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RESUMEN

Es importante evaluar el perfil del uso del factor estimulante de colonias granuloci-
ticas (FEC-G) en pacientes con enfermedad arterial oclusiva crénica (EA0C), mediante
el andlisis de aspectos como eficacia y seguridad. Se examinaron los datos obtenidos
dela cohorte de pacientes con EAOC que asistian regularmente a la clinica de Cirugfa
Vascular del Hospital Militar Central en Bogota. El protocolo de movilizacién de
células CD34+ hacia sangre periférica consisti6 en el uso de FEC-Grh a dosis de 600
ug/dia por via subcutanea (Filgrastim FEC-G 300 g Roche®), repartido en dos dosis
diarias, en forma continua durante cinco dias. Al realizar la comparacién de valores
a partir de hemogramas realizados antes y después de la movilizacién, se demostrd
incremento significativo en el nimero de leucocitos asi como en la proporcién de
neutrdfilos y baséfilos; mientras que las proporciones de monocitos, eosinéfilos y
linfocitos disminuyeron significativamente. Con respecto al comportamiento de las
células CD34+, no se muestra una diferencia significativa en el comportamiento del
CD34+ con la edad, ast como tampoco con el indice de masa corporal (1Mc). En

lo relacionado con el peso y los niveles de CD34+, se observd que los pacientes que
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lograron una buena respuesta tenfan un peso de 59,7 kg, mientras que los pacientes

con regular respuesta, 68,1 kg.

Palabras clave: filgrastim, célula hematopoyética, movilizacion.

SUMMARY

Effects of the use of granulocyte colony stimulating factor for
obtaining stem cells in a group of patients with chronic occlusive
arterial disease

The analyzed aspects such as efficacy and safety are important in the use of Granu-
locyte Colony Stimulating Factor in patients with chronic occlusive arterial disease
were analyzed data from the cohort of patients with EAOC that regularly attended the
Clinic for Vascular Surgery of the Hospital Militar Central in Bogoté. The protocol
for CD34+ cell mobilization into peripheral blood involved the use of FEC-Grh
at a dose of 600 mg/day administered subcutancously (Filgrastim G-csF 300 ug
Roche®) divided into two daily doses, continuously for five days. By comparing the
values from blood counts performed before and after mobilization showed increased
significant number of leukocytes as well as proportion of neutrophils and baso-
philes, whereas proportions of monocytes, cosinophils and lymphocytes decreased
significantly. About the CD34+ cell behavior, it’s not shown significant difference
between the behaviors of CD34+ with age, neither the iMc. The analyzed done on
the weight and CD34+ levels was observed that patients achieved a good response
with a weight of 59.7 kg while 68.1 kg patients with regular response.

Key words: filgrastim, hematopoietic cells mobilization.

INTRODUCCION

El uso de células madre de origen hematopoyético, como estrategia terapéutica para
pacientes con enfermedades de origen tumoral y no tumoral, ha aumentado en forma
significativa durante la ultima década (1); razdn por la cual es necesario profundizar
el conocimiento de la técnica para su obtencién. El objetivo final de la técnica para
utilizar, es lograr el mayor numero de células posibles con los menores efectos secun-
darios a corto y largo plazo para el donante (2). La mayoria de métodos empleados
en la obtencién de células madre utilizan factores estimulantes de colonias de origen
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recombinante, en especial para llevar a cabo dicha movilizacién a partir de donantes
sanos para trasplante alogénico (3, 4); sin embargo, la experiencia publicada es escasa
respecto a su uso para movilizar células madre para trasplante autélogo en pacientes sin
patologia neopldsica (5).

El factor estimulante de colonias granulociticas de origen recombinante (FEC-Grh),
es un medicamento utilizado en la movilizacién de células madre hematopoyéticas
CD34+ con efecto sobre su diferenciacion alinea mieloide, acompanado de pérdida de
las moléculas de adhesién que permiten su movilizacién desde la médula 6sea a sangre
periférica (6); lo que justifica ante el clinico su empleo tanto en pacientes con neutro-
penia posquimioterapia como para la obtencién de células madre hematopoyéticas en
los programas de trasplante tanto autélogo como alogénico.

El éxito en el proceso de movilizacién depende de diferentes factores, como los rela-
cionados con el paciente (edad, peso, patologias de base) y las citoquinas usadas dentro
de las cuales el FEC-Grh es la més usada para inducir movilizacién de células madre;
otros factores relacionados con el medicamento, serfan el tipo de molécula a utilizar,
dosificacion (7) y duracién de la administracion (8).

