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7‐AAD  7‐aminoactinomicina D 

ACDA‐A  solució anticoagulant de citrat i dextrosa fórmula A 

ADN  adenosina desoxiribonucleic 

ATP  adenosinatrifosfat 

BST  Banc de Sang i Teixits 

CC  centre de col∙lecta 

CIBMTR  Center for International Blood and Marrow Transplant Research 

CMN  cèl∙lules mononucleades 

CNT  cèl∙lules nucleades totals 

CPH  cèl∙lules progenitores hematopoètiques 

CRC  congeladors de ràtio controlada 

CT  centre de trasplantament 

CXCR4  receptor 4 de citocines 

DKMS  German Bone Marrow Donor Center    

DMSO  dimetilsulfòxid 

DNE  donant no emparentat    

EBMT  European Group for Blood and Marrow Transplantation 

FACT  Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy 

G‐CSF  factor estimulador de colònies granulocítiques 

HEM  hidroxietil midó 

HLA  sistema del human leukocyte antigen 

HR  hazard ratio (quocient de riscos)  
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ISCT  International Society for Cellular Therapy 

ISHAGE  International Society for Hematotherapy and Graft Engineering 

LH  limfoma de Hodgkin 

LNH  limfoma no hodgkinià 

LTC  laboratori de teràpia cel∙lular 

MECH  malaltia de l’empelt contra l’hoste 

MM  mieloma múltiple 
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3.1 TRASPLANTAMENT DE PROGENITORS HEMATOPOÈTICS:  
UNA VISIÓ GENERAL 

3.1.1 Breu història del trasplantament de progenitors hematopoètics 

3.1.1.1 Trasplantament al·logènic 

Els primers intents per tractar pacients amb irradiació corporal total i quimioteràpia 

seguidament  d’un  trasplantament  de  progenitors  hematopoètics  (TPH)  van  ser 

reportats pel grup de Thomas  l’any 1957 [1]. Dos anys més tard, el mateix grup va 

descriure la seva experiència amb dos pacients amb diagnòstic de leucèmia, que van 

rebre un TPH de medul∙la òssia (MO) del seu bessó [2]. Els dos pacients van evidenciar 

una ràpida recuperació hematològica, però van morir mesos després per recaiguda 

de la malaltia. Els anys següents, malgrat l’augment de TPH fets, cap dels receptors 

no va sobreviure a  llarg  termini  i el TPH va esdevenir una  teràpia desoladora. Les 

causes d’aquests pobres resultats van ser que no es va poder determinar el millor 

donant, així com problemes en  la teràpia de suport,  la transfusió  i  la disponibilitat 

d’antibiòtics, a més del fenomen de la malaltia de l’empelt contra l’hoste (MECH).  

No va ser fins a finals dels anys seixanta que es va esdevenir l’era moderna del TPH, 

amb  l’èxit dels resultats de tres nens amb diagnòstic d’immunodeficiència que van 

rebre un TPH d’MO i sang perifèrica (SP) dels seus germans human leukocyte antigenic 

(HLA) idèntics. Tots tres van mostrar empelt hematològic i curació de la seva malaltia, 

i van  sobreviure  fins a  l’edat adulta  [3‐5]. Aquests  resultats esperançadors es van 

consolidar en els anys següents, tal com va demostrar l’equip de trasplantament de 

Seattle amb els primers 100 pacients (73 amb  leucèmia avançada  i 37 amb anèmia 

aplàstica)  amb  unes  supervivències  mai  vistes  anteriorment  [6].  De  manera 

addicional, es van produir millores en el  tractament de suport del TPH com ara  la 

reducció del risc de sagnat per trombopènia amb la transfusió de plaquetes, l’aparició 

d’antibiòtics  efectius  i millores  en  les  estratègies  del  seu  ús  per  prevenir  el  risc 

d’infeccions en la fase d’aplàsia.  



INTRODUCCIÓ 

27  

Considerant que  la  recaiguda era  la principal causa de  fallida del TPH, va ser  lògic 

considerar aquesta teràpia en pacients amb malalties malignes en primera remissió 

completa, quan la càrrega de la malaltia és relativament baixa i els clons patològics 

encara no són resistents a altes dosis de radioquimioteràpia. Aquesta observació va 

millorar enormement els resultats en comparació amb els pacients que rebien un TPH 

en  malalties  malignes  avançades  [7].  Durant  aquest  temps,  van  aparèixer  nous 

abordatges per a  la prevenció del  rebuig de  l’empelt  i de  l’MECH,  i el  tractament 

estàndard va ser la combinació de ciclosporina i metotrexat [8, 9].  

Un altre esdeveniment crític en la història del trasplantament va ser la fundació del 

registre Anthony Nolan el 1974, que es va convertir en el primer registre de donants 

voluntaris  i que  va  fer possible  el primer  TPH de donant no  familiar  el  1979  amb 

diagnòstic de leucèmia aguda, que es va empeltar i va romandre sense malaltia durant 

dos anys  i sense MECH [10]. Aquest fet va donar pas a  la creació d’altres registres 

arreu del món, principalment a finals dels anys vuitanta i principis dels noranta, i des 

d’aleshores  el  transport  de  cèl∙lules  entre  centres  de  col∙lecta  (CC)  i  centres  de 

trasplantament (CT) mitjançant transportistes especialitzats es va convertir en una 

pràctica diària. Aquesta col∙laboració internacional durant les quatre últimes dècades 

ha resultat en la possibilitat de disposar de més de 32 milions de donants no familiars 

potencialment disponibles per  fer una donació de CPH per TPH. Cal  remarcar que 

aquest  augment de donants  voluntaris  també  va  ser gràcies  a  les millores en  les 

tècniques  de  tipificació  de  l’HLA,  que  han  anat  reemplaçant  les  tècniques 

convencionals serològiques. 

En  la dècada dels noranta, es van descobrir noves  fonts de cèl∙lules progenitores 

hematopoètiques (CPH) per al TPH al∙logènic. El coneixement que les CPH es troben 

circulant en la sang, l’arribada dels factors de creixement com els factors estimulants 

de  colònies  granulocítiques  (G‐CSF)  i  la  disponibilitat  de  tècniques  d’afèresi  van 

permetre  l’aplicació  d’SP  per  al  TPH  al∙logènic  [11‐13].  L’altra  font  important 

introduïda per Gluckman i col∙laboradors va ser l’SCU [14]. La creació posterior dels 
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bancs de cordó ha permès  l’ús ampli d’aquesta  font per a pacients, especialment 

pediàtrics.  

En els últims vint anys, els règims d’intensitat reduïda han aconseguit  l’ús del TPH 

al∙logènic  en  pacients  d’edat  avançada  o  amb  comorbiditats,  situacions  que 

prèviament haurien fet descartar la possibilitat d’aquesta teràpia en aquest grup de 

malalts  [15]. A més,  l’eliminació de  cèl∙lules T  al∙loreactives  in  vitro o  in  vivo  amb 

ciclofosfamida post TPH ha permès controlar  l’MECH  i emprar donants alternatius 

com els haploidèntics [16, 17].  

3.1.1.2 Trasplantament autòleg 

El  concepte  de  reemplaçar  les  CPH  dels  pacients  receptors  d’altes  dosis  de 

radioteràpia  i  quimioteràpia  mitjançant  infusions  autòlogues  subsegüents  es  va 

desenvolupar a mitjans del segle XX. A mesura que els condicionaments esdevenien 

més complexos i requerien més temps per administrar‐los, la congelació de les CPH 

d’MO va ser  la pràctica habitual.  Inicialment, es va emprar glicerol per protegir  les 

CPH dels efectes de la congelació  i la descongelació, que va ser substituït amb èxit 

pel dimetilsulfòxid (DMSO) encara utilitzat avui dia. Els primers malalts sotmesos a 

TPH  autòleg  d’MO  es  van  reportar  entre  els  anys  1959  i  1962,  aconseguint  la 

restauració de  l’hematopoesi  i obtenint  respostes  tumorals de manera  transitòria 

majoritàriament en malalts amb  limfoma de Hodgkin  (LH)  i  limfoma no hodgkinià 

(LNH) [18‐21]. 

Igual  que  amb  el  TPH  al∙logènic,  a  la  dècada  dels  noranta  l’ús  de  procediments 

d’afèresi va permetre l’èxit del TPH autòleg d’SP, inicialment aprofitant el repunt de 

CPH a  la circulació després de  l’administració de quimioteràpia en els pacients [22, 

23]. No obstant això, el progrés més important es va esdevenir amb l’arribada del G‐

CSF  [24‐26], que es va  convertir en  la pràctica actual. Dos assajos  clínics que  van 

comparar la font d’MO respecte de l’SP en el TPH autòleg per a malalts amb limfoma 

van  demostrar  la  superioritat  de  l’SP  en  menys  morbimortalitat  per  la  ràpida 

recuperació hemoperifèrica [27, 28].  
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Els anys següents, l’ús del TPH autòleg en el càncer de mama va representar el 40 % 

del  total  de  processos.  No  obstant  això,  la  revelació  de  frau  científic  en  les 

publicacions  d’assajos  clínics  que  reportaven  benefici  va  provocar  la  dramàtica 

reducció d’aquesta teràpia en el càncer de mama [29, 30]. Finalment, els principals 

avenços  produïts  en  els  últims  vint  anys  han  estat  millores  en  els  règims  de 

condicionament,  així  com  en  els  esforços  post  TPH  autòleg  per  consolidar  les 

respostes. 

3.1.2 Generalitats del trasplantament de progenitors hematopoètics 

No és l’objectiu d’aquesta tesi doctoral aprofundir en el coneixement biològic o clínic 

dels aspectes del TPH. No obstant això, és imprescindible aportar una visió global i 

detallar  alguns  aspectes  concrets  del  procediment  del  TPH  per  a  una  correcta 

comprensió del present treball d’investigació. 

3.1.2.1 Objectius 

Tot TPH persegueix un dels objectius següents: 

1. Permetre l’administració de quimioteràpia a dosis elevades per eliminar la malaltia, 

per evitar una mielosupressió perllongada o irreversible mitjançant l’administració de 

CPH del pacient (TPH autòleg). En molts casos, aquest rescat hematopoètic té una 

finalitat  curativa  com  en  els  limfomes,  però  en  altres malalties  com  el mieloma 

múltiple (MM) s’aplica per millorar i allargar la resposta a tractaments previs. 

2.  Substituir  una  determinada  població  cel∙lular  derivada  de  la  cèl∙lula  mare  de 

l’hematopoesi,  perquè  és  totalment  o  parcialment  defectuosa,  insuficient  o  bé 

neoplàsica, per una de normal procedent d’un donant sa (TPH al∙logènic). Aquesta 

modalitat de TPH es beneficia de l’activitat de l’empelt contra el tumor [31].  

Avui en dia el TPH autòleg s’està emprant també amb altres dues finalitats: 
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1.  Induir una  immunosupressió més profunda  i duradora que permeti eliminar  les 

cèl∙lules  que  identifiquen  tant  cèl∙lules  pròpies  com  estranyes  (malaltia 

autoimmunitària). 

2.  Frenar  el  dipòsit  i  afavorir  l’eliminació  d’immunoglobulines  i  altres  substàncies 

responsables  de  manifestacions  clíniques  de  diverses  discràsies  de  cèl∙lules 

plasmàtiques (amiloïdosi, síndrome POEMS, entre d’altres). 

3.1.2.2 Tipus 

Des d’un punt de vista immunològic, hi ha tres tipus de TPH: (1) al∙logènic, en el qual 

es fa servir una persona diferent del pacient com a donant (familiar o no emparentat); 

(2) singènic, com un cas especial en el qual el pacient  i el donant són  idèntics,  i (3) 

autòleg, en el qual el mateix pacient rep un producte col∙lectat prèviament. 
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Figura 1. Trasplantament de progenitors hematopoètics a Espanya entre els anys 2013 i 2021 en funció 

del tipus de donant. Font: memòries anuals de l’Organización Nacional de Trasplantes (ONT), per 

cortesia de Dolores Hernández. 

En funció de la font de les CPH, podem diferenciar:  
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— MO: en el passat, va ser la font més utilitzada. Conté un nombre mixt de cèl∙lules 

hematopoètiques  madures  i  immadures  (incloent‐hi  les  progenitores).  L’MO  es 

col∙lecta a través de múltiples puncions a  la cresta  ilíaca per extreure entre 10  i 20 

ml/kg de pes per aconseguir un objectiu de 2‐5 × 108 CN/kg de pes del receptor. Els 

seus principals avantatges són els següents: (1) és una font rica de CPH i (2) té menys 

limfòcits que l’SP i, per tant, menys risc d’MECH crònica. 

— SP: en les últimes tres dècades ha estat la font que gradualment ha anat substituint 

l’MO. La mobilització de les CPH al corrent sanguini després de la quimioteràpia o a 

través dels G‐CSF ha estat la causa de l’augment del seu ús. Els seus avantatges són 

els següents: (1) té un nombre elevat de CPH i (2) i té un nombre elevat de cèl∙lules 

limfoides i, per tant, més efecte de l’empelt contra la leucèmia.  

— SCU: s’obté de  les gestants en el moment del part. Els seus avantatges són els 

següents:  (1)  se’n pot  fer un ús  immediat donat que està  criopreservada  i  (2) els 

limfòcits tenen més tolerància immunològica.  
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Figura 2. Trasplantaments de progenitors hematopoètics familiars a Espanya des de l’any 2003 fins a 

l’any 2021 segons la font de cèl∙lules progenitores. Font: memòries anuals de l’ONT, per cortesia de 

Dolores Hernández. 
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Figura 3. Trasplantaments de progenitors hematopoètics no emparentats a Espanya des de l’any 

2003 fins a l’any 2021 segons la font de cèl∙lules progenitores. Font: memòries anuals de l’ONT, per 

cortesia de Dolores Hernández. 

3.1.2.3 Règim de condicionament 

L’objectiu del condicionament, en funció del tipus de TPH, és el següent: 

— Antineoplàstic:  eliminar  la  totalitat o  la màxima quantitat possible de malaltia 

residual. És l’únic objectiu en el TPH autòleg.  

— Immunosupressor: suprimir  la  immunitat del receptor per evitar el rebuig de les 

cèl∙lules administrades. S’aplica en el TPH al∙logènic. 

