Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Infroduccion.

Criopreservacion:
Técnicas para conservar tejidos vivos a bajas temperaturas.

Transplante de celulas madre de sangre periferica
(PBSCT):

Transplante autologo o alogénico de células madre
pluripotenciales obtenidas de sangre periférica (no de medula
0sea).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Antecedentes.

1949. Glicerol como crioprotector. (Polge et al.).

1951. Celulas madre en sangre periferica en ratones
(PBSC) (Brecher et al).

1964. PBSC en humanos (Freireich et al).
1977. Primer PBSCT en perros (Cavins et al).

1986. Primer PBSCT y criopreservacion en humanos
(Kessinger et al).

1993. Primer PBSCT humano con seleccion de
células CD34* (Shpall et al).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Transplante de médula 6sea (BMT) vs. PBSCT.

BMT PBSCT
Paciente internado. Paciente no internado.
Requiere anestesia. Sin anestesia.
Reconstitucion inmune a 1 ano. Reconstitucion inmune temprana.
10 veces mas celulas madre. 10 veces mas linfocitos T.
Amplia experiencia. Poca experiencia.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Ventajas del PBSCT.

No hay necesidad de hospitalizar al donador de
PBSC.

No precisa ningun tipo de anestesia.
Rapida recuperacion hematopoyética en el receptor.

Buen recurso para pacientes en quienes es dificil
obtener medula osea.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Fases del PBSCT.
% Aféresis. === — Seleccion celular.

Movilizacion.
Criopreservacion.
Mieloestimulacion. Quimioterapia
y/o radioterapia.
Infusion.

= Dilucion <1 Descongelamiento.

y lavado.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Movilizacion de células madre a sangre periférica.

La administracion de GM-CSF aumenta a mas de
30x10¢ el numero de GM-CFU.

La administracion de quimioterapia por 4 o 5 dias
aumenta 14 veces los valores basales de GM-CFU.

3x10%kg de GM-CSF-.

La cantidad optima de celulas mononucleares es de 6-
7x10%kg de peso.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recoleccion de PBSC.

Se inicia cuando las células CD34' son el 0.1% de las
celulas nucleadas.

Obtencion por aferesis de 60 ml/min por 4 horas.

Se prepara en 5 dias con un minimo de 15x10°¢ celulas
CD34'/kg de peso.

La mayor parte de la recoleccion es en la ultima hora.
5 celulas CD34'/ul de sangre periférica.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Justificacion. (Médula 6sea vs sangre periférica).
Heterogeneidad entre la poblacion de celulas madre
en medula y sangre periferica.
Mayor numero de celulas maduras en sangre
periferica.
Menor numero de celulas madre (<0.1%) en sangre
periferica.
En las neoplasias, la presencia de invasion medular.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Métodos.

Aferesis.
Gradientes de separacion por densidad.
Seleccion de celulas CD34".

Eliminacion de linfocitos y granulocitos.
Expansion ex vivo.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Problemas del procesamiento.

Destruccion de células diferenciadas (eritrocitos,
granulocitos, etc).

Criopreservacion imperfecta por la presencia de
celulas maduras.

Toxicidad en la infusion por citocinas y componentes
Intracelulares.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.

Causas de dafo celular por congelacion.
Dano mecanico por formacion de hielo intra- y
extracelular.
Dano mecanico por expansion termica.
Hiperosmolaridad extracelular y deshidratacion.
Cambios en el pH.
Desnaturalizacion de proteinas.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Teoria de la congelacion.

Propiedad coligativa de los solutos.

Solucién superenfriada.

Solucion eutéctica

/./ (con menor punto de
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.

Dano mecanico.

Centros de nucleacion

—

de hielo intracelulares.

[

Célula
sanguinea.

/ \ Centros de nucleacion

; ; de hielo.
Célula sanguinea

destruida.
@ &
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.

Dano osmotico (deshidratacion).

Espacio extracelular
normosmatico.

Salida de agua
intracelular.

/

Célula sanguinea
normosmolar.

Célula sanguinea
deshidratada.

/ '

Centros de nucleacion
de hielo.

Espacio extracelular
hiperosmolal.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioproteccion.

Mecanismo coligativo.

Espacio extracelular °
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioproteccion.

Mecanismo de la envoltura cristalina.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Propiedades.

No debe ser toxico para las células a las
concentraciones requeridas para la criopreservacion.

La concentracion de los crioprotectores dependera de
la tolerancia de la célula al crioprotector.

