales y supervivencia libre de enfermedad (Fig.2.) en los pacientes a lo largo

del estudio.
M Recaidas H Recaidas No Mortales m Supervivencia libre de Enfermedad
82% 82%
81% ° 78% °
10% 9% 9% 9% 10% 12% 11%
6%

Leucemia Mielocitica Aguda Leucemia Linficitica Aguda Sindrome Mielodisplasico Linfoma Difuso de Células
(LMA) (LLA) (SMD) Largas (LDCL)

Fig.2. Porcentaje acumulativo (por padecimiento) de recaidas, recaidas no mortales y supervivencia
libre de enfermedad, presentes en los10 afios posteriores al TCPH (Wingard et al., 2012)
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F. SITUACION ACTUAL DEL TRASPLANTE DE CPH

Desde el inicio de los programas de trasplante, en los 50’s, se ha observado un
incremento en todos los tipos de trasplante de médula 6sea, especialmente de
donantes no emparentados. Este progreso se debe en gran medida a la
disposicion de mas de 20 millones de donantes de médula 6sea voluntarios de
todo el mundo. Actualmente, los trasplantes de personas no emparentadas

presentan el mismo éxito que aquellos que utilizan donantes familiares.

La intensa colaboracién internacional ayuda a que este crecimiento sea posible.
De hecho, los datos de la Asociaciéon Mundial de Donantes de Médula Osea
(WMDA), junto con la Red Mundial para el Trasplante de Médula Osea (WBMT),
muestran que practicamente la mitad de los trasplantes realizados con donantes
no emparentados cruzan la frontera internacional. Los registros internacionales de
donantes no solo amplian el nimero de posibles donantes, sino que ayudan al
avance a nivel mundial de los trasplantes, beneficiandose del intercambio de
informacion. En Enero del 2013, la WBMT realiz6 el trasplante de CPH ndmero un
millon; e inform6é que mas de 50,000 pacientes alrededor del mundo son
trasplantados anualmente y que en promedio, la distribucion del millon de

trasplantes fue la siguiente:
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Alogénico
539% 47%

Autdlogo

EMR/AFR__

s
EM R/AFR_?{H/ 25

1%

EMR/AFR : Mediterrdneo Oriental y}ifrica EUR : Europa

SEAR/WPR: Asia sudoriental y Pacifico occidental AMR: América

Fig. 3 Distribucién del primer millén de TCPH (WBMT,2013)

Quedando la distribucion final, en funcién las regiones establecidas por la OMS,

como:

EMR/AFR : Mediterraneo Oriental y Africa

EUR: Europ v )

” SEAR/WPR: Asia sudoriental y Pacifico occidental AMR: América
Fig. 4 Distribucién, porregiones de la OMS, del primer millén de TCPH (WBMT,2013)
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La Organizacibn Mundial de la Salud ha reconocido el trasplante como un
importante ejemplo de colaboracion mundial, considerando a la WBMT como
organizaciéon no gubernamental (ONG). Actualmente, se tratan con trasplante de
médula 6sea méas de 70 tipos de cancer y enfermedades no neoplasicas,
ofreciendo nuevas alternativas de curacion a pacientes de todo el mundo. En
pacientes, con éptimas condiciones, las tasas de supervivencia esperada sin la

enfermedad esta superando el 90 por ciento (46,47).

G. EL TCPH EN MEXICO

Los programas de TCPH en México, iniciaron a fines de los 70’s, con una serie de
casos y en una segunda etapa, reiniciaron su actividad a principios de los 90’s
(22). Instituciones publicas como el IMSS (Hospitales General y Especialidades de
la Raza, Especialidades y Oncologia del CMN Siglo XXI, H. Regional Gabriel
Mancera), ISSSTE en el 20 de noviembre, INCan, INNZS, INP y HIM y privadas
ofrecen esta opcion terapéutica y se ha concentrado en las grandes Ciudades
(DF, Monterrey, Puebla, Guadalajara principalmente) en hospitales de alta
especialidad, con una actividad que varia de 10 a 50 trasplantes por afio. Cada
institucién, dispone de recursos limitados tanto en insumos como de personal, por
lo que los programas se han desarrollado de una manera lenta ante la amplia
demanda de esta opcion terapéutica, enfocados principalmente a enfermedades
hematolégicas como leucemias, mielodisplasia y anemia aplastica en trasplante

alogénico y para mieloma multiple y linfomas, con trasplante autélogo.