El règim de condicionament consisteix en agents selectius (fàrmacs i/o radioteràpia) 

pel fet de ser actius contra la malaltia a tractar. Aquests agents han anat evolucionant 

al  llarg dels anys per disminuir  toxicitats com  la malaltia venooclusiva hepàtica,  la 

pneumonitis  intersticial,  la  mucositis  i  la  cistitis  hemorràgica.  En  el  cas  del 

condicionament  per  al  TPH  al∙logènic,  pocs  agents  tenen  la  capacitat 

d’immunosuprimir  i actuar contra el tumor, per això  la ciclofosfamida  i  la  irradiació 

corporal  total  són  els  més  utilitzats  històricament.  Posteriorment,  l’aparició  de 

fàrmacs amb una gran activitat immunosupressora, però menys tòxics, com són els 

anàlegs de  les purines  i els anticossos antilimfòcits T com  la  timoglobulina, ha  fet 
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augmentar els agents efectius per al condicionament. Addicionalment, els esforços 

en  règims  de  condicionament  d’intensitat  reduïda,  que  emfatitzen  l’efecte 

antitumoral  de  les  cèl∙lules  del  donant,  han  donat  pas  a  noves  estratègies  de 

condicionament. 

La selecció del tipus de condicionament ve donada per diferents factors: (1) tipus de 

malaltia, (2) estat de la malaltia, (3) estat general del pacient, (4) tractament previs, 

(5) risc de fallida d’empelt, (6) experiència del centre, (8) inclusió de radioteràpia o 

només quimioteràpia i (9) tipus d’intensitat. 

3.1.2.4 Immunosupressió 

El tractament d’immunosupressió en el TPH al∙logènic té dos objectius: 

1. Afavorir l’empelt de les cèl∙lules. 

2. Evitar l’MECH, principal responsable de la morbimortalitat del TPH al∙logènic i de 

comprometre la qualitat de vida dels pacients.  

El fonament de  la  immunosupressió és disminuir  l’al∙loreactivitat a diferents nivells 

de  la  resposta  limfocitària,  des  de  la  presentació  antigènica  fins  a  l’activació 

limfocitària  i  la  proliferació  cel∙lular.  Els  fàrmacs  emprats  són  els  corticoides,  els 

inhibidors de la calcineurina, els inhibidors de la diana de la rapamicina en mamífers 

(mTOR),  els  fàrmacs  antiproliferatius,  la  ciclofosfamida  post  TPH  i  els  anticossos 

anticèl∙lules T. En general, la immunosupressió es va retirant de manera gradual, amb 

l’objectiu de discontinuar‐la  al  cap de  sis mesos,  tret que  aparegui  l’MECH  i  sigui 

necessària  la  seva  continuació.  En  els  últims  anys,  la  millora  dels  fàrmacs 

immunosupressors han contribuït a les millores en els resultats del TPH. 

3.1.2.5 Indicació del trasplantament de progenitors hematopoètics 

El  TPH  al∙logènic  és  una  opció  terapèutica  principalment  per  a  pacients  amb 

diagnòstic  de  leucèmia,  síndrome mielodisplàstica  o  aplàsia medul∙lar.  En malalts  
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amb leucèmia aguda mieloblàstica o limfoblàstica, el TPH al∙logènic es considera quan 

la  leucèmia no ha  respost a  la quimioteràpia d’inducció o ha  recaigut després del 

primer tractament. No obstant això, en algunes situacions de mal pronòstic es pot fer 

el TPH en primera remissió completa. En el cas de  la síndrome mielodisplàstica, es 

considera el TPH al∙logènic quan hi ha un excés de blasts, anomalies citogenètiques 

de mal pronòstic o citopènies multilínia. Els pacients amb aplàsia medul∙lar amb un 

donant  d’HLA  idèntic  familiar  es  consideren  tributaris  d’un  TPH  al∙logènic. Altres 

malalties mieloproliferatives,  l’anèmia de  cèl∙lules  falciformes,  talassèmies  i  altres 

malalties  hematològiques  greus  poden  ser  considerades  candidates  a 

trasplantament al∙logènic [32]. 

El  TPH  autòleg  és  una  opció  terapèutica  per  a  pacients  amb  diagnòstic  d’MM  i 

limfoma. En malalts amb MM s’ha demostrat que el TPH confereix una millora de la 

supervivència  i  redueix  la  càrrega  de  la  malaltia  després  d’un  cicle  inicial  de 

quimioteràpia. En pacients amb diagnòstic de  limfoma agressiu, el TPH autòleg es 

considera davant de  la  recaiguda,  tot  i que en alguns casos molt agressius es pot 

considerar en primera remissió completa. Altres malalties com el neuroblastoma, l’LH 

recurrent  o  refractari,  l’LNH  de  baix  grau  recurrent  i  altres  tumors  sòlids  són 

considerades  també  tributàries  d’un  TPH  autòleg.  En  malalties  com  l’LH,  el 

trasplantament pot ser fins i tot curatiu. Finalment, la indicació de TPH en malalties 

autoimmunitàries  com  l’esclerosi múltiple, entre d’altres, està en  augment en  les 

últimes dues dècades [32]. 

3.1.2.6 Malaltia de l’empelt contra l’hoste 

L’MECH és la principal complicació del TPH al∙logènic. La seva base està en les cèl∙lules 

immunocompetents del producte  infós que no  són  rebutjades pel  receptor  i que 

reconeixen antígens no presents en el donant. Per al seu desenvolupament s’han de 

complir les condicions següents: 

1. El producte ha de contenir cèl∙lules immunocompetents. 
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2. El receptor ha de tenir al∙loantígens que siguin diferents dels del donant. 

3. El  receptor  ha de  ser  incapaç de  produir  una  resposta  immunitària  contra 

l’empelt. 

Malgrat  la millora dels  fàrmacs  immunosupressors,  aquesta  complicació  continua 

apareixent en un 30‐50 % dels pacients, en funció del tipus de donant  i  la disparitat 

d’HLA. La seva presentació clínica és variable i pot afectar múltiples òrgans i teixits, 

com ara els ulls, la mucosa oral i genital, la pell, el pulmó o el fetge. Els pacients amb 

MECH  se  subclassifiquen  en  funció  del  moment  de  presentació  i  de  les 

característiques: 

— MECH aguda clàssica: signes  i/o símptomes característics de  l’MECH aguda que 

apareixen en els cent primers dies posteriors al TPH en absència de característiques 

d’MECH crònica. 

— MECH aguda persistent, recurrent i d’inici tardà: MECH aguda d’aparició posterior 

als 100 dies en absència de característiques de l’MECH crònica. 

—  MECH  crònica  clàssica:  les  característiques  de  l’MECH  crònica  són  presents 

independentment del temps d’aparició després del TPH. 

—  Síndrome  de  superposició:  coexisteixen  característiques  de  les MECH  aguda  i 

crònica.  

3.2 CÈL∙LULES PROGENITORES HEMATOPOÈTIQUES DE SANG 
PERIFÈRICA 

Les  CPH  es  donen  a  totes  les  cèl∙lules  hematopoètiques  (leucòcits,  hematies  i 

plaquetes)  i  de  la  línia  limfoide.  Aquestes  cèl∙lules  multipotents  poden  migrar, 

autoregenerar‐se,  proliferar  i  diferenciar‐se  en  un  ampli  espectre  de  llinatges 

fenotípics. L’antigen CD34 és una glicoproteïna present en la superfície de les CPH i 

és molt útil per identificar, quantificar i purificar aquesta població progenitora. 



Progenitors hematopoètics de sang perifèrica: característiques del producte que impacten en el 
receptor i en els controls de qualitat del processament 

36 

La  presència  de  CPH  a  l’SP  va  ser  reportada  inicialment  el  1909  per  Alexander 

Maximov [33]. No obstant això, no va ser  fins al descobriment del G‐CSF  i d’altres 

citocines que  es  va  aconseguir un  increment  substancial de  cèl∙lules CD34+  en  el 

corrent sanguini [24, 25], inicialment en donants autòlegs i, cinc o sis anys més tard, 

en donants al∙logènics. En  l’actualitat, més d’un 80 % dels TPH al∙logènics a Europa 

són  fets  amb  CPH  d’SP  en  comptes  d’MO,  així  com  pràcticament  el  100 %  dels 

trasplantaments autòlegs [34]. 

EBMT Activity Survey in 2020: 

Donor type and stem cell source: all transplants 

Donor Type  BM  PBSC  Cord  Total 

HLA ‐is sibling  1,169  4,070  36  5,275 

Haplo‐identical  667  3,123  n.a.  3,790 

Other family  87  195  11  293 

Syngeneic  n.a.  n.a.  n.a.  24 

Unrelated  888  8,228  298  9,414 

Allogeneic  2,811  15,616  345  18,796 

Autologous  57  26,510  1  26,568 

Taula 1. Enquesta d’activitat del European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) del 2020. Tipus de 

donant i font de les cèl∙lules progenitores hematopoètiques (CPH): tots els trasplantaments de progenitors 

hematopoètics (TPH). Font: EBMT [34]. 

3.2.1 Mobilització 

El  microambient  hematopoètic  té  un  paper  important  en  el  manteniment  i  la 

proliferació de les CPH. Les CPH expressen molècules d’adhesió, incloent‐hi receptors 

com el CXCR4 i el CXCR2. Per altra banda, les cèl∙lules estromals de l’MO presenten 

lligands d’aquestes molècules d’adhesió de  les CPH, garantint d’aquesta manera el 

manteniment de  les CPH en  l’estroma medul∙lar  (figura 5). Addicionalment, altres 

molècules com la VLA‐4 preserven les CPH de l’apoptosi, les manté en quiescència i 

les preserva en un estat indiferenciat. 



INTRODUCCIÓ 

37  

Hi ha principalment dues estratègies per a la mobilització de CPH de l’MO al corrent 

sanguini per a la seva recol∙lecció. Aquestes es basen en l’ús o no de quimioteràpia: 

— Mobilització sense quimioteràpia: l’única citocina recomanada per a la mobilització 

de CPH és el G‐CSF. Aquest produeix una hiperplàsia medul∙lar  i  l’alliberament de 

cèl∙lules CD34+ al  corrent  sanguini a  través de  l’escissió proteolítica de molècules 

d’adhesió [35] (figura 2). La dosi recomanada de G‐CSF és de 10 µg/kg/dia, subcutània, 

durant  5‐7 dies  consecutius,  fent  la  leucafèresi habitualment el dia  +5 quan hi ha  

> 8‐10 CD34/µl en l’SP. Aquest tipus de mobilització té una relativa baixa toxicitat, una 

bona predicció del dia de la leucafèresi i una administració del G‐CSF domiciliària. Per 

contra,  hi  ha  una  variabilitat  en  el  fracàs  de mobilització  i menys  rendiment  de 

cèl∙lules CD34+ en comparació a l’abordatge amb quimioteràpia. 

— Mobilització amb quimioteràpia:  l’ús de  fàrmacs citotòxics en combinació amb  

G‐CSF  és  l’estratègia  preferida  en  els  pacients  que  requereixen  un  descens  de  la 

càrrega de la malaltia i la necessitat d’aconseguir una gran quantitat de CPH. L’elecció 

del tipus de quimioteràpia depèn de les característiques de la malaltia del pacient  i 

dels protocols locals de cada centre. Alguns exemples són la ciclofosfamida 2‐4/m2, 

l’R‐DHAP o  l’R‐ICE. Habitualment,  l’inici del G‐CSF és entre el primer  i el cinquè dia 

després  de  finalitzar  la  quimioteràpia.  El  principal  avantatge  en  comparació  a  la 

mobilització sense quimioteràpia, a part de la disminució de la càrrega de la malaltia, 

és el rendiment més important de cèl∙lules CD34+ col∙lectades [36]. Per contra, pot 

haver‐hi  toxicitat  relacionada  amb  la  quimioteràpia  i  requereix  habitualment 

hospitalització, per tant, un cost més elevat. A més, a vegades és difícil predir el pic 

de cèl∙lules CD34+, per això es requereixen controls diaris per determinar el dia de la 

leucafèresi. 
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Figura 4. Un model de la mobilització amb G‐CSF. En un estat estable (imatge superior), les CPH es 

localitzen prop de les cèl∙lules estromals. Aquestes són retingudes mitjançant molècules d’adhesió 

com la VCAM‐1/VLA‐4 i a través de la interacció d’SDF‐1 i CXCR4. Durant la mobilització (imatge 

inferior), el G‐CSF indueix la proliferació cel∙lular i l’alliberament de proteases de neutròfils (elastasa, 

catepsina G i metal∙loproteases de matriu), les quals participen en la sortida cel∙lular mitjançant la 

degradació dels senyals de retenció (VCAM‐1 i SDF‐1) i la remodelació de la matriu extracel∙lular. La 

regulació del CXCR4 en les cèl∙lules de l’MO durant la mobilització amb el G‐CSF suggereix una 

participació activa de la interacció d’SDF‐1 i CXCR4 en la migració de les cèl∙lules cap al corrent 

sanguini. Font: Lapidot T i Petit I [35]. 

3.2.2 Objectiu cel∙lular a recollir 

Fins  avui,  la  determinació  de  les  cèl∙lules  CD34+  en  el  producte mobilitzat  és  el 

paràmetre de qualitat més  important  i  l’únic predictor d’empelt en el TPH autòleg 
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[37]. La quantitat mínima acceptada de cèl∙lules CD34+ per quilogram per procedir a 

un TPH autòleg és de  2 × 106 CD34+/kg  [36]. No obstant això, dosis més altes de  

4‐5  × 106 CD34+/kg  s’associen  a una  recuperació hemoperifèrica més  alta  i menys 

temps d’hospitalització [39, 40]. En el TPH al∙logènic, la quantitat mínima a col∙lectar 

més acceptada és de 4‐5 × 106 CD34+/kg del receptor, tot i que dosis inferiors també 

han demostrat empelt [41].  