Gracias al auge del uso de células madre para el tratamiento de diversas patologias
como enfermedad arterial isquémica (9, 10), cobra vital importancia la identificacién
de caracteristicas clinicas especificas que puedan asociarse al tipo de respuesta alcanzada
en la movilizacién celular, asi como las posibles complicaciones que puedan presentarse
con el uso de FEC-Grh en pacientes con patologias de base de origen no neoplésico;
razén por la cual decidimos analizar la respuesta de pacientes con enfermedad arterial
oclusiva crénica (EAocC), candidatos a trasplante de células madre como angiogéne-
sis terapéutica, sometidos a nuestro protocolo de movilizacién y obtencién de células
madre usando FEC-Grh recombinante.

PACIENTES Y METODOS

Se analizaron los datos obtenidos de la cohorte de pacientes con EAOC que asistian
regularmente a la Clinica de Cirugia Vascular del Hospital Militar Central en Bogota,
durante el periodo comprendido de enero a junio de 2008; todos mayores de 18 afios
con EAOC severa y claudicacién intermitente (Fontaine IIb y III), candidatos a angio-
génesis terapéutica, excluyéndose del estudio quienes tuvieran evidencia de infecciéon
por HIV, hepatitis B, hepatitis C y con VDRL positivo o como contraindicacién enfer-
medad cardiovascular o pulmonar severa o descompensada. Ningtn paciente cumplia
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criterio de revascularizacién quirurgica definida por ausencia de lechos distales y todos
aceptaron participar en el estudio previa firma del consentimiento informado. Las
caracteristicas de los 18 pacientes seleccionados se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes llevados a trasplante de células madre.

n 18
Edad (afios) 674 +10,3
Género masculino 13

Género femenino

Hipertensién arterial

Diabetes mellitus

Tabaquismo

Intervencién quirdrgica vascular previa

LS ERVANE N SN B B S V)

Amputacién previa

Protocolo de movilizacién

El protocolo de movilizaciéon de células CD34+ hacia sangre periférica consistié en la
administracién via subcuténea de FEC-Grh (Filgrastim FEC-G 300 g Roche”), a dosis
de 600 ug/dia, repartido en dos dosis diarias y en forma continua durante cinco dias.
Si la cifra de células CD34+ en sangre periférica al quinto dia era adecuada (mayor
a 40 células CD34+/uL), se procedia al inicio de la aféresis o de lo contrario, si no
se alcanzaba este valor, se continuaba con la estimulacién, a igual dosis, verificando
mediante cartometria de flujo el nimero de CD34+ en sangre periférica hasta pro-
ceder a la extraccién periférica. Finalmente, si el paciente no alcanzaba el conteo de
células CD34+ en sangre periférica adecuado para iniciar la extraccién en el séptimo
dia, se optaba por aspiracién de médula dsea.

Recuento de células

El recuento de células CD34+ en sangre periférica (tubo con EDTA) se realizé por
citometria de flujo, siguiendo el protocolo de la International Society for Hemothe-
rapy and Graft Engineering (ISHAGE) (11), que lleva a cabo el recuento de células
CD34+ mediante un dispersograma SS/CD34 PE realizado sobre la seleccién previa
de células positivas para CD45 FITC (BD Biosciences), usando el citémetro FACS-
can (Beckton Dickinson) y el programa CellQuest Pro” para anilisis de citometria de
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flujo (Beckton Dickinson). Adicionalmente se realizé cuadro hemdtico basal, durante
la movilizacién y previo a la extraccidn, para tener control del nivel celular al adminis-

trar el FEC-Grh.

La informacién obtenida se analizé en el programa de estadistica spss versién 11.05,
previa depuracion y critica de datos para deteccion de inconsistencias y posibles errores
en lainformacion. Para el andlisis univariable se obtuvieron media, mediana, desviacién
estandar, valores minimos y maximos, asi como frecuencias y proporciones donde fuese
necesario. De acuerdo con la distribucién de los datos, se practicaron pruebas U de
Mann- Whitney y rangos pareados de Wilcoxon para valorar las diferencias intragrupo
entre los momentos de premovilizacién y movilizacién. Considerando diferencias
estadisticamente significativas con valores de p < 0,05. Para el andlisis de correlaciones
lineales se utilizé el indice de correlacién de Spearman.

REsuLTADOS

Efecto sobre los parimetros del hemograma

Al efectuar la comparacién de valores a partir de hemogramas realizados antes y después
de la movilizacidn, se demostré un incremento significativo en el nimero de células
blancas con un aumento en la proporcién de neutréfilos y baséfilos, pero el porcentaje
de monocitos, cosinéfilos y linfocitos disminuyé significativamente (véase tabla 2).

Tabla 2. Comparacién de pardmetros hematoldgicos pre y posmovilizacién.