41



Los programas con SCU iniciaron en el afio 2003, desde entonces hasta el 2012,
el Centro Nacional de Trasfusién Sanguinea (CNTS), recolecto6 4,883 unidades de
SCU, de las cuales so6lo 1,732 (35.50%) fueron aceptadas. Desde 2004 a
diciembre de 2012, se tienen registrados 285 trasplantes, de los cuales el 70% fue

en pacientes pediatricos, y la distribucion por padecimiento fue (40):

Fig. 5. Distribucion, por diagndstico, de trasplantes de SCU en México del ano 2004 al 2012 (CNTS,2013)

42



[ll.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El TCPH es empleado para combatir enfermedades consideradas mortales. Sin
embargo, fallas en el trasplante también pueden ser causa de muerte,
principalmente en los primeros 2 afos post-trasplante, cuando las complicaciones:
infeccion, recaida, enfermedad injerto contra huésped (EICH), toxicidad y fracaso
del trasplante, impiden la supervivencia. Si la dosis de CPH es menor a la
recomendada y/o de mala calidad, es mayor el tiempo de injerto en el paciente,
aumentando el riesgo de infecciones, asi como el nimero de transfusiones
requeridas y efectos de toxicidad, lo que resulta en el fracaso del trasplante.
Vencer esta zona critica nos conduce a resultados alentadores; como lo muestran
Wingard et. all. en un estudio con mas de 3 mil pacientes trasplantados, donde en
el Registro Internacional de Trasplante de Sangre y Médula, todos los pacientes
que superan los 24 meses, tienen una probabilidad del 80-93% de sobrevivir
minimo 10 afios, siendo la recaida de la enfermedad el principal riesgo presentado

por el 10% de los trasplantados.
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IV. JUSTIFICACION

La expectativa del trasplante de CPH es lograr la curacion de la enfermedad. El
reto inicial para lograr este resultado es obtener una dosis de CPH éptima que
reuna las mejores caracteristicas de seguridad y calidad en sus distintos procesos.
Al tener una unidad de progenitores hematopoyéticos que trabaje bajo estandares
internacionales de calidad, se logra ofrecer productos que garantizan la efectividad
del trasplante; ya que contar con dosis adecuadas de CPH de calidad, evita el
fracaso del trasplante al presentar un injerto rapido y por consecuencia, menos
complicaciones infecciosas; e incluso, en trasplantes alogénicos, aumenta el

efecto injerto contra tumor.

Las enfermedades neoplésicas, pertenecen a los padecimientos que producen
gastos catastroficos, el mal empleo de los recursos o su ineficiencia, elevan los
gastos con un mal resultado. Si bien, los costos necesarios para implementar
estos procedimientos suelen ser muy altos, los logros terapéuticos que éste ofrece
sobre enfermedades consideradas mortales y cuya incidencia es significativa, son
expectativas que superan la inversion. Asi, la inversion en recursos humanos
especializados y materiales de alta tecnologia e innovacién, junto con
procedimientos eficaces y efectivos, conllevan a mejorar la eficiencia de los
programas de TCPH, cuyo resultado final serd mejorar la calidad de vida y

supervivencia de los pacientes con enfermedades, por definicion, letales.

El éxito en el trasplante aumenta la supervivencia de los pacientes, logrando su

reincorporacion a la sociedad.
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V. HIPOTESIS

Si la Unidad de Progenitores Hematopoyéticos trabaja siguiendo los estandares

internacionales de calidad, entonces serd una unidad eficiente al producir CPH de

alta calidad y seguridad, que logran un injerto temprano, en mas del 98% de los

pacientes trasplantados; asegurando el éxito del trasplante.

VI. OBJETIVO GENERAL

Establecer un método de obtencién y procesamiento de células progenitoras

hematopoyéticas que brinde autosuficiencia, calidad y seguridad al programa de

trasplantes del Hospital General Naval de Alta Especialidad.

VIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar los estandares internacionales (FACT-JACIE) en la obtencién,
procesamiento, validacion, criopreservacion, descongelacion,
acondicionamiento e infusibn de unidades de  progenitores
hematopoyéticos, obtenidas de médula 6sea y sangre periférica movilizada

para uso en trasplante.

Validar la metodologia de los procedimientos estandarizados en la unidad

de progenitores hematopoyéticos.
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Apoyar a los diversos servicios clinicos del Hospital General Naval de Alta
Especialidad en:
a) Busqueda, requisicion, envio, descongelacién, acondicionamiento e
infusion de unidades de sangre de cordon umbilical, cuando estas
sean requeridas a través de la red internacional NETCORD-FACT.

b) Elaboracién y ejecucion de nuevos protocolos clinicos en terapia
celular
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VII. IMPLEMENTACION DE LA UTCyPH

A. Normatividad Nacional

Para el cumplimiento de la normatividad nacional, debido a la ausencia de normas
especificas del area, la UTCyPH basa su funcion y organizacion apegandose a las
Normas Oficiales Mexicanas disponibles y méas relacionadas al funcionamiento de

la unidad, entre ellas se encuentran:

e Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposiciéon de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos.

e Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion y
funcionamiento de los laboratorios clinicos.

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-168-SSA1-1998, Del expediente clinico

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos biol6gico-infecciosos - Clasificacién
y especificaciones de manejo.

e Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia

epidemioldgica.

El HOSGENAES cuenta con licencia activa para trasplantes, ademas de la licencia
para disposicion de 6rganos, tejidos y células; lo cual le confiere, segun la
normatividad nacional, la capacidad para disponer de CPH y realizar el trasplante
de estas. La licencia de banco de sangre se actualizé por la de banco de sangre

con disposicibn de progenitores hematopoyéticos, por lo que los avisos de
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responsiva ahora comprenden el aviso de responsable para disposicion de
organos, células y tejidos y el aviso de responsable de Banco de Sangre con

disposicion de progenitores hematopoyéticos.