En  un  15 %  dels  pacients  que  es  mobilitzen  per  a  un  TPH  autòleg,  aquests  no 

aconsegueixen  arribar  als  2 × 106  CD34+/kg  col∙lectats  o  no  arriben  a  tenir  10‐20 

CD34+/µl a  l’SP, cosa que es considera una  fallida de mobilització [42]. En aquests 

casos, s’hauria de valorar l’ús de plerixafor en dosis de 0,24 mg/kg subcutanis. Aquest 

fàrmac actua com a inhibidor reversible del receptor de citocines de la cèl∙lula CD34+, 

el receptor 4 de citocines (CXCR4), que condueix a una mobilització ràpida de les CPH 

al corrent sanguini [43, 44] (figura 3). Aquest fàrmac no només augmenta el nombre 

de cèl∙lules CD34+ positives, sinó també altres poblacions cel∙lulars com el CD19+  i 

limfòcits T i NK [45], tot i que això no sembla que tingui una traducció clínica en relació 

amb la recuperació hemoperifèrica.  
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Figura 5. Mobilització de CPH amb plerixafor. Factor 1 derivat de les cèl∙lules estromals (SDF‐1) 

secretat per les cèl∙lules estromals, que retenen les CPH via SDF‐1/CXCR4 interaccionant amb 

l’estroma medul∙lar. El plerixafor (AMD3100, actualment Mozobil) interfereix en aquesta interacció 

unint‐se directament amb el CXCR4 i, a conseqüència d’això, allibera CPH al corrent sanguini. Font: 

Nervi B et al. [44]. 

3.2.3  Leucafèresi 

La leucafèresi (recollida de leucòcits) es fa mitjançant centrifugació, que per gravetat 

específica  separa  els  components  cel∙lulars.  En  aplicar  la  força  centrífuga,  les 

hematies (component cel∙lular més dens) se situen a  la part més externa del bol o 

canal,  i el plasma (component amb menys densitat) se situa a  la part més  interna. 

Entremig, en ordre de més a menys densitat, se situen els granulòcits,  les cèl∙lules 

mononucleades (CMN) i les plaquetes. En la fracció de CMN es troben els limfòcits, 

els monòcits i les CPH (figura 7). 
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Figura 6. Gravetat específica de les cèl∙lules sanguínies. Font: Moog R [46]. 

Hi ha diferents instruments de leucafèresi en el mercat emprats per a la recol∙lecció 

de CPH en SP. Aquests difereixen en les especificacions del maquinari, les tecnologies 

de separació, els kits, els requisits de volum extracorpori i els nivells d’automatització 

[46]. En el camp de l’afèresi, els separadors cel∙lulars es classifiquen en funció de si 

funcionen  amb  un  flux  intermitent  o  continu.  Els  aparells  amb  flux  discontinu 

disposen d’una cambra que fins que no s’omple de sang del donant no fa la separació 

dels components cel∙lulars. En canvi, en els dispositius amb flux continu la separació 

es duu a terme de manera continuada. La primera recol∙lecció en SP va ser feta amb 

el separador cel∙lular Baxter CS 3000 (Baxter, Deerfield, Illinois, EUA), de flux continu, 

i  l’Haemonetics M30 o V50 (Haemonetics, Braintree, Massachusetts, EUA), de  flux 

discontinu. Els aparells de flux discontinu permeten  la unipunció, són aparells més 

petits i portàtils, i la separació es fa en un bol de Latham (125 ml). La seva limitació és 

que  es  pot  processar  una  quantitat  de  sang  petita  i,  per  tant,  el  rendiment  de 

recol∙lecció de cèl∙lules CD34+ és baix [46]. Posteriorment, van aparèixer dispositius 

totalment computats de flux continu com el CS 3000 Plus (Baxter, Deerfield, Illinois, 

EUA)  i  semiautomatitzats  de  flux  continu  que  funcionen  amb  fases  cícliques  de 
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separació amb una cambra com Amicus  i COM.TEC (Fresenius Kabi, Bad Homburg, 

Alemanya). El nou model de la COBE Spectra, Spectra Optia (CaridianBCT, Lakewood, 

Colorado,  EUA),  és  un  altre  aparell  de  flux  continu  que  adapta  la  centrifugació 

automàticament a  la velocitat d’entrada de  la sang  i de  l’hematòcrit, permet altes 

velocitats d’entrada i aconsegueix processar grans volums de sang amb un producte 

final del 2‐4 %. L’eficiència en la col∙lecta de CD34+ és similar entre els aparells Amicus 

i Spectra Optia, els models més emprats actualment, però aquesta última col∙lecta 

més plaquetes en el producte, cosa que produeix un descens superior de la xifra de 

plaquetes en el comptatge després del procés [46]. 

El  comptatge  de  cèl∙lules  CD34+  previ  a  la  leucafèresi  és  el millor  predictor  de 

rendiment de CPH  recol∙lectades, particularment quan el valor és superior a  10‐20 

cèl∙lules CD34+/µl (figura 8). La durada del procés de recol∙lecció no sol excedir  les  

5‐7 hores i és més efectiva en processar grans volums (4‐5 vegades el volum total del 

donant) [47]. No obstant això, aquest procés de leucafèresi requereix anticoagular la 

sang que entra en el dispositiu, ja sigui amb solució anticoagulant de citrat i dextrosa 

amb fórmula A (ACD‐A) com a solució única o en combinació amb heparina en funció 

de la política de cada centre. L’avantatge de la combinació d’ACD‐A i heparina és la 

minimització d’efectes adversos per hipocalcèmia en leucafèresis de grans volums. 
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Figura 7. Relació entre el comptatge de cèl∙lules CD34+ previ a la leucafèresi i la quantitat de cèl∙lules 

CD34+ recollides. □: 125 col∙leccions de no gran volum processat. ▾: 82 col∙leccions de gran volum 

processat. Relació significativa per anàlisi de regressió lineal per a tots dos grups (r2 = 0,75, P < 0,001; 

r2 = 0,84, P < 0,001). Font: Abrahamsen JF et al. [47]. 

3.3 PROCESSAMENT CEL∙LULAR 

El progrés d’un producte de teràpia cel∙lular des del donant, a través del laboratori, 

fins al pacient és  representat en  la  figura 9.  Inicialment, hi ha una avaluació de  la 

idoneïtat i l’elegibilitat del donant per procedir a la leucafèresi. Un cop feta la recollida 

de  les  CPH  en  les  instal∙lacions  de  la  unitat  de  col∙lecta,  aquestes  han  de  ser 

transportades  en  estat  líquid  al  laboratori  de  processament  sota  condicions 

controlades. El nivell de control i els requisits del transport depenen de la distància, 

les condicions externes  i el temps. Els productes han d’arribar a  la seva destinació 

etiquetats correctament  i acompanyats de  la  informació  requerida  (com a mínim, 

serologies i la declaració d’elegibilitat, en cas de TPH al∙logènic). El sistema ISBT 128 

per  a  l’etiquetatge  de  productes  de  teràpia  cel∙lular  és  el  sistema més  acceptat 

internacionalment. La  informació mínima que ha de constar és  la  identificació del 

donant, el pacient, la instal∙lació que ha fet la col∙lecta, el tipus de producte, la data i 

l’hora de la col∙lecta i la caducitat, així com un número únic de donació per traçar el 
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producte des de la col∙lecta fins a la seva disposició final. Un cop es rep el producte 

en el laboratori, s’avalua la qualitat inicial del producte (contingut cel∙lular, viabilitat, 

funcionalitat i esterilitat). Seguidament, es procedeix a la manipulació del producte. 

Aquestes manipulacions poden ser simples o complexes. Les manipulacions simples 

separen  diferents  tipus  cel∙lulars  i  els  seus  components  a  través  de  les  seves 

propietats físiques, com ara la mida i la densitat, però retenint la funcionalitat natural 

de les cèl∙lules. Els processaments simples inclouen la criopreservació (procediment 

més  emprat),  la  selecció  cel∙lular  i  la  reducció  de  plasma,  entre  d’altres,  que  es 

descriuen més endavant en aquest capítol. Els processaments complexos són una 

manipulació més que mínima. Aquestes manipulacions  separen els  tipus  cel∙lulars 

pels  seus marcadors  de  superfícies  únics  i  característiques  biològiques. Aquestes 

inclouen l’expansió ex vivo, la generació de cèl∙lules dendrítiques i la teràpia cel∙lular 

adoptiva amb limfòcits T específics, entre d’altres, i converteix el producte de teràpia 

cel∙lular en un medicament des del punt de vista regulatori. Un cop s’ha manipulat el 

producte,  aquest  pot  quedar  emmagatzemat  durant  anys  a  temperatures 

criogèniques si ha estat criopreservat, o de manera temporal (com a màxim tres dies 

fins a la seva administració) en un estat líquid a temperatura refrigerada. Abans de 

fer  la distribució del producte per  infondre’l  al pacient,  cal  avaluar  la qualitat del 

producte  i  garantir  el  compliment  dels  criteris  d’alliberament  o  acceptació.  Els 

laboratoris  de  processament  han  millorat  aquests  controls  de  qualitat,  que 

garanteixen el compliment dels estàndards i les regulacions. Aquests estan destinats 

a documentar‐ne  la  seguretat,  la potència  i  l’eficàcia. Finalment, els productes de 

teràpia cel∙lular són distribuïts per administrar‐los al pacient, ja sigui descongelant el 

producte o administrant‐lo en fresc directament.  
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Figura 8. Flux general de la donació de CPH fins a l’administració al pacient passant per totes les 

etapes intermèdies. Tot aquest flux general és supervisat per organismes acreditadors com la 

Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy (FACT), la International Society for Cellular 

Therapy (ISCT), la European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) i el Joint 

Accreditation Committee ISCT‐Europe & EBMT (JACIE), i és regulat per les legislacions i les autoritats 

competents corresponents. 

3.3.1 Manipulacions mínimes 

La manipulació de les CPH està destinada a facilitar les condicions apropiades per a 

l’administració  al  pacient.  Aquests  processaments  cel∙lulars  no  han  d’afectar  les 

propietats biològiques de  les CPH obtingudes,  les quals  han de  repoblar  el  teixit 

hematopoètic  i  establir  un  quimerisme  en  els  receptors  d’un  TPH  al∙logènic.  Les 

principals manipulacions fetes per al TPH són: 
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— Reducció de volum: com a preparació prèvia a  la congelació per reduir el volum 

dels productes i, per tant, el volum de solució de criopreservació, per evitar efectes 

adversos  per  sobrecàrrega  de  volum  (<  20 ml/kg  del  pacient)  o  per minimitzar 

l’hemòlisi per  incompatibilitat ABO menor (anticossos anti‐ABO del donant enfront 

del receptor). La recuperació de cèl∙lules nucleades és alta, pràcticament del 100 % 

[48]. 

— Depleció d’hematies: per evitar  reaccions adverses a  la  infusió per a  l’hemòlisi 

davant d’incompatibilitat ABO major (anticossos del receptor anti‐ABO enfront del 

donant).  Aquesta  manipulació  es  fa  principalment  en  la  font  d’MO  mitjançant 

l’obtenció  de  la  capa  leucoplaquetària  o  buffy  coat  per  centrifugació  (manual  o 

automatitzada). L’aïllament de CMN  també es pot  fer amb  l’addició de Ficoll, que 

permet més purificació de CPH; per contra, presenta menys recuperació. L’objectiu 

final  d’aquest  procés  és  un  contingut  inferior  de  20‐25  ml  d’hematies  ABO 

incompatibles. Habitualment se sol retenir el 80‐90 % de  les cèl∙lules nucleades del 

producte inicial amb els separadors cel∙lulars actuals [48]. 

— Criopreservació: és la manipulació més emprada en un laboratori de processament 

cel∙lular. Permet emprar un producte de  teràpia cel∙lular durant mesos,  i  fins  i  tot 

anys, després de la seva obtenció garantint la cel∙lularitat i la funcionalitat de les CPH. 

La viabilitat esperada després de  la descongelació sol ser superior al 70 %, amb un 

requisit mínim del 50 % per poder fer l’alliberament del producte [48]. 

— Rentat: per evitar efectes adversos a la infusió davant de productes descongelats 

per la presència de detritus cel∙lulars en el plasma per excés de cèl∙lules nucleades o 

per  excés  de  dimetilsulfòxid  (DMSO).  També  es  duu  a  terme  aquest  procés  en 

situacions  de  reaccions  al∙lèrgiques  greus.  La  recuperació  esperada  de  cèl∙lules 

nucleades, igual que en la depleció d’hematies, sol ser superior al 80 % [48]. 

Aquests  tipus  de  processaments  cel∙lulars  s’han  de  dur  a  terme  en  instal∙lacions 

adequades  amb  controls  microbiològics  i  ambientals  (temperatura,  ventilació, 

filtració)  i  amb  una  neteja  i  una  desinfecció  validades. Donat  que  la manipulació 
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comporta  en  certs  passos  l’exposició  ambiental,  aquesta  s’ha  de  fer  en  cabines 

biològiques de flux laminar de grau A en un entorn ambiental almenys equivalent al 

grau D [49] d’acord amb  les normes de bona pràctica de fabricació. L’equipament 

necessari  per  al  processament  cel∙lular  poden  ser  des  de  centrífugues  fins  a 

processadors cel∙lulars automatitzats basats en centrifugació, elutriació, membrana 

o acústica  [50]  (figura  10). La  selecció del dispositiu adequat  s’ha de basar en els 

requisits del procés de manipulació  i en els avantatges  i els desavantatges de cada 

tecnologia. 

  

Figura 9. Tecnologies emprades per al processament cel∙lular de productes. Font: Li A et al. [50]. 

3.3.2 Criopreservació 

La  preservació  de  les  CPH  inclou  tècniques  com  la  refrigeració,  que  permet 

l’emmagatzematge a curt termini de les cèl∙lules, i la criopreservació, que permet fer‐

les servir més enllà de les 72 hores i fins i tot anys més tard. La congelació se sol fer 

idealment dintre de les primeres 24 hores des de la col∙lecta. Aquest procés garanteix 

el manteniment de la qualitat, la potència i l’eficàcia de les cèl∙lules a llarg termini. La 

criopreservació és necessària en el TPH autòleg i pot ser emprada en el TPH al∙logènic. 

