Evaluacion de la movilizacion de células progenitoras
hematopoyéticas para trasplante autologo en hemopatias

malignas y tumores sdlidos con Filgen JP (Filgrastim Clausen)*
Experiencia de un centro (Hospital Maciel, Montevideo, Uruguay)

Dr. Raiil Gabus

Servicio de Hematologia, Hospital Maciel
Dr. Gabriel Borelli

Servicio de Hematologia, Hospital Maciel
Dra. Estela Citrin

Departamento Médico, Laboratorios Clausen S.A.

Lic. Ramén Alvarez

Instituto de Estadistica de la Facultad de Ciencias Econdmicas (IESTA), UDELAR

Dr. Enrique Bodega

Director del Servicio de Hematologia, Hospital Maciel

Servicio de Hematologia del Hospital Maciel, Ministerio de Salud Piblica, Montevideo, Uruguay, 2006

RESUMEN

La estimulacion con filgrastim es un método valido de mo-
vilizacion de células CD34+ para trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH). Obtener una celularidad adecuada
depende, entre otros factores, del agente movilizador y su do-
sis. Se analizo la experiencia del Servicio de Hematologia del
Hospital Maciel en la movilizacion de progenitores hemato-
poyéticos con Filgrastim (FILGEN JP, Clausen). Entre enero
2002 y abril 2006 se realizaron 100 movilizaciones: 81 para
TPH autélogo y 19 para TPH alogénico. Para TPH autélogo,
se utilizo una dosis total media de filgrastim de 78 mcg/kg re-
gistrandose una media de 43.9 células CD34+/mm?® en sangre
periférica al quinto dia de estimulacion. Con un promedio de
2,3 aféresis, se obtuvieron 4,7 x 10° células CD34+/kg pro-
medio. Mediante técnica de cluster analysis surgen tres gru-
pos diferenciados por: dosis de filgrastim, células CD34+ en
sangre periférica, edad y numero de aféresis. No hubo efectos
adversos que determinaran suspension del farmaco.

Palabras clave: filgrastim, células CD34+, movilizacion,
aféresis.
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SUMMARY

Filgrastim stimulation is a valid method to mobilize CD34+
cells for haematopoietic progenitors transplantation (HPT).
Obtaining adequate cells depends, among other factors, on
the agent used to mobilize and its dose. The experience in cell
mobilization with Figrastim (FILGEN JP, Clausen), in the
Haematology Department of Maciel Hospital, was analyzed.
Between January 2002 and April 2006, 100 mobilizations
were carried out: 81 for autologous HPT, and 19 for allogenic
HPT. For autologous HPT, a total filgrastim mean dose of 78
mcg/kg was used, registering a mean of 43.9 CD34+cells/
mm? in peripheral circulation on the fifth day of stimulation.
With an average of 2,3 blood extractions, a mean of 4,7 x
106 CD34+cells/kg were obtained. With cluster analysis
technique 3 different groups arose, by: filgrastim dose,
amount of CD34+ cells in peripheral circulation, age, and
number of blood extractions. There were no adverse events
that motivated the discontinuation of the drug.

Key words: Filgrastim; CD34+ cells; Mobilize; blood
extraction

& Filgen JP (Filgrastim Clausen en Uruguay, Filgrastim Roemmers en
otros paises de América Latina).
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INTRODUCCION

MARCO TEORICO

La estimulaciéon con citoquinas tipo filgrastim (granulocy-
te-colony stimulating factor, G-CSF), asociado o no a qui-
mioterapia, permite la migracion o movilizaciéon de células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) desde la médula 6sea a
la sangre periférica. Estas son identificadas con el anticuerpo
monoclonal CD34 por citometria de flujo. Por esta razon, fil-
grastim es utilizado ampliamente en la practica clinica en la
movilizacion de CPH, para su cosecha mediante la técnica de
citaféresis de células mononucleares y posterior utilizacion
en trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) (.
Lograr una movilizacion exitosa, es decir, alcanzar el nimero
deseado de CPH, depende de diversos factores como la edad,
la patologia, la extension de ésta al debut, la carga de quimio-
terapia y/o radioterapia recibida, y la intensidad de dichos
tratamientos. Por otra parte, depende también de las caracte-
risticas del producto utilizado para la estimulacion, asi como
de la dosis administrada.