B. ESTANDARES INTERNACIONALES

La unidad de Terapia Celular y progenitores hematopoyéticos se disefio
basandose en los estandares de calidad de la organizaciéon internacional FACT-
JACIE, que en el afio 2012 publicd su quinta y mas reciente edicion en conjunto, al
ser JACIE la contraparte europea de la asociacion americana FACT, permite que
los estandares puedan aplicarse a programas de trasplante en Europa y
Norteamérica, promoviendo la calidad en el cuidado del paciente y las practicas de

laboratorio en el campo del trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

La Unidad de Terapia Celular y Progenitores Hematopoyéticos (UTCyPH) del
HOSGENAES, implementé de acuerdo a FACT, las fases de recoleccion,
procesamiento, almacenamiento, criopreservacion y administracion de células
progenitoras hematopoyéticas. Todos estos procedimientos se encuentran
descritos en el manual de procedimientos de la UTCyPH, e incluyen explicaciones

detalladas y guias para el personal.

La normatividad nacional e internacional que sustenta el proceso realizado en la
unidad de progenitores hematopoyéticos garantiza el buen funcionamiento y
calidad de la misma; asi como la responsabilidad del personal para ofrecer
servicios y resultados de nivel internacional.

48



C. ESTRUCTURA FISICA
La unidad de CPH esta constituida por 5 areas:

e Area de Procesamiento

e Area de Criopreservacion

e Estacion de Suministro de NoL

e Validacion del Proceso de CPH

¢ Unidad de busqueda y Gestion de Datos

Distribuidas de la siguiente manera:

s 4.30m > 5 p
c 130M té 2
() 1 S B
- g . P Tanque S =
centrifuga F?;Z”?::ﬁgg; Criopreservacién = Cuarto padra &
= 5 B q 4 s Tanquesde _I5,
2 = N2L
1 Area de Criopreservacién ot eabr
ncel tablaroca

Sistema de recambio de aire m T
Mesa de trabajo N2L 2
Tarja 1.10 M

| Medio muro tablaroca con cristal J
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2
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completo con cristal PASILLO PLANO FINAL JUNIO 2013

Fig. 6. Plano de la UTCyPH
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e Areade procesamiento
En el &rea de procesamiento de CPH se requiere de un ambiente estéril por lo que

se cuenta con una campana de bioseguridad clase Il y de una mesa pasteur.

Las campanas de seguridad tipo Il aportan el 99.99 % de esterilidad y protegen a
los trabajadores de los materiales manipulados y al mismo tiempo, protegen
dichos materiales de la contaminacion externa. El area de trabajo es recorrida por
un flujo descendente de aire filtrado estéril. El sistema de filtracion (Filtros HEPA)
del aire puede variar segun los fabricantes, pero tanto el aire recirculado como el

extraido deben ser filtrados al menos una vez.

El empleo de este tipo de campanas es necesario debido a la manipulacion de los
productos celulares. Considerando que éstos son procesados para su posterior
injerto en el paciente, se debe evitar el contacto con factores que puedan

contaminarlos y afectar su calidad y seguridad.

Fig. 7. Campana de bioseguridad / area de procesamiento
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e Areade Criopreservacion

Fig.8. Area de criopreservacion

El area de criopreservacion de las CPH procesadas cuenta con un Dry Shipper
para el transporte de CPH, tanque de criopreservacion y congelador programado,
ambos de N,L a -196 °C, centrifuga refrigerada, refrigerador con congelador,
alarma de O, y suministro de N,L. Debido al uso de N,L el area también cuenta

con un sistema de extraccion de gases continuo.

Los procesos de criopreservacion se realizan mediante el uso de congeladores
biolégicos que enfrian las muestras segln unas curvas programadas de

congelacion a velocidad controlada.

55 60 65 70 7S 80 au
s

Fig. 9. Curva programada de congelacion
51



En estos congeladores la transmisidén de temperatura entre la camara interior y las
muestras a criopreservar se maximiza mediante el uso de placas metalicas que
cubren las muestras dentro del congelador. Las curvas programadas de
congelacion se componen de segmentos cada uno de los cuales tiene una

velocidad de enfriamiento (°C/minuto) determinada empiricamente pasa obtener

una maxima viabilidad tras el proceso de congelacion.

Fig. 10. Congelador programado (izq.) / tanque de criopreservacién (der.)

Sistema de control de anoxia de medicidn continua, con indicacidbn secuencial de

la concentracion de oxigeno de la sala y alarma de averias.

Fig. 11. Alarma de niveles de O2
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Para el suministro de N,L los tanques de alta presion requieren de una instalacion
especial a base de tuberia al vacio, recubierta de aislante de acuerdo a la
temperatura (-196°C); ademas la instalacion cuenta con un sistema de venteo
para eliminar el gas residual, a base de valvulas selenoides. Esta instalacion

garantiza un abasto continuo de nitrégeno al sistema.

Fig. 12. Instalacién para distribuciéon de N2L
Para evitar la acumulacion de nitrégeno gaseoso liberado por el uso de los
equipos, en el area existe un sistema de extracciéon de gases, el cual permite un

intercambio de gas de nitrégeno por oxigeno.