Debe de ser eliminable antes de la infusion o inocuo
para el paciente.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Las substancias crioprotectoras mas utilizadas son:
Glicerol.
DMSO (dimetilsulfoxido).
Soluciones salino/glucosadas.

Proteinas.
HES (hidroxietilalmidon).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.
Glicerol y dimetilsulfoxido (DMSO).

Crioprotectores coligativos previenen la deshidratacion
y disminuyendo la cantidad de agua absorbida por los
cristales de hielo.

El DMSO es ligeramente toxico.

Actualmente se utiliza DMSO al 5% con HES al 6% y
albumina sérica humana al 4%.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Soluciones salino/glucosadas.
Glucosa, manitol y sorbitol a concentraciones mayores
de 0.1 molar

Estabilizan la membrana celular durante la
congelacion o deshidratacion.

La glucosa protege contra la citotoxicidad celular a
altas concentraciones de DMSO.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Proteinas.

Aumentan la supervivencia de las células cuando se
agregan a la solucion crioprotectora.

Modifican la viscosidad y la temperatura de la
transicion hialina de la solucion crioprotectora.

La fuente puede ser autologa.

Copyright © Trevifio-Quintanilla LE, Trevifio-Rangel L, Trevifio-Salinas MB, Uriegas-Alejandro A, Valdez-Flores JL, Valdez-Leza CE, Valdez-
Ramirez MA, Vazquez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. México. Julio de 1998.



Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Soluciones crioprotectoras.
Hidroxietilalmidon (HES).

Sustancia polimerica con cadenas de diferentes pesos
moleculares que no penetra la celula de forma libre.

Protege a la célula formando una capa viscosa y
hialina que retarda el movimiento de agua.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Almacenamiento.

Congeladores mecanicos.

-120°C a -86°C.

Congelador de nitrogeno liquido.
-196°C a -142°C.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Almacenamiento.

Almacenamiento de celulas criopreservadas es en

bolsas de plastico de PVC/poliolefin y en frascos de
polietileno.

L as bolsas se colocan en cassettes de aluminio.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion controlada.

DMSQO al 10 %.

Concentracion celular 50x10%ml.
Velocidad inicial de -1°C/min.

En -40°C incrementar a -10°C/min.

En -80°C colocar en la fase gaseosa de nitrégeno
liquido hasta -146°C.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion no controlada.

DMSO al 5 % con HES al 6 %.
Concentracion celular de 109/ml.

Colocan en bolsas de almacenamiento en un
congelador mecanico a -80°C.

En los -80°C incrementar a 10-16°C/min la velocidad
hasta -146°C.

Almacenar en la fase gaseosa de nitrogeno liquido.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion.

Controlada vs no controlada.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Ventajas de la congelacion no controlada.

Menor costo.
Menor tiempo tecnico.

El HES previene la lisis de granulocitos durante el
descongelamiento.

Usando DMSO al 5% disminuyen las reacciones
toxicas durante la infusion.

Sencillo.
Menos espacio en el congelador.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Descongelamiento.

Descongelamiento rapido.
Velocidad >100°C/min a 37°C en bano Maria.

Se tiene mejor tasa de supervivencia celular con
descongelamiento rapido (>100°C/min) que con
descongelamiento lento (<5°C/min).

Copyright © Trevifio-Quintanilla LE, Trevifio-Rangel L, Trevifio-Salinas MB, Uriegas-Alejandro A, Valdez-Flores JL, Valdez-Leza CE, Valdez-
Ramirez MA, Vazquez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. México. Julio de 1998.



Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Efectos asociados a la infusion de PBSC.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Efectos asociados a la infusion de PBSC.

| os efectos colaterales de la infusion de PBSC se
minimizan reduciendo el volumen total y las celulas
rojas infundidas.

Los metodos de seleccion celular disminuyen los
efectos colaterales y mejoran la velocidad de
respuesta del injerto.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Control de calidad de la criopreservacion.

Valoracion in vitro.

Conteo (citometria) (tasas de recuperacion de células
mononucleares, CD34, eritrocitos y PMN).

Ensayos metabolicos.

Prueba de viabilidad por exclusion de tincion (con azul
de tripano o yoduro de propidio).

Cultivo de CFU-GM (con dilucién seriada de DMSO y adicién
de sorbitol).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.
Usos del PBSCT.

Neoplasias.

Rescate medular posterior a radioterapia o quimioterapia de
altas dosis.

Tumores solidos.
Leucemias, linfomas y mielomas.

Hipoplasias medulares.
Anemia aplastica, transtornos genéticos.