Para el desarrollo de un programa de TPH es crucial lograr
movilizaciones exitosas. La movilizacion ideal es aquella
que requiere menos dias de factores de crecimiento granu-
locitario, con menor niumero de procedimientos de aféresis,
obteniendo productos con celularidad CD34+ adecuados, in-
cluso en aquellos pacientes con mayor dificultad en su mo-
vilizacion.

MARCO INSTITUCIONAL

El Hospital Maciel (Ministerio de Salud Publica, Montevi-
deo, Uruguay) es un hospital general de referencia nacional
perteneciente al sector publico. Su Servicio de Hematologia
fue inaugurado en junio de 1994, iniciandose el programa
de TPH en febrero de 1996. El servicio de Hematologia del
Hospital Maciel es el unico centro publico de TPH para pa-
cientes adultos en Uruguay.

El programa de TPH tuvo un desarrollo progresivo y de com-
plejidad creciente. Este programa ha llevado a cabo, hasta
abril de 2006, un total de 218 TPH en sus diferentes moda-
lidades: autdlogo y alogénico, este ultimo en sus variantes
mieloablativo y no mieloablativo, de donante familiar y no
emparentado. Un 80% de los trasplantes realizados han sido
autologos y el 20% restante corresponde a las diversas mo-
dalidades de TPH alogénico. La poblacién sometida a TPH
en este servicio abarca edades que van de 15 a 66 afios. Ac-

tualmente, aproximadamente un 50% de los pacientes pro-
vienen del sector publico y el 50% restante tiene cobertura
asistencial por parte de Instituciones de Asistencia Médica
Colectivas (IAMC).

La fuente de CPH utilizada en la gran mayoria de los TPH
en el Servicio de Hematologia del Hospital Maciel ha sido la
sangre periférica, cosechandose las células CD34+ mediante
aféresis luego de estimular su pasaje desde la médula a la
sangre (movilizacion) con G-CSF o con quimioterapia mas
G-CSF.

El Servicio de Hematologia del Hospital Maciel, ha utilizado
FILGEN JP* (Filgrastim Clausen) como agente movilizador
de CPH en su programa de TPH desde el afio 2002 hasta
la fecha en forma ininterrumpida. No se han utilizado para
este propdsito otras presentaciones comerciales de filgrastim
durante el lapso mencionado. El presente trabajo es una eva-
luacién descriptiva de los resultados del uso de FILGEN JP*
(Filgrastim Clausen) para la movilizacion de CPH en nuestro
centro.

ANTECEDENTES

La necesidad de alcanzar un determinado numero de CPH
cosechadas mediante los procedimientos de movilizacion y
aféresis surge de la estrecha relacion que existe entre la dosis
de células CD34+ infundidas y la recuperacion de la funcion
medular 3439 Los valores optimos de células CD34+ a in-
fundir en el Programa de TPH del Servicio de Hematologia
del Hospital Maciel fueron establecidos por Gabus y cols. en
1999 ™. Treinta y ocho pacientes consecutivos fueron repar-
tidos en tres grupos de acuerdo al recuento de células CD34+
infundidas: a) entre 3 y 4.99 x10° células CD34+/kg; b) entre
5y 10 x 106 células CD34+/kg; y c) mas de 10 x 10° células
CD34+/kg. Fueron evaluados en cada grupo: tiempo de recu-
peracion de neutréfilos y de plaquetas, requerimientos trans-
fusionales, episodios infecciosos, requerimiento de antibio-
ticos y tiempo de internacion. Se encontrd que dosis entre 3
y 5 x 109 células CD34+/kg fueron igualmente efectivas que
dosis mayores, estableciéndose asi como pauta para el resto
del programa la infusion de dosis comprendidas en este ran-
go. Este punto fue reevaluado en 2004 por Borelli, Gabts y
cols. incluyendo un mayor nimero de pacientes (170 casos),
obteniéndose resultados similares. A diferencia del analisis
previo, en este ultimo trabajo se analizaron los resultados en
términos de engraftment de un grupo de pacientes que fueron
infundidos con dosis de entre 1,5 a 3 x 10° células CD34+/kg,
es decir, dosis menores al rango 6ptimo establecido previa-
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mente. No se encontraron en este ultimo grupo diferencias
significativas en la recuperacion de neutréfilos, requerimien-
tos transfusionales, morbimortalidad infecciosa o duracioén
de la internacion; si se constato en este grupo un ligero retra-
so en la recuperacion plaquetaria (2 dias promedio) en com-
paracion con el grupo infundido con dosis de entre 3 y 5 x 10°
células CD34+/kg, pero este retraso no implicé una mayor
mortalidad relacionada al trasplante en este grupo.