Els seus principals avantatges són els següents: (1) permet assegurar una cel∙lularitat 

suficient abans de programar el condicionament del pacient i (2) facilita la logística 



Progenitors hematopoètics de sang perifèrica: característiques del producte que impacten en el 
receptor i en els controls de qualitat del processament 

48 

del  TPH  al∙logènic,  tant  per  al  receptor  com  per  al  donant.  La  congelació  també 

comporta certs riscs, com ara la reducció de la viabilitat i la cel∙lularitat dels productes 

administrats  en  relació  amb  els productes  en  fresc. No obstant  això,  les  cèl∙lules 

CD34+  semblen més  resistents  als  efectes  de  la  criopreservació  en  comparació  a 

altres  cèl∙lules  nucleades  i,  per  tant,  la  seva  viabilitat  és  superior  a  la  resta  de 

poblacions cel∙lulars [51]. 

Els dos elements del protocol de la criopreservació són: 

1. Introducció de la solució: la solució de criopreservació està composta per tres tipus 

de components:  

(1) Medi isotònic: aquest pot ser plasma autòleg o al∙logènic, sèrum salí o solucions 

electrolítiques comercials com Normosol‐R, Ringer lactat o Plasma‐Lyte A. 

(2) Proteïnes: ajuden a estabilitzar la membrana cel∙lular després de la descongelació. 

La font de proteïnes pot provenir del plasma autòleg o al∙logènic o bé de l’albúmina 

al 5 %.  

(3) Agents crioprotectors: actuen mitjançant mecanismes. (1) L’addició de molècules 

orgàniques  redueix  la  concentració  de  sal  a  temperatures  per  sota  dels  0 °C,  (2) 

influeixen en el creixement i l’estructura de la formació de gel i (3) poden estabilitzar 

la  membrana.  Els  crioprotectors  es  poden  classificar  com  a  intracel∙lulars  (per 

exemple,  glicerol  o  DMSO)  o  extracel∙lulars  (hidroxietil midó  o  dextran).  El més 

emprat  universalment  és  l’agent  crioprotector  DMSO.  El  DMSO  al  10 %  té  una 

osmolaritat  aproximadament  de  l’1,4  (en  comparació  a  la  concentració  osmòtica 

d’una  solució  isotònica,  que  en  té  de  270‐300).  Això  provoca  una  ràpida  sortida 

d’aigua de les cèl∙lules cap a la solució de criopreservació, i aquesta deshidratació és 

una  situació de menys  risc de  lisi  cel∙lular en  comparació  a  la  rehidratació. Altres 

agents crioprotectors emprats, en aquests casos extracel∙lulars, són l’hidroxietil midó 

i el dextran. Aquestes macromolècules poden ser emprades de manera combinada 

amb el DMSO disminuint la quantitat d’aquest últim crioprotector. Aquests polímers 
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formen una solució viscosa extracel∙lular que ajuda a mantenir  la viabilitat cel∙lular 

mitjançant la prevenció de la deshidratació cel∙lular [52, 53].  

2. Ràtio de congelació: la velocitat de congelació influencia de manera significativa en 

la  supervivència  postdescongelació  de  diferents  tipus  cel∙lulars  [53].  Aquesta 

velocitat  s’aconsegueix  mitjançant  congeladors  de  ràtio  controlada  (CRC),  que 

majoritàriament  funcionen  amb  nitrogen  en  fase  gasosa  que  s’allibera  en  una 

cambra.  La  temperatura de  la  cambra disminueix en el  temps  segons el protocol 

programat. La congelació no pot ser massa ràpida, per evitar la formació de cristalls 

intracel∙lulars que  trenquin  la membrana cel∙lular, ni massa  lenta, perquè  formaria 

cristalls extracel∙lulars i consegüentment s’absorbiria aigua extracel∙lular lliure, cosa 

que causaria una concentració de sals, hiperosmolaritat i una deshidratació cel∙lular 

greu [52]. A continuació, es mostra un exemple de la corba de congelació per al CRC 

CM2010 disponible al  laboratori de teràpia cel∙lular (LTC) del Banc de Sang  i Teixits 

(BST) de Barcelona (figura 8). 

 

Figura 10. Corba de congelació amb el CRC CM2010. Aquest aparell disposa de dos sensors de 

temperatura, un situat dintre de la cambra del congelador i l’altre col∙locat en una mostra amb 

solució de criopreservació, simulant d’aquesta manera la temperatura del producte. Font: obtinguda 

per cortesia del BST de Barcelona. 
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Aquesta corba de congelació està composta per un primer segment, que és la fase 

d’equilibri (prerefredament), que permet a la cambra del CRC equilibrar el producte 

que s’ha de congelar abans d’iniciar el protocol de congelació. El segon segment, 

típicament, consisteix en un descens constant de  la  temperatura  (1 °C/min). En un 

punt d’aquest segon segment es forma gel a la solució extracel∙lular i s’incrementa la 

temperatura degut a  l’alliberament de calor pel punt de  fusió  (fase de nucleació). 

Aquest  augment  de  temperatura  és  compensat  automàticament  per  un  descens 

ràpid de la temperatura seguit d’un ascens ràpid. El tercer i últim segment consisteix 

en  un  refredament  més  ràpid  fins  a  aconseguir  la  temperatura  final  < −150 °C, 

temperatura que permet una llarga estabilitat cel∙lular. 

Per  dur  a  terme  el  control  de  qualitat  dels  productes  criopreservats,  de manera 

paral∙lela  al  procés  de  congelació  de  les  CPH,  es  criopreserven  tubs  sentinella  o 

criovials, que es descongelen per a la seva anàlisi i que permeten garantir la seguretat 

del producte i el seu alliberament. Més endavant es descriuen els controls de qualitat 

duts a terme en aquestes mostres. 

Posteriorment,  les CPH criopreservades  són descongelades  ràpidament a 37 °C en  

10‐15 minuts  per minimitzar  l’expansió  dels  cristalls  de  gel  i  diluir  l’increment  de 

concentració de la solució cel∙lular, que poden conduir a la lesió cel∙lular. Per aquests 

motius,  els  protocols  de  descongelació  (> 80 °C/min)  són  tan  crítics  com  els  de 

congelació. Finalment, un cop descongelat el producte, es procedeix a administrar‐lo 

al pacient en un temps inferior a 30‐60 minuts. 

S’han descrit reaccions adverses a la infusió relacionades amb el DMSO, habitualment 

lleus,  que  inclouen  les  nàusees  i  les  tremolors,  que  poden  ser  controlades  amb 

medicació profilàctica o amb  la disminució de  la velocitat d’administració  [54]. En 

alguns  casos,  s’han  reportat  reaccions  greus  relacionades  amb  el  DMSO,  amb 

esdeveniments cardiovasculars, neurològics  i pulmonars [55‐58]. La dosi exacta de 

toxicitat per DMSO en humans es desconeix,  tot  i que es  recomana que pacients 

adults i pediàtrics rebin < 1 g/kg en un període de 24 hores [59]. Cal destacar que altes 

dosis de DSMO s’han administrat en contextos  fora del trasplantament sense que 
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se’n detectin efectes adversos. Per tant, tot i que sembla que el DSMO pot associar‐

se a reaccions adverses, aquestes solen ser lleus i ben tolerades amb el maneig actual. 

Tot  i  així,  alguns  laboratoris  de  processament  cel∙lular  renten  els  productes 

criopreservats  abans  de  la  seva  administració,  no  només  en  situacions  especials 

(> 1 g/kg/dia de DMSO, pacients pediàtrics), sinó de manera rutinària per prevenir el 

risc  de  l’administració  del  DMSO  [54].  Hi  ha  diferents mètodes  de  rentat,  però 

generalment aquest processament consisteix en  l’addició de  líquid estèril com ara 

sèrum  salí,  albúmina o dextran  en  el producte,  llavors  se  centrifuga  i  es  retira  el 

sobrenedant. El rentat pot conduir a una certa pèrdua de cel∙lularitat, del 10‐30 %, a 

més  del  consum  de  temps  per  al  laboratori  i  el  cost  i  el  risc  d’oportunitats  de 

contaminació  [60,  61].  D’acord  amb  la  literatura  disponible,  les  CPH  congelades 

majoritàriament no  requereixen  cap  rentat  si no  se  supera el  límit d’1 g/kg/dia de 

DMSO. 

3.4 CONTROL DE QUALITAT 

El control de qualitat permet mesurar, testar  i monitorar cadascun dels passos del 

flux de  la donació de CPH  fins a  l’alliberament per a  l’administració en el pacient 

(figura 6). Els objectius del control de qualitat són els següents: 

— Garantir  la seguretat de  les CPH minimitzant el  risc de  transmissió de malalties 

infeccioses. 

—  Garantir  l’eficàcia  del  producte  assegurant  un  nombre  adequat  de  cèl∙lules 

funcionals per establir l’empelt en el pacient. 

Hi ha proves de competència requerides pels laboratoris que determinen els controls 

de qualitat. Aquestes proves inclouen els comptatges cel∙lulars, la viabilitat, els tests 

d’esterilitat i els tests d’avaluació d’unitats formadores de colònies (UFC). 
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3.4.1 Tests de seguretat 

El primer pas per minimitzar el risc de contaminació microbiològica de les CPH es fa 

mitjançant  l’avaluació  de  l’elegibilitat  del  donant.  Aquesta  consisteix  en  una 

entrevista  mèdica  i  una  exploració  física  per  descartar  malalties  infeccioses 

transmissibles, així com la determinació en SP de marcadors infecciosos [62]. Un cop 

es  fa  la  col∙lecta de  les CPH,  i després del  seu processament  cel∙lular,  cal obtenir 

mostres del producte per fer tests microbiològics. Si alguna de les dues mostres és 

positiva, es podrà determinar en quin moment ha ocorregut la contaminació. Aquests 

tests han de detectar bacteris aeròbics, bacteris anaeròbics  i fongs que puguin ser 

presents en el producte, mitjançant tècniques d’incubació durant un període validat, 

com  a mínim de  set dies. Aquests mètodes  automatitzats  incorporen un  sistema 

d’incubació‐detecció computada amb una gran varietat de medis, molts dels quals 

contenen  una  substància  per  inhibir  els  antibiòtics,  que  permeten  la  detecció  de 

creixement microbiològic automàtic. Molts laboratoris de processament fan servir el 

sistema BACT/ALERT. Aquest mètode no invasiu consisteix en un sensor de detecció 

del creixement microbiològic a través de  la producció de CO2. Els microorganismes 

que hi ha en el medi  i que alliberen CO2 alteren el color del recipient  i, per tant, és 

detectat  pel  sensor.  En  cas  de  creixement,  es  procedeix  a  la  identificació  del 

microorganisme i l’antibiograma.  

La  limitació d’aquests  tests d’incubació és que, en casos de productes en  fresc,  la 

detecció de contaminació microbiològica es pot evidenciar després de l’administració 

del producte, fet que es pot prevenir si un producte es criopreserva. No obstant això, 

a diferència d’altres substàncies d’origen humà,  la contaminació microbiològica de 

les  CPH  no  sempre  comporta  el  seu  rebuig,  donat  que  són  productes  dirigits  i 

irreemplaçables per a un pacient  i, per  tant, cal avaluar el  risc‐benefici del seu ús. 

Aquesta  decisió  depèn  de  la  susceptibilitat  per  antibiograma,  el  tipus  de 

microorganisme, la quantitat de producte disponible i l’estat del pacient, entre altres 

factors.  En  els  casos  en  què  s’han  administrat  productes  contaminats,  no  s’han 

descrit reaccions adverses greus [63]. 
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En el cas de les CPH d’SP, aquestes tenen un risc de contaminació molt baix atès que 

l’obtenció de les cèl∙lules es fa amb equips d’un sol ús amb circuit tancat, a diferència 

d’altres fonts com l’MO o l’SCU, que poden ser contaminades per microorganismes 

de  la  flora  cutània  com  els  Staphylococcus  coagulasanegatius  o  els  Cutibacterium 

acnes [63]. 

3.4.2 Tests d’identitat 

Molts laboratoris de processament cel∙lulars fan servir analitzadors hematològics per 

determinar  la  concentració  cel∙lular  dels  productes,  les  subpoblacions  de  la  sèrie 

blanca  i el nombre de plaquetes  i d’hematies. El nombre cèl∙lules nucleades totals 

(CNT) en combinació amb el nombre de cèl∙lules CD34+ és la mesura més estesa per 

avaluar  la  qualitat  d’un  producte  col∙lectat.  Addicionalment,  productes  amb  un 

percentatge  superior  de  CMN  correlacionen  amb millors  viabilitats  després  de  la 

descongelació  i  menys  reaccions  adverses  a  la  infusió  [64].  En  relació  amb  la 

manipulació de productes,  la recuperació de CNT  i de CD34+ és  imprescindible per 

avaluar que el procés s’ha dut a terme de manera adequada amb unes recuperacions 

cel∙lulars conformes. En manipulacions com la reducció d’hematies, cal considerar la 

recuperació de CMN i la reducció d’hematies com a criteris de conformitat donat que 

formen part de l’objectiu del procés. 

El comptatge de cèl∙lules CD34+ es determina com a marcador de CPH, ja sigui en SP 

en individus sotmesos a mobilització com en el producte per garantir una quantitat 

mínima. La seva determinació, com s’ha comentat anteriorment, és el predictor més 

reproduïble  de  velocitat  d’empelt.  La  seva  determinació  es  mesura  mitjançant 

citometria de  flux,  fent servir anticossos monoclonals que reconeixen un epítop o 

diversos  de  l’antigen  CD34  de  la  membrana.  La  International  Society  for 

Hematotherapy  and  Graft  Engineering  (ISHAGE)  facilita  un  algorisme  robust  i 

reproduïble per mesurar  les cèl∙lules CD34+ d’SP  i dels productes d’afèresi a partir 

dels paràmetres forward scatter i side scatter, i la intensitat de tinció de les poblacions 

de CD45+  i CD34+  [65]  (figura 9). Actualment, es  recomana emprar  la plataforma 

simple per a la determinació de les cèl∙lules CD34+. 
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Figura 11. Enumeració de cèl∙lules CD34+ en una mostra de leucafèresi mobilitzada utilitzant un 

protocol basat en la ISHAGE fet mitjançant l’aparell Navios EX pel laboratori cel∙lular del BST. La 

descripció dels diagrames es fa d’esquerra a dreta i de dalt a baix. Diagrama 1: es defineix la regió 

«CD45+ totals», que determina les cèl∙lules CD45+. Diagrama 2: és un diagrama de referència 

(informatiu), on es defineix el llindar de positivitat per a CD34 i CD45. Diagrama 3: es defineix la regió 

«CD34+», que determina les cèl∙lules CD34+ que tenen una complexitat limfoide. Diagrama 4: es 

defineix la regió «CD34+CD45low», que determina les cèl∙lules CD34+ i que, a més, mostra una baixa 

expressió per al CD45 (CD45low). Diagrama 5: a partir de les cèl∙lules CD45+ totals seleccionades al 

diagrama 1, es defineix la regió «CD45 viables», que determina les cèl∙lules CD45+ que són 7‐AAD 

negatives. Diagrama 6: a partir de les cèl∙lules CD34+ totals seleccionades al diagrama 8, es 

determina la regió «CD34+ viables» (7‐AAD negatives). Diagrama 7: defineix la regió «clúster control 

limfòcits», que determina els paràmetres FS i SS de la població limfoide. Diagrama 8: determinem les 

cèl∙lules CD34+ que tenen una expressió CD45low i que tenen una mida o complexitat limfoide. 