Fig. 13. Sistema de extraccion de gases
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Los Dry-Shippers son contenedores empleados para
el transporte seguro de muestras biologicas a
temperaturas criogénicas. Constan de un contenedor
interno y uno externo, ambos de aluminio, con un
cuello fabricado en fibra de vidrio. El aislamiento entre
ambos contenedores se consigue gracias a multiples
laminas de aluminio reflectantes. También estan
compuestos por un material absorbente que capta el

N.L y lo libera en forma de gas. Este material poroso

absorbe y conserva el nitrdgeno liquido con el fin de

Fig. 14. Dry-Shipper

evitar posibles derrames.

e Estacién de Nitrogeno liquido
La estacibn de N,L que funciona como fuente de suministro al area de
| criopreservacion es un cuarto contiguo separado de la
unidad por paredes; se cuenta con dos tanques y sus
respectivas instalaciones para poder suministrar a los

equipos que lo requieren.

Los cilindros, llamados dewars, son recipientes
sujetos a presion de doble pared, con un tanque

interior que contiene un fluido criogénico y un tanque

exterior. Entre los dos tanques se tiene un espacio

Fig. 15. Tanque de N2L

54



anular con vacio y un material con propiedades de aislamiento para evitar la
transferencia de calor por conduccion, conveccion y radiacion, desde el medio

ambiente exterior hasta los gases en estado liquido en su interior.

Tienen dos ventajas principales:

e Contienen un gran volumen de gas a una presion relativamente baja
comparada con los cilindros de gas comprimido.

e Son una fuente de liquido criogénico que puede manejarse facilmente.
Los tanques estdn almacenados en un lugar especialmente construido y bien
ventilado, en contacto con una entrada de aire libre. Los tanques llenos se
almacenan de tal manera que el mas antiguo es usado primero. Los tanques
almacenados son controlados periddicamente en cuanto a su estado general y
fugas. Y su almacenamiento se disefié evitando condiciones que puedan acelerar
la corrosion. Los envases criogénicos estan equipados con valvulas de seguridad
para controlar la presion interna. En condiciones normales los envases ventean el

producto periédicamente. Todos los venteos son canalizados al exterior del

edificio.

Fig. 16. Valvulas de seguridad en estacion de NzL
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e Areade validacion
La validacién del proceso de CPH se lleva a cabo en conjunto con areas del
laboratorio clinico (conteo de poblaciones CD34+, CD45 y pruebas viabilidad por
citometria de flujo) y del banco de sangre (biometria hematica, grupo sanguineo y
pruebas seroldgicas). La conexion entre las areas mencionadas y la unidad de

terapia celular esta dada por un sistema de tubo pneumatico.

e Unidad de busqueday Gestion de Datos
La unidad de busqueda y gestion se encuentra dentro del area fisica de
procesamiento y validacion, cuenta con un escritorio y equipo de computo con
disposicion de internet, en donde se puede realizar la documentacion requerida y

la basqueda de inventarios e informacion disponible en la web mundial.

<
R

Fig. 17. Unidad de busqueda y Gestiéon de Datos
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D. PROTOCOLOS DE TRABAJO

1. Protocolo de trabajo para TCPH

DIiAS
0
CANDIDATO A TRASPLANTE ¢ ESTUDIO DONANTE-RECEPTOR COMITE DE TRASPLANTE
Criterios de inclusion y exclusion Estudios de histocompatibilidad
Consentimiento por escrito Evaluacion médica del donador Apto para = [
trasplante Autéh | MO
logo
i SPm
FUENTE DE CPH 0 | Hogeneo | 7 3
ELECCION DE TIPO DE TRASPLANTE 5 EeSS-NeEN, :2:3
scu MO o SPm Roghiico { ::?n
Bisqueda enNETCORD |+ Movilzaciony/u | T
Obtencion CPH Dlona, s ) '
2. Procesamiento CPH | %" ACONDICIONAMIENTO il 8|8
3. Criopreservacion Intensidad Reducida
24h|post-obtencion
’ Descongelacién TRASPLANTE DiAO| 15
Acondicionamiento
INJERTO s28

Fig. 18 Protocolo para el trasplante de CPH

Seleccion del Donante

La evaluacion del pre-donador se realiza en el banco de sangre, donde se realizan

pruebas seroldgicas y valoraciones médicas para determinar si la persona es apta

para donar.
Segun la NOM-253-SSA1-2012, las pruebas para la deteccién de los agentes

infecciosos transmisibles por transfusion deberan incluir obligatoriamente la

deteccion de:
e Treponema pallidum

e Virus B de la hepatitis
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e Virus C de la hepatitis

e Virus de la inmunodeficiencia humana tipos 1y 2

e Trypanosoma cruzi
Cuando por la situacion epidemiologica de la region geografica donde se
encuentra el establecimiento o de la de procedencia del donante, sus
antecedentes personales o sus factores de riesgo para adquirir infecciones, o bien,
por las caracteristicas de los futuros receptores y su susceptibilidad a adquirir o
desarrollar enfermedad, el banco de sangre debera efectuar y documentar
pruebas adicionales para la deteccién de los agentes infecciosos transmisibles por
transfusion. Las pruebas adicionales podran incluir la deteccion de los agentes

siguientes:

e Brucella

¢ Plasmodium

e Citomegalovirus
e Toxoplasma

e Retrovirus HTLV tipos 1 y Il

Determinaciéon de compatibilidad HLA

En la donacién alogénica, es parte del proceso de seleccién la determinacion de

histocompatibilidad; proporcionada por la relacién de HLA donador/paciente.