Las mismas indicaciones que el BMT.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.
Usos especificos del PBSCT.

Irradiacion pelvica.

Infiltracion neoplasica de la medula osea.
Hipoplasia de medula osea.

Neoplasia péelvica paramedular.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.

Neoplasias tratadas con PBSCT autélogo.

Leucemias cronicas.
Leucemias agudas.
Linfomas no Hodgkin.
Linfomas Hodgkin.
Mielomas multiples.

Ca de mama.
Ca de ovario.
Sarcoma de tejidos blandos.

Ca. de pulmon de células
pequenas.
Neuroblastoma.

Tumor de Wilms.

Otros tumores solidos.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Factores de recuperacion después del PBSCT.

Uso de movilizador.

Uso de seleccion y expansion celular ex vivo.
Leucoferesis.

Tiempo de almacenamiento.

Origen alogénico o autologo.

Soporte mieloestimulante post-transplante.
Mielofibrosis.

Copyright © Trevifio-Quintanilla LE, Trevifio-Rangel L, Trevifio-Salinas MB, Uriegas-Alejandro A, Valdez-Flores JL, Valdez-Leza CE, Valdez-
Ramirez MA, Vazquez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. México. Julio de 1998.



Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.
Parametros de éxito del PBSCT.

ANC = 500 células/pL.
PLT = 50,000 plaquetas/uL.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Complicaciones posteriores al PBSCT.

Toxicidad del criopreservador.
Hemorragia.

Infecciones (hongos, CMV, p. carinii).
Falla del transplante.

Rechazo del transplante.

GVHD aguda y cronica.

Problemas psicologicos.

Otros asociados al tratamiento radio- y/o
guimioterapeutico.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Recuperacion posterior al PBSCT autdlogo vs BMT autdlogo.
30

m ANC

25 -

PLT

20 -

15 +——

Dias

Sin movilizacion Citoc. o QmTx. Citoc. y QmTx. BMT BMT con QmTx.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Técnicas en desarrollo.

Seleccion celular multiple.

Nuevos mieloestimulantes post-transplante.
Expansion ex vivo.

Terapia genetica ex vivo.

Aplicacion en enfermedades autoinmunes.
PBSCT alogéenico sin compatibilidad HLA.
Vitrificacion como metodo criopreservador.
Protocolos de PBSCT y quimioterapia seriados.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Conclusiones.

El PBSCT es superior al BMT en todas las
aplicaciones si se utiliza seleccion celular.

El uso de DMSO/HES con velocidad de congelacion
no controlada es el mejor método criopreservador.

Las nuevas técnicas de seleccion y expansion celular
ampliaran la aplicacion del PBSCT.

Muchos protocolos y agentes quimioterapeuticos
antes imposibles podran aplicarse con el PBSCT.

El PBSCT esta substituyendo al BMT, tanto el
autologo como el alogénico.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Introduccion.

Criopreservacion:
Técnicas para conservar tejidos vivos a bajas temperaturas.

Transplante de células madre de sangre periférica

(PBSCT):

Transplante autélogo o alogénico de células madre
pluripotenciales obtenidas de sangre periférica (no de médula
osea).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Antecedentes.

1949. Glicerol como crioprotector. (Polge et al.).

1951. Células madre en sangre periférica en ratones
(PBSC) (Brecher et al).

1964. PBSC en humanos (Freireich et al).

1977. Primer PBSCT en perros (Cavins et al).

1986. Primer PBSCT y criopreservaciéon en humanos
(Kessinger et al).

1993. Primer PBSCT humano con seleccion de
células CD34" (Shpall et al).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Transplante de médula 6sea (BMT) vs. PBSCT.

BMT PBSCT

Paciente internado. Paciente no internado.
Requiere anestesia. Sin anestesia.
Reconstitucion inmune a 1 ano. Reconstitucion inmune temprana.
10 veces mas células madre. 10 veces mas linfocitos T.

Amplia experiencia. Poca experiencia.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Ventajas del PBSCT.

No hay necesidad de hospitalizar al donador de
PBSC.

No precisa ningun tipo de anestesia.
Rapida recuperacion hematopoyética en el receptor.

Buen recurso para pacientes en quienes es dificil
obtener médula 6sea.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.
Fases del PBSCT.

Aféresis. Seleccion celular.

Movilizacion.
Criopreservacion.

Mieloestimulacion. Quimioterapia

y/o radioterapia.

Infusion.

Dilucion Descongelamiento.
y lavado.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Movilizacién de células madre a sangre periférica.