Diagrama 9: a partir de les cèl∙lules CD45+ totals, i seleccionant la població limfoide per a FSC/SSC, es 

defineix la regió «Limfòcits CD3+». Diagrama 10: a partir de les cèl∙lules CD3+, es defineix la regió 

«Limfòcits CD3 viables», que determina les cèl∙lules CD3+ que són 7‐AAD negatives. Diagrama 11: es 

defineixen les dues poblacions (M1 i M2) de les microesferes de recompte, i es verifica que la relació 

entre les dues poblacions compleix l’especificat en cada lot, que ha de ser aproximadament un 50 % 

de cadascuna. Diagrama 12: es visualitza l’adquisició de les microesferes de recompte al llarg del 

temps per confirmar que l’adquisició ha estat estable. Es defineix la regió «CAL», que inclou els 

singlets de les beads (s’exclouen doblets i detritus) i el seu valor s’utilitza per fer els càlculs de 

concentració cel∙lular. Font: LTC del BST per cortesia de Margarita Codinach. 
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3.4.3 Tests de viabilitat 

Per garantir que les CPH són funcionals i que, per tant, mantenen la seva capacitat de 

repoblar  l’hematopoesi  del  pacient,  cal  determinar  la  viabilitat  de  les  cèl∙lules. 

Aquesta  mesura  es  fa  mitjançant  la  determinació  de  la  integritat  física  de  la 

membrana cel∙lular. En aquest sentit, les cèl∙lules necròtiques presenten porus en la 

membrana  que  la  fan  permeable.  Hi  ha mètodes  antics  per  tinció  impermeable, 

principalment  amb  blau  tripan,  que marquen  les  cèl∙lules  blanques  necròtiques. 

Mètodes més actuals com la citometria de flux amb 7‐aminoactinomicina D (7‐AAD), 

marcador  que  s’uneix  a  l’ADN,  permeten  avaluar  la  viabilitat  en  diferents 

subpoblacions  cel∙lulars  (CD45,  CD34,  CD3,  etc.).  La  limitació  d’aquests  tests 

d’avaluació d’integritat de la membrana és que en els productes cel∙lulars és habitual 

la presència de necrosis, però també d’apoptosi. Aquesta última situació manté  la 

integritat  de  la  membrana  i,  per  tant,  requereix  altres  anàlisis  per  a  la  seva 

determinació.  

Aquests mètodes d’avaluació de la viabilitat representen un repte quan s’analitza una 

mostra descongelada en comparació a una mostra en fresc, donat que poden haver‐

hi situacions que alteren els seus resultats. Primer de tot, les cèl∙lules en descongelar‐

se es rehidraten  i poden, transitòriament, presentar porus a  la membrana [66]. De 

manera  semblant,  les  cèl∙lules  descongelades  experimenten  una  supressió 

metabòlica de la seva activitat i se’n demora la recuperació [67]. Finalment, l’estrès 

de  la  congelació‐descongelació  de  les  CPH  s’ha  demostrat  que  pot  donar  com  a 

resultat  una  apoptosi  cel∙lular,  en  la  qual  es manté  la  integritat  de  la membrana 

cel∙lular [68]. Per tant, en funció del temps després de  la descongelació en què es 

determina la viabilitat, aquesta pot variar. 

3.4.4 Tests de potència 

Una altra manera d’avaluar la funcionalitat de les CPH és a través de la mesura de les 

UFC  en  un  medi  de  metilcel∙lulosa  suplementat  amb  factors  de  creixements 

específics. Aquest test ex vivo permet determinar el nombre  i el tipus (vermelles o 
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blanques) de CPH que són capaces de proliferar i formar colònies in vitro. Mesuren el 

nivell d’activitat biològica o funcional de les CPH i són emprats com a subrogant de 

l’efecte in vivo de les cèl∙lules. El resultat de les UFC‐granulomacròfagues (GM) pot 

ser un predictor d’empelt  [69]. Aquest  test  funcional és emprat habitualment en 

productes per a  investigació, en avaluació de programes d’estabilitat, així com per 

avaluar l’impacte de desviacions o davant de resultats pobres de viabilitats. Tot i que 

la  lectura  d’UFC‐GM  permet  disposar  d’un  valor  quantitatiu,  la  interpretació  dels 

resultats  és  més  aviat  qualitativa  (creixement,  no  creixement)  com  a  criteri 

d’alliberament.  

Algunes limitacions d’aquest assaig són les següents: (1) el cost del material, (2) el 

temps necessari per implementar la tècnica, (3) la dificultat de la interpretació, (4) 

la necessitat d’entrenament especialitzat, (5) el temps de cultiu (aproximadament 

10‐14 dies) abans de fer la lectura dels resultats i (6) la variabilitat de resultat entre 

laboratoris.  Per  a  aquesta  última  limitació,  STEMCELL  Technologies  ofereix  un 

programa de competència específic per a la determinació d’UFC: altres alternatives 

a la lectura d’UFC són els mètodes semiautomàtics com el test de potència HALO, 

que  avaluen  l’activitat  proliferativa  a  partir  de  la  generació  d’adenosinatrifosfat 

(ATP) [70]. 

 

   

Figura 12. Lectura de les UFC en una mostra d’una leucafèresi mobilitzada. Les cèl∙lules se sembren 

en 1 ml de metilcel∙lulosa (STEMCELL Technologies) suplementat amb 100 µl d’IMDM (Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium), s’homogeneïtza amb vòrtex, es deixa reposar uns minuts i amb una 

xeringa s’aspira tot el volum i se sembra per duplicat en una placa de Petri de 33 mm de diàmetre. 

Les plaques s’incuben juntament amb una plaqueta amb aigua durant 10‐14 dies amb un 5,5 % de 
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diòxid de carboni, a 37 °C i a una humitat superior al 90 %; finalment, se’n fa la lectura. A la imatge de 

l’esquerra, s’observa una colònia blanca (GM) amb un augment ×4. A la imatge de la dreta, es veu 

una colònia vermella (eritroide) amb un augment ×4. Totes dues fotografies en fons negre. Font: LTC 

del BST per cortesia de Margarita Codinach. 

3.4.5  Avaluació in vivo 

La mesura dels temps per a  la recuperació de neutròfils  i plaquetes en el receptor 

d’un TPH proporciona una informació essencial sobre la qualitat de les CPH. El temps 

esperat d’empelt de neutròfils  (> 500/µl en  tres determinacions consecutives)  i de 

plaquetes  (> 20.000/µl  en  tres  determinacions  consecutives  sense  suport 

transfusional en els set últims dies) està entre els 10 i els 14 dies en el trasplantament 

autòleg. En el cas del TPH al∙logènic d’SP i d’MO de donant familiar amb HLA idèntic, 

un estudi de  l’EBMT va demostrar un temps de recuperació de neutròfils de 12  i 14 

dies,  respectivament,  i  un  temps  de  recuperació  de  plaquetes  de  15  i  20  dies, 

respectivament  [71].  No  obstant  això,  aquesta  mesura  de  presa  es  pot  veure 

influenciada per altres factors com el condicionament emprat, la compatibilitat d’HLA 

de donant‐receptor, la profilaxi de l’MECH i les complicacions després del TPH. 

Altres determinacions de l’eficàcia in vivo de les CPH administrades en els pacients és 

l’avaluació de  la  recuperació  immunitària a  través de cèl∙lules B  i T,  i  tècniques de 

quimerisme que es basen en les diferències de marcadors genètics polimòrfics entre 

el donant i el receptor del TPH.  

3.5 FACTORS BIOLÒGICS DELS PRODUCTES QUE IMPACTEN EN ELS 
RESULTATS DEL TRASPLANTAMENT I EN EL CONTROL DE 
QUALITAT 

Des dels seus inicis fins a l’actualitat, la indicació del TPH es basa en una avaluació dels 

riscs  i els beneficis del procediment en un pacient. Els beneficis venen donats per 

l’eliminació de les cèl∙lules tumorals, en el cas del TPH autòleg, i per l’esmentat efecte 

de l’empelt contra el tumor, en el cas del TPH al∙logènic. Històricament, els factors 

clínics que s’associen a millors resultats del TPH són l’edat, el tipus de malaltia, l’estat 

de la malaltia, l’estat general del pacient, el tipus de donant i la disparitat d’HLA, la 
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font  de  progenitors,  la  compatibilitat  de  CMV  de  receptor‐donant,  les 

característiques del donant (edat, sexe) i les comorbiditats del pacient. No obstant 

això, no hi ha tanta literatura en relació amb la manera com influeixen en els resultats 

del TPH les característiques dels productes infosos i com es pot mantenir la qualitat 

dels productes. Aquest últim aspecte serà la base central de la present tesi doctoral. 

Com  s’ha  descrit  anteriorment,  per  aconseguir  l’èxit  del  TPH  és molt  important 

assegurar que les CPH tinguin un nombre i una qualitat adequats per a cada tipus de 

TPH,  ja  sigui  autòleg  o  al∙logènic,  o  de  diferent  font,  com  ara  SP,  MO  o  SCU. 

Anomenem  factors  biològics  del  producte  les  característiques  cel∙lulars  tant 

quantitatives,  entenent  la  dosi,  com  qualitatives,  quant  a  la  funcionalitat.  Les 

característiques cel∙lulars (dosis de CN, cèl∙lules CD34+, CD3+, entre d’altres) tenen 

un paper a  l’hora de  facilitar  l’empelt en els pacients, així com en  la  resposta a  la 

malaltia  i  en  la  supervivència  global  (SG).  Per  contra,  la  cel∙lularitat  pot  ser  un 

condicionant de risc per complicacions post TPH com  l’MECH. Les característiques 

qualitatives  o  funcionals,  tradicionalment,  han  tingut  un  paper  com  a  control  de 

qualitat ex vivo  i es correlacionen amb  la capacitat proliferativa de  les CPH  in vivo. 

Aquests factors biològics cel∙lulars són considerats de gran importància en l’actualitat 

per avaluar els resultats del TPH. Aquests factors són el nucli essencial d’aquesta tesi 

doctoral. 

El TPH autòleg és un procés que pràcticament sempre es fa criopreservat, la intensitat 

de condicionament és homogènia  i no hi ha  l’efecte d’incompatibilitat d’HLA. Per 

tant, en aquesta modalitat de TPH, hi ha menys factors de confusió a l’hora d’analitzar 

l’impacte de les característiques dels productes en els resultats clínics del TPH. El TPH 

autòleg serà el seleccionat pel primer treball que forma part d’aquesta tesi doctoral, 

per investigar l’efecte de les característiques biològiques dels productes destinats a 

TPH en els resultats clínics d’SG i supervivència lliure de malaltia (SLM). 

Com s’ha descrit anteriorment, la criopreservació és la manipulació més àmpliament 

emprada en un laboratori de processament cel∙lular. Aquest procés pot afectar en la 

quantitat  i  la  funcionalitat dels productes de teràpia cel∙lular. L’única modalitat de 
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TPH en la qual es fa l’administració dels productes en fresc o descongelats és en el 

TPH al∙logènic, ja sigui de font d’SP o d’MO, tot i que en els donants no emparentats 

és excepcional l’ús de productes congelats. Per aquest motiu, el segon treball inclòs 

en aquesta tesi doctoral avalua l’impacte clínic de la criopreservació en la modalitat 

de TPH al∙logènic d’SP de donant no  familiar comparant‐lo amb  l’administració en 

fresc.  

Finalment, el fet de garantir un bon control de qualitat de la criopreservació no només 

depèn  del  procés  mateix  de  congelació,  sinó  també  de  les  característiques  del 

producte recol∙lectat i del temps fins al seu processament. Per tant, el tercer treball 

d’aquesta tesi doctoral investiga els factors que impacten en els controls de qualitat 

després de la descongelació dels productes cel∙lulars. Per dur a terme aquest últim 

treball,  s’han  seleccionat  les  donacions  de  CPH  d’SP  al∙logèniques  familiars  i  de 

donant no emparentat (DNE) criopreservades. 