En TCPH los antigenos de HLA de mayor importancia son: de clase | (A,B,C) y de

clase Il (DR, DQ,DP); aunque la tipificacion mas empleada en el trasplante es A,B,
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DR, DQ. Los antigenos A, B y DQ se pueden analizar en mediana resolucién (2

digitos), en cambio el analisis de DR es obligatorio en alta resolucion (4 digitos).

Se considera el tipo de fuente de CPH, ya que si es de SPm o MO los 8 antigenos
deben ser idénticos; a diferencia de las células de SCU, donde es permisible tener
hasta 2 antigenos diferentes en A,B y DQ , pero el DR debe ser idéntico en sus 4

digitos.
El orden de prioridad en la eleccion de donadores no emparentados es:

e Maxima compatibilidad HLA
e Peso adecuado del donante para proporcionar 3x10® células
mononucleares/kg de receptor.
e Edad del donante, eligiendo al mas joven.
e Serologia para citomegalovirus negativa.
e Preferir al donador masculino sobre el femenino.
El proceso de seleccion de donantes considera también el punto de vista ético

para proceder con la donacion.

Cuando se determina que es un donador apto se proporciona el consentimiento
informado donde se explica la naturaleza de procedimiento, explicacion de

proceso e informar los riesgos y beneficios que tiene el donar CPH.

a) Tipos de trasplante realizados en el HOSGENAES
El tipo de trasplante es elegido segun la patologia del paciente, clasificandose de

la siguiente manera:
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Autolgo: Se trasfunden precursores propios del paciente, obtenidos de MO o
SPm. Es el tratamiento elegido cuando la toxicidad medular es el principal factor
limitante para un tratamiento intensivo.

Las enfermedades que pueden tratarse con este tipo de trasplante son: Linfomas,
Mielomas, Tumores sélidos: neuroblastoma, tumor de Wilms,
retinoblastoma, germinales, Enfermedades autoinmunes, Protocolos de

terapia celular.

Alogénico: Efectuado entre individuos de una misma especie. Involucra la
sustitucion de todas las células del organismo derivadas de la célula madre
pluripotencial hematopoyética, por lo que su empleo se sugiere cuando la
enfermedad se origina en una de estas células y sea capaz de curar si se
sustituyen por otras sanas.

El trasplante alogénico puede dividirse en relacionado y no relacionado, siendo el

primero cuando el donador es hermano HLA idéntico. De esta division depende la
fuente de CPH, que son obtenidas de SCU, MO y SPm de un donador No

Relacionado, o bien de SPm o MO, cuando el donador es relacionado.

Las patologias tratadas con este trasplante son: Leucemias, Anemia aplasica,

Hemoglobinopatias, Mielodisplasias.

La eleccion de la fuente de CPH vy tipo de trasplante obedece a las

recomendaciones basadas en evidencias, propuestas por la ASBMT.
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2. Protocolo de trabajo de la UTCyPH
a) Obtencion de CPH

Las CPH se pueden obtener de 3 fuentes:

e Meédula 0sea
Obtenida mediante multiples punciones-aspiraciones de sangre medular,
principalmente en crestas iliacas y ocasionalmente en esternon o meseta tibial. Se
realiza en quiréfano bajo condiciones absolutas de esterilidad, y con un kit de
extraccion de médula O6sea. En el proceso, el donante se seda, se aplica
analgésico local y se realiza asepsia. Las bolsas de recoleccion contienen
heparina para evitar coagulacién, las extracciones son de volumenes pequefios
(hasta 5 ml) para lograr el volumen deseado que para TCPH es de

aproximadamente 1 litro.

e Sangre periférica movilizada
Se aumenta la cantidad de CPH en sangre periférica tras administrar factores de
crecimiento (factor estimulante de colonias de granulocitos, G-CSF) solos, o junto
con quimioterapia, si es trasplante autdlogo. Se emplea también la molécula AMD

3100, logrando una buena cantidad movilizada de células CD34+ (31).

Al quinto dia de movilizacion y al determinar que la cantidad de células en SP es
conveniente, se realiza la extraccion mediante aféresis en el banco de sangre. El
proceso de leucoaféresis consiste en: separar la sangre del donante, en diferentes
componentes, mediante centrifugacion automatizada, retener las células

mononucleadas y devolver el resto de los componentes sanguineos al donante. El

61



procedimiento se realiza en una maquina de circuito cerrado y el donante no
requiere anestesia. La cantidad de volumen extraido es variable, pero se pretende
obtener al menos 2x10° células CD34+/Kg de receptor, que es la cantidad minima

considerada para un TCPH rapido y seguro (30,31).

e Sangre de cordon umbilical
La unidad no se encarga de la extraccion de SCU ni cuenta con banco de cordén
umbilical; por lo que la obtenciébn de estas células se logra con ayuda de la
organizacién internacional NetCord, cuando el paciente no puede ser su propio

donador y no cuenta con un donador optimo.
b) Procesamiento

Una vez obtenidas las CPH se someten a procesamiento, el cual depende del tipo

de trasplante a realizar y la fuente de obtencion.
1. Trasplante autoélogo, células de MO o SPm

En el &rea de procesamiento la SPm o MO obtenida, se transfiere a una bolsa

“transfer” para pesarla y saber el volumen total basandose en la densidad.