La administracion de GM-CSF aumenta a mas de
30x10¢ el nUmero de GM-CFU.

La administracion de quimioterapia por 4 o 5 dias
aumenta 14 veces los valores basales de GM-CFU.
3x10°kg de GM-CSF.

La cantidad optima de células mononucleares es de 6-
7x10¥kg de peso.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recoleccion de PBSC.

Se inicia cuando las células CD34' son el 0.1% de las
células nucleadas.

Obtencion por aféresis de 60 ml/min por 4 horas.
Se prepara en 5 dias con un minimo de 15x10° células

CD34/kg de peso.
La mayor parte de la recoleccion es en la ultima hora.
5 células CD34'/pl de sangre periférica.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Justificacion. (Médula ésea vs sangre periférica).

Heterogeneidad entre la poblacion de células madre
en médula y sangre periférica.

Mayor numero de células maduras en sangre
periférica.

Menor numero de células madre (<0.1%) en sangre
periférica.

En las neoplasias, la presencia de invasion medular.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Métodos.

Aféresis.

Gradientes de separacion por densidad.
Seleccion de células CD34.
Eliminacion de linfocitos y granulocitos.

Expansion ex vivo.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Procesamiento de PBSC.

Problemas del procesamiento.
Destruccion de células diferenciadas (eritrocitos,
granulocitos, etc).
Criopreservacion imperfecta por la presencia de
células maduras.

Toxicidad en la infusién por citocinas y componentes
intracelulares.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.

Causas de dafio celular por congelacion.
Darfo mecanico por formacion de hielo intra- y
extracelular.
Dano mecanico por expansion térmica.
Hiperosmolaridad extracelular y deshidratacion.

Cambios en el pH.
Desnaturalizacién de proteinas.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Teoria de la congelacion.

Propiedad coligativa de los solutos.

de

Solucion su
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.

Dafo mecanico.

sanguin
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Lesion por congelacion.
Dafo osmotico (deshidratacio

acelular Salida de agua
intracelular.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioproteccion.

Mecanismo coligativo.

tracelular
ormosmotico

de hielo
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioproteccion.

Mecanismo de la envoltura cristalina.

Célula
guinea

hiperosmolal
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Propiedades.

No debe ser téxico para las células a las
concentraciones requeridas para la criopreservacion.

La concentracion de los crioprotectores dependera de
la tolerancia de la célula al crioprotector.

Debe de ser eliminable antes de la infusion o inocuo
para el paciente.

Copyright © Trevifio-Quintanilla LE, Trevifio-Rangel L, Trevifio-Salinas MB, Unegas Alejandru A Valdez:Flores JL, Valdez-Leza CE, Valdez-
Ramirez MA, Vazquez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. Méxic de




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Las substancias crioprotectoras mas utilizadas son:
Glicerol.
DMSO (dimetilsulfoxido).
Soluciones salino/glucosadas.
Proteinas.
HES (hidroxietilalmidén).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.
Glicerol y dimetilsulféxido (DMSO).

Crioprotectores coligativos previenen la deshidratacion
y disminuyendo la cantidad de agua absorbida por los
cristales de hielo.

El DMSO es ligeramente toxico.

Actualmente se utiliza DMSO al 5% con HES al 6% y
albumina sérica humana al 4%.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Soluciones salino/glucosadas.
Glucosa, manitol y sorbitol a concentraciones mayores
de 0.1 molar

Estabilizan la membrana celular durante la
congelacion o deshidratacion.

La glucosa protege contra la citotoxicidad celular a
altas concentraciones de DMSO.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Crioprotectores.

Proteinas.

Aumentan la supervivencia de las células cuando se
agregan a la solucion crioprotectora.

Modifican la viscosidad y la temperatura de la
transicion hialina de la solucion crioprotectora.

La fuente puede ser autodloga.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Soluciones crioprotectoras.
Hidroxietilalmidén (HES).

Sustancia polimérica con cadenas de diferentes pesos
moleculares que no penetra la célula de forma libre.

Protege a la célula formando una capa viscosa y
hialina que retarda el movimiento de agua.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Almacenamiento.

Congeladores mecanicos.
-120°C a -86°C.

Congelador de nitrégeno liquido.
-196°C a -142°C.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Almacenamiento.

Almacenamiento de células criopreservadas es en

bolsas de plastico de PVC/poliolefin y en frascos de
polietileno.

Las bolsas se colocan en cassettes de aluminio.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion controlada.