Como corolario de este analisis, la dosis 6ptima a infundir
sigue estando fijada entre 3 y 5 x 10° células CD34+/kg, sa-
biendo que el trasplante también es posible con dosis entre
1,5 y 3 x 10° células CD34+/kg, a costa de un ligero retraso
en el engrafiment plaquetario.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio descriptivo, longitudinal, retrospectivo,
para el cual se analizaron las historias clinicas centralizadas,
las planillas de registro de datos del programa de TPH, las
fichas individuales del laboratorio de hemobiologia y los re-
sumenes de alta de TPH de todos los pacientes estimulados
para la movilizacion de CPH para TPH en 100 procedimien-
tos de estimulacion-aféresis, durante el periodo enero de
2002 a abril de 2006. Se incluyeron 81 procedimientos de es-
timulacion-aféresis, realizados a 76 pacientes para trasplante
autologo durante este periodo.

Se realizaron ademas, durante el mismo lapso 19 procedi-
mientos de estimulacion y aféresis a 19 donantes sanos para
el programa de TPH alogénico. Los datos correspondientes
a esta poblacion quedan fuera del analisis estadistico de este
trabajo y son mostrados separadamente.

CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes asistidos en el servicio de Hematologia del
Hospital Maciel entre enero de 2002 y abril de 2006, so-
metidos a movilizacion de CPH para programa de TPH
autélogo.

- Pacientes que hayan recibido Filgen JP* (Filgrastim
Clausen) como agente movilizador de células progeni-
toras.

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION
Se incluyeron en el estudio 81 procedimientos de estimu-

lacion-aféresis realizados a 76 pacientes. En tres pacientes
se realizaron dos movilizaciones durante el lapso abarcado
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por el estudio, y en una paciente, tres movilizaciones. De
81 procedimientos, 53.1% fueron en hombres y 46.9% en
mujeres. La edad promedio fue de 44.1 afios [15-66]. En 50
casos (61.7%) los pacientes procedian de Montevideo y en
30 (37%) del resto del pais (el paciente restante era de pro-
cedencia extranjera). En cuanto a su cobertura sanitaria, 39
(48.1%) procedian del sector de las IAMC y 42 (51.9%) del
sector publico. Las caracteristicas de la poblacion se detallan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion analizada

Hombres Mujeres

43 (53.1%) 38 (46.9%)

44,1 aios (15-66)

Montevideo Resto del pafs Exterior

50 (61.7%) 30 (37%) 1 (1.3%)
Pudblica TIAMC
42 (51.9%) ‘ 39 (48.1%)
Remision Remision Enfermedad
completa parcial evolutiva
28 (34.6%) 48 (59.3%) 5 (6.2%)

1 linea 2 lineas 3 0 mads lineas
51 (63%) 22 (27.2%) 8 (9.8%)

INH LAM LAL MM

14 31 9 3 20 4
(17.3%) (383%)  (11.1%) (3.7%) | (24.7%) @ (4.9%)

LH: Linfoma de Hodgkin, LNH: Linfoma no Hodgkin, LAM:

Leucemia aguda mieloblastica, LAL. Leucemia aguda linfoblas-
tica, MM: Mieloma Multiple, TS: tumor solido.