Se toman muestras iniciales para determinar la cantidad de células
mononucleares por biometria hemética (BH) y determinar células CD 34+, CD 45+

y viabilidad celular mediante citometria de flujo.

El control de calidad incluye BH, células mononucleares totales, viabilidad celular,

serologia: Treponema pallidum, Virus de la hepatitis B y C, Virus de la
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inmunodeficiencia humana tipos 1 y 2, Trypanosoma cruzi, Brucella, cultivos

bacteriologicos aerobios, anaerobios y micoldgicos.

Cuando las células provienen de aféresis se pide una bolsa extra de plasma

(300ml) del paciente para preparar la solucién criopreservante (DMSO).

Los productos se centrifugan para posteriormente hacer reduccion de volumen
mediante un desplasmador; después, por medio de una balanza, se mide el
volumen de plasma eliminado para saber cantidades exactas que se estan

manejando.

Fig. 19. Reduccién de volumen

Una vez realizado lo anterior se sella la bolsa, quedando en ella las CMN
reducidas, Yy es trasladada a bolsas de criopreservacién que se llenan con un
volumen maximo de 100 ml, a pesar de que su capacidad es aproximadamente de
250 ml, se decide no meter mas de 100 ml porque el proceso de congelacién

provoca que el contenido se expanda aumentando el riesgo de romper la bolsa.

La solucion criopreservante se prepara con plasma y DMSO al 20%, ya que la

combinacion con células madre se hace en relacién volumen 1:1, usando el mismo
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volumen de solucion criopreservante y de células, por lo que la dilucion finaliza al

10%.

Las unidades se someten a enfriamiento durante media hora (aproximadamente)
para alcanzar una temperatura de 4°C y se colocan entre placas de gel

congeladas para mantener la misma.

La adicion del criopreservante se realiza en un tiempo controlado no mayor a 7
minutos, agregando el mismo volumen de solucion criopreservante al volumen

total de células, para mantener una relacion volumen-volumen.

Fig. 20. Adicién de criopreservante

A patrtir de este paso se debe manipular el producto en planchas de hielo, debido a
que el DMSO puede producir una reaccion exotérmica si aumenta la temperatura y

dafar las células.

Fig. 21. Manipulacién en planchas de hielo
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El paso siguiente es la congelacion, para lo cual se etiquetan los canisters de
metal y se prende el congelador programado el cual nos da una gréfica que refleja
la velocidad de congelacion que sigue. Los productos se introducen al congelador
mediante canisters, permaneciendo ahi durante aproximadamente hora y media,

tiempo en el que la temperatura disminuye de 4 °C a -80°C.

Fig. 22. Congelacion

Al alcanzar esta temperatura las bolsas se sacan utilizando guantes de

criopreservacion y se meten en racks al tanque de criopreservacion.

Este paso debe realizarse en menos de 1 minuto, de lo contrario la temperatura
sube, afectando el producto. Las unidades permanecen sumergidas en el N2L,

congeladas a -196°C hasta el dia de trasplante (dia cero).

De uno a dos dias previos al trasplante se llena el dryshipper, con N2L para que

alcance y mantenga la temperatura deseada y poder trasportar las unidades.
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El dia cero, se trasfieren las unidades criopreservadas para el trasplante, del

tanque de criopreservacion al dryshipper, y en la unidad de trasplante se sacan

las unidades congeladas de una en una por
seguridad del paciente, pues se descongela solo el
producto que se utilizara, ya que si por condiciones
del paciente o indicaciones del médico la infusién
tiene que esperar, se mantienen seguros los demas
productos sin exponer a cambios de temperatura el
DMSO. Una vez en la cabecera del paciente, se
abre el canister y se mete la unidad congelada en
una bolsa zipploc previamente esterilizada, lo cual
se realiza para asegurar la recuperacion del

producto en caso de un dafio en la bolsa primaria.

El producto se descongela en 2 minutos, se

— -

Fig. 23. Transporte a quiréfano

considera una sefal de temperatura optima cuando sobre la bolsa hay una ligera

capa de hielo, pues a mayor temperatura el DMSO dafia las células.

0o

Fig. 24. Acondicionamiento



A  continuacibn se realiza el proceso de
acondicionamiento de la bolsa en el cual se debe
asegurar que la sangre estd homogeneizada y no tiene
hielos, sélo debe estar fria. Se entrega a una enfermera

circulante quien la conecta a catéter iniciando la infusion.

c) Infusidn

El producto se infunde en 15 minutos por cada unidad,
este tiempo es critico pues al excederlo aumenta el

riesgo de calentamiento del DMSO y por ende el dafio

celular de la unidad de progenitores.