DMSO al 10 %.

Concentracion celular 50x108/ml.
Velocidad inicial de -1°C/min.

En -40°C incrementar a -10°C/min.

En -80°C colocar en la fase gaseosa de nitrégeno
liquido hasta -146°C.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion no controlada.

DMSO al 5 % con HES al 6 %.
Concentracion celular de 10Y/ml.

Colocan en bolsas de almacenamiento en un
congelador mecanico a -80°C.

En los -80°C incrementar a 10-16°C/min la velocidad
hasta -146°C.

Almacenar en la fase gaseosa de nitrégeno liquido.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Velocidad de congelacion.

Controlada vs no controlada.

—— Nitrégeno (gas)
Nitrégeno (liquido)

—— Congelador mecanico

Tolerancia de
la congelacion
no controlada.

40 50

Tiempo (min).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Ventajas de la congelacién no controlada.

Menor costo.
Menor tiempo técnico.

El HES previene la lisis de granulocitos durante el
descongelamiento.

Usando DMSO al 5% disminuyen las reacciones
téxicas durante la infusion.

Sencillo.
Menos espacio en el congelador.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Descongelamiento.

Descongelamiento rapido.

Velocidad >100°C/min a 37°C en bano Maria.

Se tiene mejor tasa de supervivencia celular con
descongelamiento rapido (>100°C/min) que con
descongelamiento lento (<5°C/min).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Efectos asociados a la infusion de PBSC.

2]
(=]

43% 43%
39%

IN

36%

W
I3}
5 50
3
0
[}
4
[y

16% 15%

A bilirrub. sér.
Ruborizacidn

Hemoglobinufia

-Quintanilla LE, Trevifio-Rangel L, Trevifio-Salinas MB, Uriegas-Alejandro A, Valdez-Flores JL, Valdez-Leza CE, Valdez-
Ramirez M uez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. M¢ Jul 8




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Efectos asociados a la infusion de PBSC.

Los efectos colaterales de la infusion de PBSC se
minimizan reduciendo el volumen total y las células
rojas infundidas.

Los métodos de seleccién celular disminuyen los

efectos colaterales y mejoran la velocidad de
respuesta del injerto.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Control de calidad de la criopreservacion.

Valoracién in vitro.

Conteo (citometria) (tasas de recuperacion de células
mononucleares, CD34', eritrocitos y PMN).

Ensayos metabdlicos.
Prueba de viabilidad por exclusion de tincidon (con azul

de tripano o yoduro de propidio).

Cultivo de CFU-GM (con dilucién seriada de DMSO y adicién
de sorbitol).
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.
Usos del PBSCT.

Neoplasias.

Rescate medular posterior a radioterapia o quimioterapia de
altas dosis.
Tumores solidos.
Leucemias, linfomas y mielomas.

Hipoplasias medulares.

Anemia aplastica, transtornos genéticos.

Las mismas indicaciones que el BMT.
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ElI PBSCT tiene las mismas indicaciones que el BMT. Se prefiere el PBSCT cuando la
extraccion de médula 6sea es dificil, infactible o riesgosa, como en los casos de
irradiacion pélvica, infiltracion neoplasica de la médula ésea, hipoplasia medular o
neoplasia pélvica paramedular.

ElI PBSCT puede ser autogénico o alogénico. En ambos casos se busca la
restauracion de la médula ésea después de utilizar quimioterapia mieloablativa o
radioterapia extensa. Esto permite tener mas libertad respecto a la intensidad de los
tratamiento oncolégico sin temor a la mielosupresién. En los casos de PBSCT
alogénico, también se puede utilizar en el tratamiento de enfermedades hipoplasicas
medulares.

Con el perfeccionamiento de las técnicas de movilizacion, recoleccion y preservacion,
seguramente el PBSCT substituird al BMT.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.
Usos especificos del PBSCT.

Irradiacion pélvica.
Infiltracién neoplasica de la médula ésea.
Hipoplasia de médula dsea.

Neoplasia pélvica paramedular.
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Ramirez MA, Vazquez-Ayala JA, Vazquez-Cisneros, GC. Monterrey, NL. México de 1998

Se prefiere el PBSCT cuando la extraccion de médula 6sea es dificil, infactible o
riesgosa, como en los casos de irradiacion pélvica, infiltracion neoplasica de | médula
Osea, hipoplasia medular o neoplasia pélvica paramedular.

Con el perfeccionamiento de las técnicas de movilizacion, recoleccion y preservacion,
seguramente el PBSCT substituira al BMT.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Indicaciones.