Parémetro hematolégico I’remmjilizacién Posmos"ilizacién »
Media (DE) Media (DE)
Recuento leucocitario x 10°cel/mL 14,84 (10,9) 31,35 (13,4) 0,015
Porcentaje de neutréfilos 69,56 (11,3) 82,22 (4,3) 0,008
Porcentaje de linfocitos 19,18 (7,7) 10,56 (4,1) 0,017
Porcentaje de monocitos 5,19 (1,3) 3,39 (0,6) 0,008
Porcentaje de cosindfilos 2,84 (2,6) 1,85 (1,0) 0,042
Porcentaje de baséfilos 0,43 (0,2) 0,52 (0,2) 0,020
Recuento eritrocitario x 10° 5,1247 (0,7) 5,1440 (0,66) 0,575
Recuento plaquetario x 10 300,29 (109,1) 245,00 (89,08) 0,011
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Valoracién por citometria de flujo de la movilizacién celular

Mediante citometria de flujo, se valord el estado hematoldgico de los pacientes a partir
del cuarto dia de movilizaciodn, referente al comportamiento de las células CD34+, y
se obtuvo un 32,9 + 33 células/uL el dia 4 y 63 + 64 células/uL el dia 5 posmoviliza-

cion.
Extraccion de células progenitoras hematopoyéticas movilizadas

Los procedimientos utilizados para la extraccién celular se eligieron de acuerdo con la
respuesta a la estimulacién con FEC-Grh, encontrandose que once pacientes fueron
sometidos a aféresis mientras que siete se sometieron a extraccion de médula 6sea. Los
pacientes que al quinto dia presentaron menos de 10 células CD34+/uL se llevaron a
extraccion por médula 6sea, y quienes tenfan mas de 10 células CD34+/uL se conti-
nuaba la movilizacién hasta el séptimo dia, de manera que se pudiese obtener mas de
40 células CD34+/uL; finalmente, once paciente fueron sometidos al procedimiento
de aféresis y siete por extraccién de médula dsea.

Al comparar, el volumen obtenido y el conteo de células mononucleares, no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la técnica de obten-
cién (“aféresis” frente a “extraccién de médula 6sea”).

Correlacion del comportamiento de CD34+ con género, edad, peso e indice de masa

corporal durante la movilizacién

Al agrupar a los pacientes con comportamiento similar frente a la estimulacién reali-
zada se identificaron dos grupos, clasificados en pacientes con respuesta buena y con
respuesta regular de acuerdo con el nimero de células CD34+/uL en los dias 4 y 5,
peso, edad e indice de masa corporal obtenidos:

1. Respondedores buenos: n = 11, con una edad promedio de 67,2 + 11,7 afios,
peso de 59,7 + 6,9 kg ¢ indice de masa corporal de 22,98 + 2,76. El conteo de
CD34+ al quinto dia de estimulacién fue de 101,3 + 62,26 células CD34+/uL.

2. Respondedores regulares: n = 7, con una edad promedio de 67,6 + 10,6 afios,
peso de 68,1 + 7,6 kg e indice de masa corporal de 25,66 + 2,66. El conteo de
CD34+ al quinto dia de estimulacién fue de 15,47 + 10,65 células CD34+/uL.

Al evaluar la relacién entre variables clinicas y la respuesta en la movilizacién, no se
encontraron diferencias significativas entre los buenos y regulares movilizadores res-
pectoalaedad 67,2 + 11,7 frente a 67,6 + 10,6 afios, pero si respecto al peso 59,7 + 6,9
kg frente a 68,1 +7,6 kg, p = 0,027. Se encontraron indices de correlacion significativos
entre el nimero de células CD34+ obtenidas y edad; ademads, se demostré correlacion
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negativa entre el peso del paciente y el numero de células obtenidas independiente-
mente de la respuesta. Sin embargo, al realizar el andlisis con el indice de masa corporal,
no se encontré correlacién con el numero de células CD34+, obteniéndose una p =

0,339.

Efectos adversos

Como complemento al anlisis del comportamiento de las lineas celulares y la movili-
zacion debida al suministro de FEC-Grh, se analizé la frecuencia de efectos adversos
presentados por los pacientes durante el proceso de estimulacién y movilizacién. En
cuatro pacientes se reportaron en forma individual efectos clasificados como no seve-
ros, entre ellos disnea, ndusea y vomito, los cuales no fueron relacionados a la patologia
base del paciente.

En cuanto a la tolerancia al tratamiento con Filgrastim (FEC-Grh), todos los pacientes
pudieron completar el programa de movilizacién planificado. En muchas investigacio-
nes realizadas se han reportado efectos adversos al FEC-Grh. Stroncek ez a/. (4) repor-
taron que la administracién FEC-Grh en dosis de 2 a 10 g/kg/dia en individuos sanos
causa cfectos adversos como fatiga (14%), nduseas y vomito (12%), dolor de cabeza

(39%), dolor en los huesos (83%) y dolor de cuerpo (23%).
Discusion

La modificacién del microambiente de la médula 6sea por el FEC-Grh facilita la salida
de las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) a sangre periférica (12). El nimero
de células CD34+ movilizadas se increment6 de 32,92 + 33,01 células/uL a 63,05 +
64,13 células/uL en el dia4y 5, respectivamente. En otras investigaciones se utilizé una
dosis total media de FEC-Grh de 78 ug/kg, obteniéndose una media de 43,9 células
CD34+/ulL (13).