3.5.1 Impacte clínic de la viabilitat i la potència en el TPH autòleg 

Tal com s’ha descrit anteriorment,  la dosi de cèl∙lules CD34+/kg administrada en el 

pacient  receptor  d’un  TPH  autòleg  prediu  la  velocitat  d’empelt,  fet  ja  suggerit 

històricament per l’autor Siena i altres autors posteriorment [72‐74]. En relació amb 

l’impacte clínic de  la dosi de CD34/kg en els resultats del TPH autòleg, els resultats 

són controvertits. Alguns autors com Gordan  i col∙laboradors han demostrat en 90 

malalts amb diagnòstic d’LNH i LH una millor SLM i SG en el grup que va rebre una 

dosi superior de 2 × 106 CD34/kg en comparació al grup que no va arribar a aquesta 

dosi [74]. El grup liderat per Bolwell i col∙laboradors va fer un estudi amb 693 pacients 

amb diagnòstic d’LNH i LH sotmesos a TPH autòleg, i es va evidenciar una millor SG 

en  els  pacients  supermobilitzadors  que  van  rebre  més  de  8 × 106  de  cèl∙lules 

CD34+/kg,  tot  i que aquest grup de malalts supermobilitzadors presentaven altres 

factors favorables relacionats amb la malaltia que podrien explicar en part aquests 

resultats de supervivència. En el seu treball, la dosi de cèl∙lules CD34+/kg infosa no va 

tenir  cap  impacte  en  la  recaiguda  de  la malaltia  [65].  L’estudi  que  ha  avaluat  la 

influència de la dosi de CD34/kg infosa en 158 pacients amb diagnòstic d’MM no ha 
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objectivat diferències significatives en relació amb l’SG [77]. No obstant això, sí que 

van demostrar que la concentració alta de cèl∙lules CD34+ en SP el dia de la col∙lecta 

(supermobilitzadors)  sí que  impactava de manera  significativa en  la  supervivència 

d’aquests  malalts.  La  hipòtesi  que  expliquen  aquests  autors  és  que  tenir  una 

concentració alta de cèl∙lules CD34+ a SP podria ser un subrogant de nínxol medul∙lar 

intacte amb conservació de la capacitat regenerativa. Un altre estudi que va analitzar 

390 malalts amb diagnòstic d’MM i sotmesos a TPH autòleg va confirmar que una dosi 

per  sobre  de  6,55 × 106  de  cèl∙lules  CD34+/kg  tenia  un  impacte  en  la  velocitat 

d’empelt, però no en l’SG ni en la mortalitat relacionada amb el trasplantament [78].  

Els  estudis  descrits  anteriorment  confirmen majoritàriament  uns millors  resultats 

d’SG  i  SLM  en malalts  amb  diagnòstic  d’LNH  i  LH  quan  reben  dosis  de  cèl∙lules 

CD34+/kg més  altes,  tot  i  que  hi  ha  disparitat  en  el  llindar  d’aquesta  correlació. 

Aquests  treballs  també suggereixen una manca de correlació de supervivència en 

malalts amb diagnòstic d’MM sotmesos a TPH autòleg amb dosi de cèl∙lules CD34+/kg 

alta. Una similitud, i una limitació, que tenen aquests estudis és que tenen en compte 

la dosi de cèl∙lules CD34+/kg abans de  la congelació en comptes de després de  la 

descongelació, que és la que realment reben els pacients. Pocs estudis han analitzat 

l’impacte del producte després de la descongelació. L’autor Bai i col∙laboradors van 

demostrar en 446 pacients amb diagnòstic de limfoma i MM sotmesos a TPH autòleg 

una  correlació  estreta  entre  la  dosi  de  cèl∙lules  CD34+/kg  en  fresc  i  la 

postdescongelada (r2 = 0,8448) [79]. No obstant això, tot  i aquesta correlació, cal 

tenir  present  la  variabilitat  de  pèrdua  de  cèl∙lules  CD34+  viables  després  de  la 

criopreservació, que pot arribar a ser del 0‐83 % [80]. Turunen  i col∙laboradors van 

analitzar 129 pacients amb diagnòstic d’LNH sotmesos a TPH autòleg i van evidenciar 

que una dosi de cèl∙lules CD34+/kg vives després de  la descongelació de > 2,5 × 106 

s’associava a una millor SG i SLM en l’anàlisi multivariant.  

Probablement, hi ha altres causes relacionades amb la malaltia que afecten l’evolució 

clínica  post  TPH,  així  com  factors  relacionats  amb  altres  subpoblacions  cel∙lulars 

presents en el producte que també puguin influir. En aquest sentit, hi ha estudis que 
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han demostrat una millor SG i SLM en malalts sotmesos a TPH autòleg els productes 

del qual contenien una quantitat de limfòcits, cèl∙lules CD3+/CD4+ i natural killer (NK) 

més alta [80, 81].  

En relació amb l’avaluació de la potència dels productes descongelats (UFC‐GM) i el 

seu impacte clínic, Yang i col∙laboradors van analitzar en 78 donacions autòlogues de 

CPH d’SP criopreservades les cèl∙lules CD34+/kg vives infoses i les UFC dels productes 

descongelats. Van evidenciar una correlació d’aquestes dues variables en la velocitat 

d’empelt dels pacients. En el cas de les UFC‐GM es va correlacionar amb l’empelt de 

neutròfils, però no de plaquetes. Cal remarcar que tots els productes analitzats van 

tenir uns  valors de  cèl∙lules CD34+/kg  i UFC‐GM per  sobre del mínim estipulat de 

2 × 106/kg i 1 × 105/kg, respectivament [82].  

Diferents  autors  han  demostrat  una  correlació  entre  les  UFC‐GM  després  de  la 

congelació i una velocitat d’empelt no només en el TPH autòleg, sinó també en altres 

fonts  com  l’SCU  [83]. Addicionalment,  aquests  tests  de  potència  poden  tenir  un 

impacte  en  els  resultats  clínics  del  TPH  d’SCU,  com  ha  demostrat  Nerea  i 

col∙laboradors,  que  va  evidenciar  en  110  pacients  una  correlació  entre  eficiència 

clonogènica (clon) i SG. [84]. La mesura del clon té en compte la quantitat de cèl∙lules 

CD34+ abans de la congelació respecte de les UFC totals, que representa un marcador 

més dinàmic de creixement in vitro. Fins avui, no hi ha cap estudi que hagi avaluat la 

correlació entre tests de potència (UFC‐GM) i resultats clínics com ara SG i/o SLM en 

el TPH autòleg. 

El fet d’analitzar  l’impacte dels controls de qualitat després de  la descongelació en 

els  resultats  clínics  del  TPH  autòleg  va  motivar  el  primer  treball  d’aquesta  tesi 

doctoral. 

3.5.2 Impacte clínic de la criopreservació en el TPH al∙logènic de sang perifèrica 

La congelació va permetre el desenvolupament dels bancs d’SCU, que és també  la 

manipulació més emprada en el TPH autòleg. El principal avantatge de la congelació 
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és la manca de pèrdua progressiva de CPH al llarg del temps. A finals del segle XX hi 

havia  una  preocupació  per  la  possibilitat  que  la  congelació  tingués  un  efecte 

perjudicial en els  resultats del TPH al∙logènic, principalment pel  fet de  lesionar  les 

cèl∙lules  T  i  altres  CMN,  per  això  majoritàriament  es  feien  en  fresc.  Altres 

preocupacions eren  la possibilitat d’efectes adversos relacionats amb el DMSO  i el 

risc de no fer servir les donacions congelades. Per aquest motiu, inicialment, només 

es feia la criopreservació de CPH d’MO i d’SP en situacions excepcionals relacionades 

amb l’estat del donant i/o del pacient. Shinkoda i col∙laboradors van descriure el cas 

de dos bessons a qui es va diagnosticar una leucèmia aguda mieloblàstica en un mes, 

que van rebre un TPH al∙logènic d’MO del seu germà amb HLA  idèntic d’una única 

col∙lecta. Un dels bessons va rebre la meitat de la donació en fresc i l’altre bessó, un 

mes més tard, va rebre  l’altra meitat del producte congelat. Ambdós pacients van 

presentar un temps de recuperació mieloide  i d’MECH similar,  i es va aconseguir  la 

remissió  de  la  malaltia  al  cap  de  quatre  anys  [85].  Els  primers  estudis  fets  de 

congelació de CPH al∙logèniques fora de l’SCU, inicialment, van ser amb la font d’MO, 

amb un nombre de casos limitats [86, 87] i majoritàriament amb donants familiars. 

Els  resultats van evidenciar majoritàriament que  la  criopreservació no era  inferior 

quant als resultats al TPH (empelt, MECH aguda i supervivència al cap de 100 dies) en 

comparació als productes en fresc. L’autor Eckardt i col∙laboradors van objectivar fins 

i tot una incidència més baixa d’MECH aguda en el grup criopreservat d’MO (20 %) en 

comparació al 57,5 %  trobat en el grup en  fresc  (estadísticament  significatiu),  i va 

plantejar una hipòtesi que la població de cèl∙lules T és més sensible a la congelació‐

descongelació  [88].  En  conclusió,  no  hi  havia  prou  literatura  per  recomanar 

l’administració  d’MO  en  fresc  per  sobre  de  la  congelada.  Addicionalment,  la 

congelació representava un avantatge logístic, perquè permet la flexibilitat del TPH, 

i  de  seguretat,  perquè  garanteix  la  disponibilitat  d’un  bon  producte  abans  de 

començar el  condicionament del malalt. No obstant això,  també es van descriure 

alguns  inconvenients potencials de  la congelació, com ara  l’augment de  reaccions 

adverses no greus per la presència de DMSO i la no utilització de productes, posant 

els donants en un risc innecessari [89]. 
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Els  resultats  encoratjadors  de  la  criopreservació  de  CPH  d’MO  va  donar  pas  a 

l’augment de congelacions de productes d’SP. Ja era coneguda la quantitat més gran 

de limfòcits T en aquesta font i el risc més alt d’MECH crònica en comparació a l’MO. 

Per tant, tornant a la hipòtesi plantejada per Eckardt de l’impacte de la congelació‐

descongelació de cèl∙lules T, la criopreservació podria tenir un efecte diferent en la 

font d’SP. Ràpidament se’n van publicar els primers estudis. Kim i col∙laboradors van 

analitzar 105 TPH al∙logènics d’SP de donant familiar criopreservats entre el 2003 i el 

2005  i els van comparar amb una cohort històrica de 106 malalts que van rebre el 

producte en fresc. Els diagnòstics dels pacients van ser hemopaties malignes. No van 

trobar diferències significatives entre el grup de criopreservats i en fresc en relació 

amb l’empelt de neutròfils (17 i 18 dies, P = 0,178, respectivament) ni de plaquetes (13 

dies, P = 0,785). Tampoc no hi va haver diferències entre el grup de pacients que va 

rebre el TPH d’SP  familiar criopreservat en comparació al grup en  fresc quant a  la 

recuperació  limfoide (22 dies, P = 0,923), els resultats clínics com MECH aguda II‐IV 

(78,2 %  i 81,2 %, P = 0,113), MECH crònica al cap de  l’any (83,8 %  i 90,6 %; P = 0,675), 

recaiguda al cap de dos anys (26,6 % i 19,4 %, P = 0,295), mortalitat no relacionada amb 

recaiguda (MNR) al cap de l’any (24,6 % i 20,4 %, P = 0,340) ni amb SG al cap de dos 

anys (52,7 % i 59,4 %, P = 0,668), respectivament. La dosi rebuda de cèl∙lules CD34+/kg 

va ser similar en els dos grups [90]. Altres autors com Parody  i col∙laboradors van 

confirmar els resultats ja objectivats pel grup de Kim en comparar 224 TPH al∙logènics 

d’SP de donant  familiar  respecte de  107  TPH  en  fresc  [91]. Aquests  resultats  van 

consolidar la política d’alguns centres de TPH de congelar les CPH d’SP de donants 

familiars, cosa que facilita la logística del trasplantament. 

A principis de l’any 2020, arran de l’aparició de la pandèmia de COVID‐19, les autoritats 

competents  i  les organitzacions  internacionals van  recomanar  la congelació de  les 

CPH de donants no familiars. Aquesta decisió va ser presa pels riscos següents en els 

donants i en els receptors: (1) la infecció per COVID‐19 en el donant, tot i que no hi ha 

estudis  que  n’hagin  demostrat  la  transmissió  a  través  del  TPH,  posava  en  risc  la 

col∙lecta de  les CPH;  (2)  l’estat d’emergència declarat  en molts països  limitava  el 

transport aeri, mitjà de transport  imprescindible per a  les donacions  localitzades a 



Progenitors hematopoètics de sang perifèrica: característiques del producte que impacten en el 
receptor i en els controls de qualitat del processament 

64 

llarga distància, i allargava el temps fins a l’arribada del producte al CT, i (3) la infecció 

per COVID‐19 en un receptor que ha de començar el condicionament per al TPH podia 

representar  complicacions  greus.  Fins  ara,  excepte  en  situacions  excepcionals 

relacionades amb l’estat del pacient, l’administració de les CPH al∙logèniques de DNE 

tradicionalment es feia en fresc. Per tant, els estudis disponibles sobre l’impacte de 

la  criopreservació  en  el  TPH  al∙logènic d’SP de DNE  eren  limitats.  L’autor Medd  i 

col∙laboradors van  incloure en  la seva anàlisi de 76 pacients sotmesos a TPH d’SP 

criopreservat un subgrup de 19 pacients no emparentats i els va comparar amb 126 

TPH  en  fresc,  amb  un  subgrup  de  60  pacients  no  emparentats.  No  hi  va  haver 

diferències  significatives  en  l’empelt  ni  en  altres  resultats  clínics,  però  no  es  van 

subanalitzar per  separat  els pacients no  emparentats. Addicionalment,  en  aquest 

treball es descriu el motiu de  la  congelació dels productes dels donants  familiars 

(donant de > 60 anys, diferència de pes superior al 40 % i comorbiditat del donant), 

però  dels  productes  dels  donants  no  emparentats  no  s’especifica  i  simplement 

s’indica que va ser per motius logístics [92]. Un article publicat per Lioznov va posar 

en alerta  la criopreservació de CPH d’SP de DNE per reportar que 9 de 33 pacients 

(27 %) van presentar una fallida d’empelt. Novament, conclouen que aquests resultats 

tan diferents respecte de la seva cohort històrica podien ser deguts en part al biaix 

de preselecció dels pacients que van rebre els productes no emparentats,  ja que 8 

dels  9  pacients  amb  fallida  d’empelt  van  rebre  un  condicionament  d’intensitat 

reduïda, règim que pot ser emprat en malalts amb comorbiditats. Addicionalment, la 

dosi de cèl∙lules CD34+/kg que van rebre alguns malalts va ser inferior a 2 × 106. Per 

tant, el possible efecte deleteri de la congelació podria ser més intens en aquest grup 

de malalts amb comorbiditats (susceptibles a complicacions posttrasplantament) i en 

malalts que  reben una dosi de CD34/kg baixa  [93].  Finalment, el grup  liderat per 

Hamadani i col∙laboradors va publicar a l’inici de la pandèmia de COVID‐19 un treball 

en  què  va  analitzar  l’impacte  de  la  criopreservació  en  pacients  sotmesos  a  TPH 

al∙logènic amb profilaxi de l’MECH amb ciclofosfamida post TPH. En aquest treball es 

van comparar 274 pacients en el grup amb producte criopreservat en comparació a 

1.080 en el grup amb producte en fresc. No obstant això, únicament es van incloure 

66 pacients que van rebre el producte congelat de DNE i, de nou, no es disposava del 
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motiu de  la congelació d’aquests productes. Els autors van concloure que no hi va 

haver diferències significatives en l’empelt, l’MECH, la recaiguda i l’SG entre els dos 

grups sense subanalitzar els donants no familiars [94]. 