La distribucion por patologias que motivaron la movilizacion
y el TPH es la siguiente: Linfoma no Hodgkin 38.3% (31);
mieloma multiple 24.7% (20); linfoma de Hodgkin 17.3%
(14); leucemia aguda mieloblastica (LAM) 11,1%®; leuce-
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mia aguda linfoblastica 3.7% (3); tumor so6lido 4.9% (4).

En 59.3% de los casos, los procedimientos de estimulacion-
aféresis se realizaron en pacientes cuya patologia de fondo se
encontraba en remision parcial, correspondiendo en su gran
mayoria a linfopatias tumorales, mieloma multiple y tumores
solidos.

En 34.6% se lleg6 a la movilizacion en remision completa, y
solo 6.2% tenia enfermedad evolutiva.

Sesenta y tres por ciento de los pacientes habian recibido solo
una linea de tratamiento quimioterapico previo. Un 27.2%
habia sido tratado con dos lineas de quimioterapia, y el resto
(9.8%) habia recibido tres o mas lineas de quimioterapia.
Un 13.6% habia recibido, ademas, tratamiento radiante en
algun momento de la evolucion, previo a la movilizacion.

PROTOCOLO DE MOVILIZACION

El protocolo de movilizacion de células progenitoras CD34+

hacia la sangre periférica consiste en el uso de filgrastim a

dosis de 10 mcg/kg/dia por via subcutanea, repartido en dos

dosis diarias, en forma continua durante cinco dias. Si la cifra
de células CD34+ en sangre periférica al quinto dia es ade-
cuada (mayor a 10 células CD34+/mm?), se procede al inicio
de la aféresis. De lo contrario, si no se alcanza este valor, se
continua con la estimulacion, pero aumentando la dosis de
filgrastim, manteniéndolo hasta alcanzar el recuento deseado

y entonces se procede a la cosecha.

El uso de quimioterapia y factores de crecimiento como es-

trategia de movilizacion se reserva para las siguientes situa-

ciones:

1. En aquellos pacientes en quienes se prevé una dificultad
para obtener celularidad CD34+.

2. Para aquellos pacientes en quienes se supone un bene-
ficio terapéutico adicional sobre su patologia de base
al recibir un ciclo de altas dosis de quimioterapia como
protocolo de movilizacion.

3. Fracaso de la movilizacion con realizada exclusivamen-
te con G-CSF.

En estos casos la dosis de filgrastim es de 5 meg/kg/dia y se

inicia su administracion luego de finalizada la quimioterapia

(dia +1 si se utilizo ciclofosfamida, dia +5 en otros planes de

poliquimioterapia).

Finalmente, si el paciente no alcanza el conteo de células

CD34+ en sangre periférica adecuado para iniciar la cosecha,

sale del programa de movilizacion y se opta entre repetir la

movilizacion, realizar cosecha de médula d6sea o suspender
su inclusion en el programa de TPH.

En la poblacion analizada, se realizaron 70 movilizaciones
con filgrastim solo (86.4%) y 11 con filgrastim asociado a
quimioterapia (13.6%).

PROTOCOLO DE AFERESIS

Los procedimientos de aféresis se realizan con separador
Cobe Spectra, con flujo continuo, y procesando cuatro vole-
mias, a alto flujo (120 ml/minuto), requiriendo una duracién
variable (de cuatro a seis horas cada procedimiento).

PROTOCOLO DE RECUENTO DE CELULAS
CD34+

El recuento de células CD34+ en sangre periférica y produc-
tos de aféresis se realiza desde el comienzo del programa por
citometria de flujo, siguiendo el método Marking-Lysing-
Reading, usando el método ISHAGE 1996 modificado, que
lleva a cabo el recuento de células CD34+ con un citogra-
ma SS/CD34 PE realizado sobre seleccion previa con CD45
FITC®.