Neoplasias tratadas con PBSCT autologo.

Leucemias cronicas.

Leucemias agudas.
Linfomas no Hodgkin.
Linfomas Hodgkin.

Mielomas multiples.

Ca de mama.

Ca de ovario.

Sarcoma de tejidos blandos.
Ca. de pulmén de células
pequenas.

Neuroblastoma.

Tumor de Wilms.

Otros tumores solidos.
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Se ha probado el PBSCT autogénico en las siguientes neoplasias:

Leucemias Ca. de ovario.
crbénicas. Ca. de mama.
Leucemias Sarcomas de
agudas. tejidos
Linfomas blandos.
Hodgkin. Ca. de pulmdbn
Linfomas no de células
Hodgkin. pequefias.
Mieloma Neuroblastoma.
maltiple. Tumor de Wilms.

Otros tumores
sb6lidos.

Con el perfeccionamiento de las técnicas de movilizacion, recoleccion y preservacion,

seguramente el PBSCT substituird al BMT.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Factores de recuperacion después del PBSCT.

Uso de movilizador.
Uso de seleccion y expansion celular ex vivo.

Leucoféresis.

Tiempo de almacenamiento.

Origen alogénico o autdlogo.

Soporte mieloestimulante post-transplante.
Mielofibrosis.
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La velocidad y la tasa de recuperacion depende en gran medida de la cantidad total
de PBSC que se apliquen al paciente; y ésta depende del movilizador utilizado, si
hubo o no seleccién celular y del dispositivo de aféresis.

La mejor movilizacion es con una combinacion de citocinas y quimioterapeuticos
(mejor GM-CSF que G-CSF, con ciclofosfamida o con otro quimioterapedutico).

La mejor seleccion se hace tomando como referencia la presencia o no del receptor
CD34.

Con 1.2x10¢ células CD34+ /kg se retrasa grandemente la reconstitucion de
plaquetas.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.
Parametros de éxito del PBSCT.

ANC = 500 células/pL.

PLT = 50,000 plaquetas/pL.
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Los parametros para evaluar la recuperacion de la funcion medular (y por tanto, el

éxito del transplante) son:

ANC 500/L
PLT 50,000/L (en algunos reportes se conforman con PLT 20,000/L)




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Complicaciones posteriores al PBSCT.

Toxicidad del criopreservador.
Hemorragia.

Infecciones (hongos, CMV, p. carinii).
Falla del transplante.

Rechazo del transplante.
GVHD aguda y cronica.
Problemas psicologicos.

Otros asociados al tratamiento radio- y/o
quimioterapéutico.
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La mortalidad y morbilidad después del PBSCT es similar al BMT en términos de
frecuencia de infecciones y GVHD.

Los principales problemas (en orden de aparicién) son:
Toxicidad del criopreservador (con DMSO),
infecciones,
falla del transplante,

GVHD.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Recuperacion.

Recuperacion posterior al PBSCT autélogo vs BMT autélogo.
30

Sin movilizaciéon Citoc. o QmTx. Citoc. y QmTx. BMT con QmTx.
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Tiempos de recuperacion después del PBSCT (promedios de datos
de una revisidon que tomo promedios de otros articulos).

Movilizacidn con Movilizacidédn con

Sin citocinas o citocinas y
movilizacidn. quimiotx. quimiotx.
(dias) (dias) (dias)

ANC: 19, rango 10-33. 15, rango 7-23. 10, rango 3-17.
PLT: 26, rango 11-43. 18, rango 9-38. 14, rango 0.47.




Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Técnicas en desarrollo.

Seleccion celular multiple.
Nuevos mieloestimulantes post-transplante.

Expansion ex vivo.

Terapia genética ex vivo.

Aplicacién en enfermedades autoinmunes.
PBSCT alogénico sin compatibilidad HLA.
Vitrificacion como método criopreservador.
Protocolos de PBSCT y quimioterapia seriados.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.

Conclusiones.

El PBSCT es superior al BMT en todas las
aplicaciones si se utiliza seleccion celular.

El uso de DMSO/HES con velocidad de congelacion
no controlada es el mejor método criopreservador.

Las nuevas técnicas de seleccidon y expansion celular
ampliaran la aplicacién del PBSCT.

Muchos protocolos y agentes quimioterapéuticos
antes imposibles podran aplicarse con el PBSCT.

El PBSCT esta substituyendo al BMT, tanto el
autologo como el alogénico.
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Criopreservacion de células madre de sangre periférica.
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