De  manera  resumida,  els  estudis  descrits  anteriorment  en  relació  amb  la 

criopreservació  de  CPH  d’SP  de  DNE  presentaven  les  limitacions  següents:  (1)  el 

nombre de pacients inclosos era relativament baix, (2) hi ha un biaix de selecció dels 

pacients pel desconeixement del motiu de la criopreservació o per l’estat del malalt i 

(3) no es va fer cap subanàlisi dels pacients que van rebre els productes de donants 

no familiars. Per aquests motius, confirmar que la congelació de CPH d’SP de DNE no 

tenia cap efecte deleteri en el pacient va esdevenir de gran importància per provar 

que aquest canvi de política arran de la pandèmia de COVID‐19 de criopreservar tots 

els productes era segur per als pacients. Això va conduir el nostre grup a elaborar el 

segon treball d’aquesta tesi doctoral. 

3.5.3 Impacte de les característiques dels productes col∙lectats en els controls de 
qualitat després de la criopreservació de les donacions de CPH 
al∙logèniques de sang perifèrica 

És conegut que el que passa des del moment de  l’obtenció de  les cèl∙lules fins a  la 

seva criopreservació pot influir en la resposta de les CPH a l’estrès de la congelació. 

Per exemple, Hubel i coautors van demostrar que les condicions d’emmagatzematge 

i transport de  les cèl∙lules en suspensió  líquida (temps, temperatura, concentració 

cel∙lular  i solució d’emmagatzematge) poden  influir en  l’habilitat de  les CPH d’SCU 

per sobreviure a la criopreservació [95]. Per exemple, la temperatura de transport de 

les cèl∙lules abans del processament (ambient versus 2‐8 °C) s’ha demostrat que té un 

impacte en l’aïllament tant de les CPH d’SP com d’MO [96]. En relació amb les CPH 

d’SP, diferents estudis han demostrat que la viabilitat i les UFC‐GM del producte es 

mantenen estables durant les primeres 72‐96 hores si aquestes es conserven a 4 °C 

[97,98]. L’autora Antonenas i col∙laboradors van extreure mostres de 34 donacions 

de CPH d’SP  i  les van mantenir  refrigerades, a  temperatura ambient  i a 37 °C. Van 

objectivar que la pèrdua de cèl∙lules CD34+ vives a les 24, les 48 i les 72 hores, quan 

es van mantenir en fred, va ser del 9,4 %, el 19,4 % i el 28 %, respectivament. Per contra, 
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en mantenir‐les a temperatura ambient, la pèrdua va ser del 21,9 %, el 30,7 % i el 43,3 %, 

respectivament. Finalment, en conservar‐les a 37 °C, cap cèl∙lula CD34+ va romandre 

viva al cap de 24 hores [99]. Addicionalment, Jansen i col∙laboradors van analitzar, en 

12 donacions de CPH d’SP de donants sans, l’efecte no només de la temperatura, sinó 

també  de  la  concentració  de  CN.  El  seu  estudi  va  objectivar  que  a  temperatura 

ambient les cèl∙lules CD34+ viables disminuïen al 81 % amb una concentració inicial de 

25 × 106  CN/ml, mentre  que,  quan  la  concentració  arribava  a  200 × 106  CN/ml,  el 

descens de CD34+ vives era fins al 19 %. Quan les mostres es mantenien refrigerades, 

l’efecte de la concentració de CN/ml en la quantitat de cèl∙lules CD34+ vives fins a les 

48 hores va ser pràcticament inexistent, però no així en la supervivència d’UFC‐GM, 

que amb una concentració de 25 × 106 CN/ml va ser del 91,1 % en contrast amb el 85,8 % 

amb una concentració de 200 × 106 CN/ml, cosa que suggereix que  l’impacte d’una 

alta concentració de CN és deleteri per a la supervivència de les UFC‐GM [100]. 

Els estudis anteriors van analitzar l’efecte de les característiques dels productes de 

CPH  d’SP  que  s’administraven  en  fresc.  Com  s’ha  descrit  anteriorment,  la 

criopreservació representa un estrès per a les cèl∙lules. La demora entre la col∙lecta i 

la criopreservació és una situació cada cop més usual per la distància entre els CC i els 

laboratoris de processament; la mediana de temps és de 37 hores (rang de 19‐50 h) 

en  productes  obtinguts  a  Europa  destinats  als  Estats Units  [100].  L’autora  Fray  i 

col∙laboradors  van  analitzar  l’impacte  de  la  temperatura  (2‐8 °C,  temperatura 

ambient) i el temps (24, 48 i 72 hores) fins a la congelació de CPH d’SCU (N = 10), SP 

(N  =  11)  i  MO  (N  =  10)  [101].  Centrant‐se  en  l’SP,  es  va  objectivar  una  pèrdua 

significativa del 32,66 % de les UFC al cap de 48 hores entre la col∙lecta i la congelació 

(P = 0,006), pèrdua que es va prolongar fins a un 39,46 % al cap de 72 hores. Els autors 

van concloure que l’efecte de la demora de la criopreservació de CPH d’SP va tenir un 

impacte en  la  recuperació de  cèl∙lules CD34+ vives després de  la descongelació a 

partir  de  les  48  hores  (P  =  0,005).  També  van  observar  que  la  temperatura 

d’emmagatzematge òptima per mantenir la viabilitat de les CPH d’SP era de 2‐8 °C, tal 

com han descrit anteriors autors [97, 98]. La limitació principal d’aquest estudi va ser 

que el protocol de criopreservació emprat no va ser igual que el que es fa servir per a 
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la  criopreservació assistencial, en què els volums dels productes  són més alts  i  la 

criopreservació es fa en CRC. No obstant això, en comparar aquests dos mètodes de 

congelació diferents en mostres d’SCU,  la  recuperació d’UFC va ser únicament un 

7,2 % més baixa en congelar baixos volums; per tant, aquests resultats suggerien que 

eren reproduïbles en l’àmbit assistencial. 

Arran  de  la  pandèmia  de  COVID‐19,  es  va  recomanar  la  congelació  de  totes  les 

donacions de CPH, incloent‐hi les donacions de DNE. Com s’ha descrit anteriorment, 

aquest  tipus de donacions  representa una demora entre el  temps de col∙lecta  i el 

temps  de  criopreservació.  Aquesta  nova  situació  va  conduir  que  diferents  grups 

analitzessin l’impacte en situacions reals dels factors precongelació. L’autor Purtill i 

col∙laboradors  van  analitzar  288  donacions  al∙logèniques  de  CPH  d’SP 

criopreservades entre el 2015 i el 2019 en nou laboratoris de processament d’Austràlia 

[102].  Aquest  treball  va  incloure  tant  donants  familiars  com  donants  voluntaris. 

Aquest  grup  va  evidenciar  que  la  congelació  més  enllà  de  36  hores  tenia  una 

recuperació més baixa de cèl∙lules CD34+ vives després de la descongelació (un 72 % 

respecte d’un 77 %, P = 0,061) i més probabilitat d’una recuperació pobra després de 

la descongelació (< 50 % de cèl∙lules CD34+ vives). De manera addicional, també va 

analitzar l’efecte de la concentració de CN en la recuperació de cèl∙lules CD34+ vives 

després  de  la  descongelació,  establint  un  llindar  de  300 × 106  CN/ml,  el  qual  va 

impactar de manera significativa en una recuperació pobra de cèl∙lules CD34+ després 

de la descongelació (un 25 % respecte d’un 13 %, P = 0,021). Cal destacar que els cinc 

pacients que van rebre productes que van tenir una recuperació de cèl∙lules CD34+ 

vives després de la descongelació de menys del 50 % van empeltar neutròfils amb una 

mediana de temps de 16 dies (12‐33 dies). En aquest treball no es descriu la quantitat 

de CD34/kg que van rebre aquests malalts ni la funcionalitat dels controls de qualitat 

després de la descongelació (UFC‐GM) [102]. Posteriorment, aquest mateix grup va 

analitzar  148 pacients que van  rebre un TPH al∙logènic de DNE d’SP criopreservat. 

Aquest treball sí que va analitzar la dosi de cèl∙lules CD34+/kg vives administrades al 

pacient. No  va  objectivar  cap  correlació  entre  la  dosi  de  cèl∙lules  CD34+/kg  vives 

després de  la descongelació amb el temps dels neutròfils, però sí amb  l’empelt de 
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plaquetes  (hazard  ratio d’1,12 per  1 × 106 de cèl∙lules CD34+/kg de dosi,  interval de 

confiança del 95 % 1,01‐1,22, P = 0,26). La mediana de cèl∙lules CD34+/kg vives que van 

rebre els pacients va ser de 5,04 × 106/kg, però amb un  rang  inferior d’1,6 × 106/kg. 

Únicament sis malalts van presentar una fallida d’empelt, i la dosi de CD34/kg vives 

després de la descongelació va ser superior a 4 × 106 de cèl∙lules CD34+/kg en tots els 

casos excepte en dos malalts, que va ser de 2,8 i 3,2 × 106. Aquestes dosis en altres 

pacients no van conduir a  fallida d’empelt; per  tant,  fa pensar que  fins  i  tot dosis 

baixes  de  cèl∙lules  CD34+/kg  vives  presenten  capacitat  clonogènica  i,  per  tant, 

d’empelt  [103].  Altres  autors  com  Kim  i  col∙laboradors  ja  han  demostrat  una 

moderada  correlació  entre  CD34/kg  vives  administrades  i  UFC‐GM  (r  =  0,666,  

P < 0,001). En aquest  treball que es van  incloure  105 pacients  receptors d’un TPH 

al∙logènic d’SP, tots els productes van presentar un creixement  in vitro (UFC‐GM), 

cosa que demostra, per tant, la gran funcionalitat de les CPH malgrat que la dosi de 

cèl∙lules CD34+/kg sigui baixa [90]. El nostre laboratori fa aquest test de funcionalitat 

des  de  fa més  de  vint  anys,  per  la  qual  cosa  disposa  d’una  gran  capacitació  del 

personal que fa aquest test i, per tant, d’experiència assistencial sobre els factors que 

poden conduir a la baixa recuperació d’UFC‐GM després de la criopreservació. 

Tal com s’ha descrit anteriorment,  la sensibilitat d’altres subtipus cel∙lulars com  la 

població  de  CD3+  és més  alta  a  la  criopreservació.  Aquesta  observació  ha  estat 

evidenciada per autors i el rang de recuperació de cèl∙lules CD3+ vives després de la 

descongelació és del 67‐91 % [102]. Una pèrdua significativa de cèl∙lules CD3+ podria 

interferir clínicament en  l’efecte de  l’empelt contra  la  leucèmia del TPH o amb  l’ús 

d’infusions de limfòcits de donant. L’autor Berens i col∙laboradors van analitzar en 95 

donacions de CPH d’SP  l’impacte de  la criopreservació en diferents subpoblacions 

cel∙lulars i van evidenciar una recuperació de cèl∙lules CD34+ vives del 93 % (±30,7 %) 

en comparació a la recuperació de cèl∙lules CD3+ del 83,1 % (±15,4 %). Una conclusió 

important  va  ser  que  no  hi  va  haver  diferències  estadísticament  significatives  de 

pèrdua de cèl∙lules CD3+ després de la descongelació en comparar els productes de 

donants mobilitzats amb G‐CSF (N = 65) ni en funció de si els donants van ser familiars 

o voluntaris. No obstant això, en aquest treball, 20 dels 34 productes no emparentats 
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provenien de CC del mateix país i, per tant, el temps fins a la congelació no va diferir 

entre  les donacions  familiars  i no emparentades  [104]. Per  contra,  l’autor Fisher  i 

col∙laboradors, que  també van  comparar  la  recuperació de  cèl∙lules CD34+  i CD3+ 

després  de  la  descongelació  en  48  donacions  de  CPH  d’SP  relacionades  i  en  14 

donacions voluntàries, sí que van objectivar diferències significatives entre els dos 

grups. En el grup de donacions familiars, la recuperació de cèl∙lules CD3+ va ser del 

90,7 % en comparació al 66,6 % del grup no familiar (P = 0,002) [104]. La limitació dels 

estudis  descrits  anteriorment  va  ser  que  no  van  analitzar  les  possibles  causes 

d’aquesta recuperació més baixa de cèl∙lules CD3+ després de la descongelació en els 

productes dels DNE. En el nostre tercer i últim treball s’investiguen les causes de la 

recuperació més baixa de cèl∙lules CD34+, CD3+ i UFC‐GM després de la descongelació 

de donacions de CPH d’SP relacionades i voluntàries.  

Com a  sumari,  i  tal com  s’ha descrit anteriorment,  l’èxit del TPH comença amb  la 

infusió d’un producte cel∙lular que tingui unes característiques biològiques òptimes. 

Aquestes característiques són principalment  la dosi cel∙lular  i  la funcionalitat de  les 

CPH  (viabilitat  i  potència).  Aquests  factors  biològics  dels  productes  de  teràpia 

cel∙lular  es  poden  veure  compromesos  per  la manipulació més  emprada  en  els 

laboratoris  de  processament,  que  és  la  criopreservació.  Finalment,  controlar  les 

variables que poden afectar els controls de qualitat dels productes criopreservats 

esdevé de gran importància per minimitzar l’impacte biològic de la criopreservació. 