ANALISIS ESTADISTICO

Para contrastar diferencias se realizaron pruebas de tipo
no paramétrico de Mann-Whitney, por tratarse de parame-
tros clinicos con distribucion asimétrica (no gaussiana). Se
crearon tres grupos mediante la técnica estadistica de clus-
ter analysis, en este caso cluster jerarquico ascendente con
el algoritmo de Ward, lo que asegura que la varianza dentro
del grupo es minima y es maxima entre grupos. Las varia-
bles usadas para esta clasificacion fueron: dosis de filgrastim,
conteo de células CD34+ en sangre periférica al quinto dia de
estimulacion, edad y nimero de aféresis.

RESULTADOS

En la poblacion de pacientes analizada, se utilizé una dosis
total media de Filgen JP (Filgrastim Clausen) de 78 mcg/kg
[25-210 mcg/kg]. El conteo en sangre periférica al quinto dia
de estimulaciéon mostré una media de 43.9 células CD34+/
mm?® [1.1-130], siendo este dato evaluable en casi la mitad de
los casos analizados. En un 50% de las movilizaciones, fue
suficiente una dosis total de filgrastim igual o inferior a 60
mcg/kg para lograr un recuento de células CD34+ mayor a 3
x 10° células/kg en el producto obtenido.

Fue necesario un promedio de 2,3 sesiones de aféresis [1-5]
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para cosechar productos con el nimero deseado de células
CD34+. En un 32.1% de las movilizaciones, se alcanzd el nu-
mero deseado de células progenitoras con una aféresis; en un
29.6% de las movilizaciones, se requirieron 2 aféresis. Esto
representa que en 61.7% de las movilizaciones con Filgen JP
(Filgrastim Clausen) se alcanz6 un producto adecuado con
una o dos sesiones de aféresis. Un 18.5% adicional de movi-
lizaciones requirio tres aféresis.

En 8/81 movilizaciones (9.8%) no se alcanzaron recuentos
adecuados de células CD34+ o, en otras palabras, fracaso la
movilizacion, entendiéndose por fracaso aquél procedimiento
en el cual el producto obtenido no alcanza a 1,5 x 10° células
CD34+/kg, segln los criterios establecidos por este servicio
en los trabajos previos ya mencionados. En estos ocho casos
se obtuvieron productos con celularidad de entre 0,05 y 1,41
x 10 células CD34+/kg. De estos ocho procedimientos de
movilizacion, cuatro fueron realizados a individuos portado-
res de mieloma multiple, patologia en la cual una mayor difi-
cultad en la obtencion de progenitores hematopoyéticos es un
hecho reconocido. Todos estos pacientes pudieron finalmente

ser sometidos a TPH: en un caso se realizo cosecha de médu-
la 6sea; un paciente fue excluido del programa de TPH auto-
logo y sometido a TPH alogénico; cuatro fueron sometidos
a segunda movilizacion con igual protocolo, pero diferida en
el tiempo, salvo en uno de ellos, en que se asoci6 GM-CSF;
alcanzandose en todos ellos una celularidad 6ptima. Los dos
fracasos de movilizacion restantes ocurrieron en un mismo
paciente. Sin embargo, sumando los productos obtenidos se
alcanzo una celularidad de 2,35 x 10° células CD34+/kg, lo
cual permiti6é proceder al TPH.

En los 81 procedimientos, se cosech6 una media de 4,7 x 10°
células CD34+/kg [0.05-18,2]. En la Gréfica | puede verse la
distribucion del nimero de células cosechadas en funcion de
la dosis de filgrastim administrada.

En cuanto a los 19 donantes sanos cosechados durante este
periodo con igual protocolo de movilizacion, se utilizé una
dosis total promedio de filgrastim de 53 mcg/kg [50-70], con
lo cual se obtuvo una celularidad CD34+ promedio de 7,89
x 10° células CD34+/kg [2,71-14,78], con una media de 1,37
aféresis por donante [1-2].
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DISCUSION

En un intento por agrupar pacientes con comportamiento si-
milar frente a la estimulacion realizada, a través de un anali-
sis de clusters se identificaron tres grupos:

1. Grupo 1 (n=27; 33.3%), con una edad promedio de 31,4
afios, en los que se administré una dosis de filgrastim
promedio de 60 mcg/kg. El conteo de células CD34+ al
5° dia de estimulacion fue de 82,8 células CD34+/mm?.
Se requirid 1,3 aféresis en este grupo, cosechandose 7.3
x 10° células CD34+/kg.