Fig. 25. Infusion

Durante la infusién el paciente siempre estd monitoreado.

2. Trasplante alogénico relacionado y no relacionado (SPm y MO)

Durante las primeras 24 horas de obtenidas, se realiza la validacion de las
unidades, el condicionamiento e infusion; siguiendo el mismo procedimiento

mencionado anteriormente.

3. Trasplante alogénico, células de SCU

Una vez obtenidas las CPH mediante la busqueda en NetCord, estas se
mantienen en criopreservacion hasta el dia del trasplante, cuando se realiza la
validacion de la unidad, acondicionamiento e infusion. Cada proceso se realiza
siguiendo las indicaciones mencionadas inicialmente.
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Proceso de Continuidad

El trasplante como se ha mencionado antes, es la infusion de Células Progenitoras
Hematopoyéticas, provenientes de un donante que requieren altos estandares de
calidad y para su aplicacion de cuidados especiales, enfocados al manejo de la
incompatibilidad en el sistema ABO (cuando es el caso, en trasplantes
alogénicos), o la toxicidad por el uso de substancias crioprotectoras, para la

conservacion de las células (en trasplante aut6logo).

Estas particularidades hacen necesario el apego a protocolos de trasplante
establecidos con base a las variables del origen celular médula 6sea, sangre
periférica y o sangre de cordén umbilical; y del donador del que proceden

autologo, alogénico relacionado, alogénico no relacionado, haploidéntico.
INJERTO.

Una vez efectuado el trasplante la recuperacion se inicia cuando el injerto del
trasplante ha ocurrido, definido por un conteo de leucocitos mayor de 0.5 X 10%/L,
por tres dias consecutivos. Después de producido el injerto, se continua con el
control de los procesos infecciosos y la recuperacion del dafio celular en los
diversos tejidos del cuerpo, lo que permite la adecuada nutricion y autocuidado del

enfermo.
RECUPERACION INTEGRAL

En esta etapa comienza la recuperacion de la mucosa gastrointestinal y por tanto

el paciente es capaz de reiniciar su alimentacion oral y el dafio provocado por la
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quimioterapia o radioterapia se reduce hasta llegar a la recuperacion de la funcion

organica especifica en cada parte del cuerpo que se afecto.

PLAN DE EGRESO

Si la evaluacion del paciente es satisfactoria, se reconstituye la via oral, no hay
evidencia de infeccidn, toxicidad o alguna complicacion el paciente inicia su plan
de egreso. En esta condicion, el grupo multidisciplinario da comienzo al plan de
educacibn y de egreso, individualizado a las necesidades del paciente,
educandole como serd su nuevo estilo de vida, los cuidados que debe seguir,

hasta reintegrarse a la sociedad.

SEGUIMIENTO AMBULATORIO.

El paciente debera acudir a sus citas de manera ambulatoria para estudios de
laboratorio y gabinete, asi como a su cita médica y apegarse a los cuidados post-

trasplante de acuerdo al protocolo especifico.

El médico de trasplante evalta al paciente en la consulta externa de acuerdo al
protocolo de seguimiento especifico para trasplante autélogo del dia 100 a 180

postrasplante y en trasplante alogénico de 180 a 360 dias de seguimiento.
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E. Controles de Calidad

e Conteo de CMNt: por biometria hematica (ver tabla 7)

e Conteo de células CD34+ por citometria de flujo (ver tabla 7)

e Viabilidad Celular: 290% (por citometria de flujo)

e Serologia: Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi, Brucella, Hepatitis B y

C,VIH1y?2.

e Cultivos: bacteriolégicos (aerobios, anaerobios) y micoldgicos.

10-20 mL/kg >2 x108CNT/kg 2-3 x106/kg
- 150-400 mL 5-10 x10° CD34+/kg 8 x106/kg
- 80-160 mL >3 x10’CNT/kg 0.2 x106/kg

Tabla 7. Dosis celular de acuerdo a la fuente de CPH (EBMT,2012)
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IX. RESULTADOS

La UTCyPH colabora en los protocolos establecidos de trasplante de progenitores
hematopoyéticos, participando directamente en la recoleccion de las células
madre, via médula 6sea en quiréfano y en la movilizacién de CPH para obtencion
via SPm por aféresis.

Caracteristicas de la poblacién. Del 28 de agosto de 2012 al el 21 de Enero de
2014 se trasplantaron 7 pacientes, 2 fueron mujeres y 5 varones. 5 pacientes se
encontraban en remision completa (libres de enfermedad) y 2 con enfermedad
minima residual. En leucemias en remision, documentados por aspirados de
médula Osea, biopsia de hueso, e inmunofenotipo de M.O. con menos del 5% de
blastos. En enfermedad minima residual, entre el 5 al 10% de blastos. En
linfoma, con PET-CT negativo, o con actividad localizada con menos de 5
unidades. En Mieloma Multiple con inmunofijacién en suero y orina negativos.