Tal como se esperaba, la linea de glébulos rojos no presentd variacion significativa en
el nimero entre premovilizacion y durante la movilizacién al arrojar un valor de p por
encima de 0,05; mientras que el nimero de plaquetas disminuyd significativamente en
la movilizacién al compararse con la premovilizacion.

Al agrupar a los pacientes con comportamiento similar frente a la estimulacién reali-
zada se identificaron dos grupos:

El andlisis por grupos de respuesta demostrd que el grupo de respondedores buenos
movilizaron con la dosis estdndar preestablecida que era de 8 a 16 ug/kg/dia de FEC-
Grh, logrando altos recuentos de CD34+ al quinto dia. El grupo de movilizacién regu-
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lar, por el contrario, requiere de dosis superiores de FEC-Grh. Como caracteristica
relevante en el grupo de movilizadores regulares, se puede senalar el peso promedio
que es mayor al del otro grupo (68,1 + 7,6 kg). En otros estudios, se ha reportado que
algunos pacientes mayores de 50 afios muestran una movilizacién dificultosa de 13,4
células/uL (13); sin embargo, en esta investigacion se logré una buena movilizacién de
cPH al obtenerse un promedio de 63,05 células/uL al quinto dia.

La cantidad total de glébulos blancos, y como era de esperarse, se incrementd tras la
administracién de FEC-Grh, debido a que las células granulociticas (neutrdfilos y
baséfilos) tienen receptores especificos para el FEC-G, lo que produjo un aumento en su
cifra, resultando en valores previos a la estimulaciéon de 14,84 + 10,91% de wBC y de
31,35 + 13,41 % posestimulacion.

La dosis empleada normalmente para la movilizacién es de 8-12 ug/kg/dia; mientras
que la dosis utilizada en este estudio fue efectiva para generar una buena migraciéon
celular en aquellos pacientes que se encontraban dentro del rango de peso requerido
por la cantidad de medicamento utilizado.

En cuanto a la tolerancia al tratamiento con Filgrastim (FEC-Grh), todos los pacientes
g p

pudieron completar el programa de movilizacién planificado. En muchas investigacio-

nes realizadas se reportaron efectos adversos al FEC-Grh. Stroncek ez /. (4) indicaron

que la administracién de FEC-Grh en dosis de 2 a 10 ug/kg/dia en individuos sanos

causa cfectos adversos como fatiga (14%), nduseas y vémito (12%), dolor de cabeza
39%), dolor en los huesos (83%) y en el cuerpo (23%). En este estudio, de los 16

y
pacientes que se encuestaron, 25% presentaron efectos adversos, con mayor frecuencia
disnea, nduseas y vémito, que no estaban asociados a la patologia base de los pacientes
y q g
incluidos en el estudio.

El estudio sugiere que la movilizacién con dosis de 600 ug/dia de FEC-Grh, en adultos
mayores, permite obtener un nimero adecuado de progenitores, aun en aquellos casos
con una marcada variacién del peso como se comprobé con los dos grupos analizados.

La edad en este caso no se consideré como una variable limitante para lograr una movi-
lizacién adecuada. Los pacientes no tenian en su historia clinica dosis de quimioterapia,
la cual estd reportada (14) que puede modificar la respuesta del estimulo del FEC-Grh
frente a la movilizacién de células CD34+.

De igual forma, los efectos adversos presentados no fueron alterantes importantes en
la fisiologia y en el estado de salud de los pacientes; por lo que sugerimos que usar las
dosis suministradas en este estudio, permitirfa una adecuada movilizacién con efectos
secundarios menores.
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Los pacientes que se clasificaron dentro del grupo de movilizadores regulares presentaron
pesos por encima de la media establecida, lo que hace pensar si un aumento en la concen-
tracién de FEC-Grh proporcionaria una mejor migracion celular o si existe algin otro
factor no identificado en este estudio que impidi6 una adecuada movilizacion.

En conclusidn, este estudio muestra evidencias descriptivas del comportamiento de las
células CD34+ en respuesta al proceso de estimulacién en pacientes con EAOC selec-
cionadas para terapia celular. En los grupos que lograron una buena y regular movili-
zacidn, no se muestra una diferencia significativa entre el comportamiento del CD34+
con la edad, ni con el indice de masa corporal. En lo relacionado con el peso y los nive-
les de CD34+, se observé que los pacientes que lograron una buena respuesta tenfan un
peso de 59,7 kg, mientras que los pacientes con regular respuesta, 68,1 kg.
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