2. Grupo 2 (n=36, 44.4%), con una edad promedio de 49,8
afios, en los que se administré una dosis de filgrastim
promedio de 65 mcg/kg. El conteo de células CD34+
promedio en sangre periférica al quinto dia de estimula-
cion fue de 36 cél/mm?. Se requirié un promedio de 2,3
aféresis y se cosecharon 3.8 x 106 células CD34+/kg.

3. Grupo 3, (n = 18, 22.2%) con un comportamiento cla-
ramente diferente. Estos pacientes mostraron una edad
promedio de 52 afios, una dosis media requerida de fil-

grastim de 133 mcg/kg, alcanzando un recuento de 13.4

células CD34+/mm’ en sangre periférica. En estos pro-

cedimientos, se requirieron 3.7 aféresis, para cosecharse

una media de 2.8 x10° células CD34+/kg. (Grafico 2)
Puede advertirse que el grupo 1 (n = 27; 33.3%), requiere
la dosis estandar preestablecida de filgrastim logrando altos
recuentos de CD34+ al quinto dia, y una alta celularidad
cosechada, con un minimo de procedimientos de afére-
sis. El grupo 3 (n= 18; 22.2%), por el contrario, requirid
dosis superiores de filgrastim logrando, pese a ello, bajos
recuentos de CD34+, tanto en sangre periférica como en
el producto cosechado, aun a costa de un mayor numero
de procedimientos de aféresis. El grupo 2 (n = 36; 44.4%)
muestra un comportamiento intermedio entre los anterior-
mente mencionados, pero con un rendimiento suficiente en
términos de celularidad obtenida. Entre los grupos 1y 2,
totalizan entonces un 77% de pacientes, en quienes con una
dosis de filgrastim de entre de 60-65 mcg/kg se obtienen
recuentos optimos de células CD34+ con hasta 2,3 sesiones
de aféresis.
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Como caracteristicas relevantes del grupo 3, con mayor difi-
cultad en obtener la celularidad deseada, pueden sefalarse:

- una edad promedio mayor a los otros dos grupos (52
afos);

- una mayor frecuencia de pacientes portadores de mie-
loma multiple (7/18; 38,8%) comparado con la frecuen-
cia de esta patologia en la poblacion analizada (20/81;
24.7%);

- la menor frecuencia de pacientes en remision completa
al momento de la estimulacion-aféresis (4/18; 22.2%)
comparado con la poblacion analizada (28/81; 34.6%).

Otros factores como radioterapia previa, mayor nimero de
lineas de quimioterapia recibidas, o compromiso medular al
debut en el caso de los linfomas, no fueron observados con
mayor frecuencia en este grupo de pacientes.
En cuanto a la tolerancia al tratamiento con Filgen JP (Fil-
grastim Clausen), todos los pacientes pudieron completar el
programa de movilizacion planificado. En ningun caso se
debid suspender la administracion del producto. No se pudie-
ron evaluar efectos adversos menores (fiebre, artromialgias,
astenia), dada la ausencia de consignacion de este dato en los
documentos fuente. Cabe aclarar que el Servicio recomienda
el uso de paracetamol en forma preventiva 30 minutos antes
de la inyeccion del farmaco.

COMENTARIOS FINALES

- La estimulacion con factores de crecimiento a altas do-
sis, como protocolo de movilizacion para TPH es un
procedimiento adecuado para lograr una dosis de células
CD34+ que garanticen una buena recuperacion medu-
lar.

- Entre los pacientes que presentaron una movilizacién
dificultosa, surgen como parametros relevantes: la edad
mayor a 50 afios, la patologia de tipo mieloma multiple
y la presencia de enfermedad tumoral.

- La mayor parte de estas movilizaciones insuficientes
logran rescatarse con un nuevo procedimiento de mo-
vilizacion (segunda movilizacion con factores de cre-
cimiento, factores de crecimiento mas quimioterapia, o
cosecha de médula 6sea).
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