Se documentan 5 trasplantes autélogos de SPm bajo el protocolo de filgastrin 10
mg/kg/5 dosis para la movilizacion en 3 casos, y con el protocolo filgastrin-
plerixafor 10 pug/kg + 0.24 mg/kg por 5/2 dias respectivamente para la obtencién
de dosis 6ptima de células progenitoras en 2 pacientes. Esta dosis Optima se
estable por citometria de flujo al alcanzar >20 células CD34+/pL en sangre

periférica. Los trasplantes alogénicos relacionados, fueron de donador sano.

Todas las unidades empleadas en los 5 trasplantes autologos, fueron procesados

siguiendo los estandares propuestos por la organizacion FACT-JACIE.
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Las 7 unidades fueron sometidas a los controles de calidad mencionados
previamente para demostrar que cumplian con las condiciones requeridas. La
siguiente tabla muestra los resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas,

microbiologicas y de viabilidad:

Dosm Celular Viabilidad Pruehas Serolégicas Cultlvos

Celular
CD34+/kg [CMN/ kg peso
g qp ) T palicum | T.cruzi | Bruceta Hepatitis VIH Bacteriologicos | Micologicos
pesopaciente| paciente (B8,C) (1,2)

5.7 105 12.2X108 98

2 6.2X108 16.3 X108 99 - - - - :

3 2.36X10°8 16.1X108 99
4 22.6x10° 8.43X10° 97 = - - - c
5 4.97X10° 972X 108 98
6 5.39X 10 2852X10° 98 - = = = -
7 10.79X10° 1314108 97

En cada caso se obedecieron las recomendaciones basadas en evidencias (Grupo
Americano y Europeo de Trasplantes), para elegir la fuente de CPH vy el tipo de
trasplante, segun la edad de paciente y el tipo de padecimiento.

La calidad y seguridad de las CPH obtenidas y procesadas en el HOSGENAES se
refleja en el injerto temprano (<16 dias post-trasplante) de los productos, en
promedio al dia 11 con un rango de 8 a 15 dias, logrando que los pacientes

atendidos tengan supervivencia libre de enfermedad desde el dia del trasplante.
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RESULTADOS (hasta el 02-Mayo-2014)
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Los pacientes una vez egresados, tienen seguimiento en la consulta externa, 2
veces por semana, hasta cumplir 2 meses post-trasplante, y después cada quince
dias hasta cumplir 3 meses, y después cada mes hasta cumplir el afio. A partir del
segundo afio, se valora cada 3 meses hasta cumplir 5 afios, documentando la

remision, utilizando los mismos criterios ya descritos anteriormente.
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X. DISCUSION

La participacion de la UTCyPH en el protocolo de movilizacién, permite al area de
Trasplantes, ajustar protocolos de movilizacion y de coleccion de células, para
garantizar la dosis 6ptima a trasplantar. Lo cual de no contar con esta Unidad de
Terapia Celular dentro del HOSGENAES, 2 de 5 pacientes, hubieran presentado

fracaso de trasplante, al no alcanzar la dosis 6ptima.

El procesamiento, criopreservacion y validacién de las células progenitoras por
parte de la Unidad de Terapia Celular, basados en estandares internacionales, en
un medio ambiente ad hoc, con protocolos de trabajo consensuados, y controles

de calidad, permite programar un trasplante seguro.

Una vez realizada la preparacion para el trasplante, y realizada la infusion de
células progenitoras, se presentaron eventos adversos leves como taquicardia o
hipertension, asociados al DMSO, eventos ya esperados y corregidos durante la

infusion, sin repercusion para el paciente.

Finalmente el injerto mieloide, se logré en el transcurso en un tiempo < 15 dias,
definiéendose un injerto temprano, habitualmente relacionado a la dosis éptima
celular en el 100% de los pacientes. Lo que representd menos riesgo de infeccion,
menor requerimiento transfusional, estancias hospitalarias cortas y hasta el
momento una sobrevida libre de enfermedad. Incluso 4 pacientes de los 7 con

reintegracion a la vida laboral activa.
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XI. CONCLUSIONES

La UTCyPH esta disefiada y equipada para poder realizar la obtencion,
procesamiento, validacion, criopreservacion, descongelacion, acondicionamiento e
infusion de unidades de progenitores hematopoyéticos, provenientes de médula
Osea y sangre periférica movilizada para uso en trasplante; asi como la busqueda,
requisicion, envio, descongelacion, acondicionamiento e infusion de unidades de
sangre de corddon umbilical, cuando estas sean requeridas a través de la red
internacional NETCORD-FACT. Ademas, cuenta con personal altamente
capacitado y sus procesos estan basados en estandares internacionales de
calidad; por lo que es capaz de apoyar con productos seguros y de calidad, al

programa de trasplantes del HOSGENAES.

Basando la obtencion y el procesamiento de CPH en los estandares
internacionales, se obtienen productos de calidad y seguridad suficientes para

lograr el injerto de las células en el paciente.

Ofrecer trasplantes exitosos otorga al HOSGENAES la posibilidad de curar
enfermedades, por definicion, mortales; y en consecuencia, participa en la

reincorporacion de individuos a la sociedad.

La inversion en recursos humanos especializados y materiales de alta tecnologia,
junto con procedimientos eficaces y efectivos, es superada por los logros

terapéuticos que el TCPH ofrece sobre enfermedades consideradas mortales.
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