Aquesta tesi s’ha centrat a estudiar els factors biològics limitants dels productes per 

assegurar un trasplantament òptim.  
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De  manera  transversal,  aquesta  tesi  doctoral  pretén  analitzar  l’impacte  de  les 

característiques biològiques d’una afèresi d’SP en els resultats del TPH i dels controls 

de qualitat després de la congelació. Per aconseguir‐ho, es formulen tres hipòtesis:  

Hipòtesi 1 

El control de qualitat després de la descongelació, tal com s’ha descrit anteriorment, 

pot ser complex  i amb resultats variables entre  laboratoris. No obstant això, és de 

gran importància donat que representa la dosi i la funcionalitat final del producte que 

s’administra al pacient. La gran majoria d’estudis que analitzen l’impacte de la dosi i 

la viabilitat del producte en els  resultats del TPH autòleg ho  fan amb els  resultats 

precongelació en comptes dels de postdescongelació, que hipotèticament s’espera 

que la correlació sigui superior. A més, la funcionalitat de les CPH mitjançant un test 

de potència podria tenir un impacte no només en els resultats d’empelt, sinó també 

en els resultats clínics, com s’ha demostrat en altres fonts com l’SCU.  

Per  aquests motius,  la  primera  hipòtesi  del  primer  treball  publicat  d’aquesta  tesi 

doctoral és confirmar si en el TPH autòleg la dosi i la funcionalitat (viabilitat i UFC‐GM) 

del  producte  postdescongelació  correlacionen millor  en  els  resultats  clínics  (SG  i 

SLM).  

Hipòtesi 2 

A  diferència  del  TPH  autòleg,  el  TPH  al∙logènic  emparentat,  habitualment, 

s’administra en fresc, amb un màxim de temps des de l’obtenció fins a l’administració 

de 48‐72 hores. Els estudis que han analitzat l’impacte de la criopreservació en el TPH 

d’SP de donant familiar no han evidenciat diferències significatives en relació amb 

l’empelt, l’MECH aguda i crònica, la recaiguda i l’SG en comparar‐ho amb productes 

administrats en  fresc. No obstant  això,  la  criopreservació en el  TPH  al∙logènic de 

donant emparentat és més controlada logísticament i temporalment en comparació 

a  donacions  no  emparentades,  que  en  alguns  casos  poden  ser  transoceàniques. 

L’aparició de la COVID‐19 va obligar a congelar totes les donacions de CPH, incloent‐
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hi les no emparentades. No obstant això, tradicionalment, els registres de donants 

voluntaris  no  han  permès  la  criopreservació  dels  productes  o  el  motiu  de  la 

criopreservació ha estat per l’estat del pacient. Per tant, hi ha escassa evidència de 

l’impacte de la congelació en aquesta modalitat de TPH. 

Per aquests motius, la segona hipòtesi d’aquesta tesi doctoral és confirmar que no hi 

ha diferències en els resultats clínics del TPH al∙logènic d’SP de donant no relacionat 

quan s’utilitzen productes criopreservats en comparació a productes en fresc. 

Hipòtesi 3 

Tot  i  que  els  estudis  recents  que  s’han  fet  durant  la  pandèmia  de  COVID‐19  han 

mostrat que la congelació de les CPH d’SP de DNE és segura per al receptor d’un TPH 

al∙logènic, s’han posat de manifest alguns productes amb una baixa qualitat després 

de  la  criopreservació,  en  concret  recuperacions pobres de  cèl∙lules CD34+  i CD3+ 

després de la descongelació. Aquesta troballa pot posar en risc l’ús de les cèl∙lules i, 

per  tant, el  trasplantament. Així doncs, el  tercer  treball d’aquesta  tesi planteja  la 

hipòtesi que la composició cel∙lular i les condicions d’emmagatzematge abans de la 

criopreservació de les CPH d’SP al∙logèniques afecten els controls de qualitat després 

de la descongelació (dosis i funcionalitat).  
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1.  Analitzar  l’impacte  dels  valors  del  control  de  qualitat  abans  i  després  de  la 

descongelació  (dosis  i  funcionalitat)  en  els  resultats  d’SG  i  SLM  dels  pacients 

sotmesos a un TPH autòleg amb diagnòstic d’LNH i MM. 

2. Analitzar l’efecte de la criopreservació en els resultats clínics del TPH al∙logènic d’SP 

de DNE, així com en l’aparició d’efectes adversos i complicacions logístiques. 

3. Investigar els factors de la col∙lecta i el transport que poden influir en els controls 

de qualitat després de la criopreservació de les CPH d’SP al∙logèniques per a TPH. 
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Objectiu 1. Analitzar l’impacte dels valors del control de qualitat abans i després de la 

descongelació  (dosis  i  funcionalitat)  en  els  resultats  d’SG  i  SLM  dels  pacients 

sotmesos a un TPH autòleg amb diagnòstic d’LNH i MM. 

Títol: Post thawing viable CD34+ cells dose is a better predictor of clinical outcome in 

lymphoma patients undergoing autologous stem cell transplantation. 

Resum: 

Introducció: el TPH autòleg està àmpliament  indicat en malalties hematològiques, 

així com en tumors sòlids  i malalties autoimmunitàries. No obstant això, malgrat el 

seu ús, encara no és un tractament curatiu per a nombrosos pacients amb malalties 

malignes  i el  risc de  recaiguda post  TPH  és possible.  L’objectiu de  l’estudi  va  ser 

analitzar retrospectivament l’efecte de les característiques demogràfiques, del TPH, 

de  la col∙lecta  i del control de qualitat (cel∙lularitat, viabilitat  i UFC‐GM) sobre  l’SG  i 

l’SLM en malalts amb diagnòstic d’LNH i MM sotmesos a TPH autòleg. 

Material  i mètodes:  l’estudi  es  va  fer  en  col∙laboració  amb  11  unitats  de  TPH  de 

Catalunya, Espanya, i l’LTC del BST de Barcelona. Els criteris de selecció dels pacients 

van ser: primer TPH autòleg en pacients amb diagnòstic d’LNH i MM, productes no 

manipulats després de la descongelació i pacients adults. Tots els pacients que van 

complir els criteris anteriors entre el març del 2014  i el desembre del 2016 van ser 

inclosos en l’estudi.  

Resultats: un total de 329 pacients es va incloure en l’anàlisi. 178 pacients (58 %) amb 

diagnòstic d’LNH  i 151  (46 %) amb diagnòstic d’MM. En el grup d’LNH,  l’estat de  la 

malaltia en el moment del TPH i una quantitat superior a 2 × 106 CD34 vives després 

de la descongelació es van correlacionar amb una millor SG [hazard ratio (HR) = 1.991; 

interval de confiança  (IC) del 95 %  1,001‐3,964; P = 0,0398]. L’edat en el TPH  i una 

quantitat  superior  a  2,3 × 106  CD34  vives  després  de  la  descongelació  es  van 

correlacionar amb una millor SLM [HR = 1.670; IC del 95 % 0,994‐2,807; P = 0,0048]. En 
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el grup d’MM, només les línies rebudes abans del TPH es van correlacionar amb una 

millor SG i cap variable no va impactar en l’SLM en l’anàlisi multivariant.  

Discussió:  el  control de qualitat després de  la  criopreservació,  concretament una 

quantitat superior a 2 × 106 CD34/kg vives, es correlaciona amb una millor SG i SLM en 

pacients amb diagnòstic d’LNH sotmesos a TPH autòleg. En el cas de malalts amb 

diagnòstic d’MM, probablement la teràpia post TPH i l’evolució pròpia de la malaltia 

no han permès establir cap benefici clínic de  la qualitat del producte. Per  tant,  la 

pèrdua de CD34/kg després de la descongelació ha de tenir‐se en compte abans de 

programar un TPH, principalment en malalts amb diagnòstic d’LNH. 
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Objectiu  2. Analitzar  l’efecte de  la  criopreservació en els  resultats  clínics del  TPH 

al∙logènic  d’SP  de DNE,  així  com  en  l’aparició  d’efectes  adversos  i  complicacions 

logístiques. 

Títol:  Cryopreservation  of  unrelated  donor  hematopoietic  stem  cells:  the  right 

answer for transplantations during the COVID‐19 pandemic? 

Resum: 

Introducció:  les  CPH  de  donants  al∙logènics  no  emparentats,  habitualment,  es 

transporten en fresc des del CC fins al CT mitjançant transportistes especialitzats. No 

obstant això, arran de la pandèmia de COVID‐19 es va recomanar la criopreservació 

dels productes per assegurar el producte abans d’iniciar el condicionament degut a 

les  restriccions de  transport  i  la possible  infecció per SARS‐CoV‐2 del donant  i del 

receptor. L’impacte clínic en els resultats del TPH de la decisió de congelar aquests 

productes no ha estat avaluada anteriorment. 

Material i mètodes: es va fer un estudi retrospectiu comparatiu entre dues cohorts, 

pacients que van  rebre un TPH d’SP de DNE criopreservat durant  la pandèmia de 

COVID‐19 i un grup de control de pacients que van rebre un TPH d’SP de DNE en fresc. 

Es  van  comparar  la  velocitat  d’empelt  de  neutròfils  i  plaquetes,  el  temps  fins  al 

quimerisme complet, l’aparició d’MECH aguda, la teràpia preventiva contra la infecció 

per CMV, l’SLM i l’SG. També es van analitzar aquells productes criopreservats que no 

es van fer servir, així com els problemes derivats de la congelació dels productes.  

Resultats: es van  incloure un total de 32 pacients a cada grup. La mediana de dies 

d’empelt de neutròfils va ser, en el grup criopreservat  i en  fresc, de  17,5  i  17 dies, 

respectivament.  No  es  va  objectivar  cap  demora  significativa  en  l’empelt  de 

plaquetes en ambdós grups (25,5 respecte de 19 dies; P = 0,192) ni en el temps de 

quimerisme complet (35 respecte de 31,5 dies; P = 0,875). La ràtio d’MECH al cap de 

100 dies després del TPH va ser del 41 % (un 95 % d’IC [21‐55 %]) en el grup criopreservat 

respecte del 31 % (un 95 % d’IC [13‐46 %]) en el grup en fresc (P = 0,380). L’SLM al cap 
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de  100  dies  i  l’SG  no  van  mostrar  diferències  estadísticament  significatives.  No 

obstant això, durant la pandèmia de COVID‐19, sis donacions criopreservades no es 

van fer servir i es van detectar incidències relacionades amb el procés de congelació, 

empaquetament i transport. 

Discussió: en conclusió, la criopreservació de CPH d’SP de DNE va ser segura per als 

malalts  durant  la  pandèmia  de  COVID‐19.  No  obstant  això,  es  requereixen  més 

esforços per assegurar que tots els productes congelats es facin servir, així com guies 

internacionals per harmonitzar la criopreservació i el seu transport. 
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Objectiu 3. Investigar els factors de la col∙lecta i el transport que poden influir en els 

controls de qualitat després de la criopreservació de les CPH d’SP al∙logèniques per a 

TPH. 

Títol: Leukocytapheresis variables and transit time for allogeneic cryopreserved HPC: 

better safe than sorry. 

Resum: 

Introducció: la criopreservació de CPH de donants al∙logènics va permetre assegurar 

la  continuïtat dels programes de  TPH durant  la pandèmia de COVID‐19. Diferents 

grups han demostrat que no hi ha cap impacte clínic en els resultats dels TPH d’SP de 

DNE que  reben els productes congelats en comparació a aquells pacients que els 

reben en fresc. No obstant això, els controls de qualitat després de la descongelació 

d’alguns productes han evidenciat uns resultats preocupants. 

Material  i mètodes:  el propòsit de  l’estudi  va  ser  analitzar  retrospectivament  els 

factors de la leucafèresi i el transport que podien influenciar en els resultats després 

de la descongelació, en concret les viabilitats i la clonogenicitat. Es van estudiar els 

controls de qualitat de les CPH d’SP de donants al∙logènics criopreservats en l’LTC del 

BST i de l’Anthony Nolan entre el novembre del 2019 i el novembre del 2021.  

Resultats:  es  van  incloure  un  total  de  155  donacions  de  CPH  d’SP  de  donants 

al∙logènics. En relació amb les característiques de les leucafèresis, les variables que 

van  tenir un  impacte en  la  recuperació de cèl∙lules CD34  i CD3 vives després de  la 

descongelació  van  ser  el  volum,  la  concentració  de  cèl∙lules  nucleades/ml  i 

l’hematòcrit.  No  obstant  això,  en  l’anàlisi multivariant  només  la  recuperació  de 

cèl∙lules CD3 vives es va mantenir significativa (r2 = 0,373; P = < 0,001). De manera 

addicional, el temps de trànsit (temps entre el final de col∙lecta i la criopreservació) 

va impactar en l’anàlisi multivariant en la recuperació de cèl∙lules CD34 (r2 = 0,186) i 

CD3 (r2 = 0,376) vives, així com en la recuperació d’UFC‐GM (r2 = 0,212). 
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Discussió:  diluir  les  leucafèresis  per  sota  de  200 × 106  CN/ml,  minimitzar  la 

contaminació  per  sota  del  2 %  d’hematòcrit  del  producte  i  congelar  per  sota  de  

250 × 106 CN/ml abans de les 36 hores pot prevenir recuperacions de cèl∙lules CD34, 

CD3 i UFC‐GM pobres (< 50 %) quan la criopreservació és necessària.  
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És ben  conegut que  la dosi de  cèl∙lules CD34+/kg administrada en el TPH autòleg 

s’associa no només a una recuperació hematopoètica més ràpida, sinó també a una 

millor  SG  i  SLM.  Històricament,  l’efecte  de  la  composició  del  producte  ha  estat 

avaluada abans de la congelació. Això és degut al fet que no hi ha tanta variabilitat 

interlaboratori, ja que el tipus de mostra analitzada és en fresc i, per tant, no ha estat 

sotmesa a  la congelació. No obstant això,  tal com  s’ha descrit a  la  introducció,  la 

criopreservació  pot malmetre  la  viabilitat  i  la  funcionalitat  de  les  CPH.  Per  tant, 

hipotèticament, l’avaluació de la qualitat postdescongelació s’hauria de correlacionar 

millor amb els resultats del TPH autòleg, ja que és el producte final el que s’administra 

al pacient. 

Cal remarcar que donar resposta a aquesta hipòtesi és complex pels motius següents:  

— Hi ha variabilitat entre laboratoris de processament cel∙lular en el tipus de solució 

de criopreservació emprada i el tipus de mostra per al control de qualitat.  

— Hi ha variabilitat entre laboratoris que fan els tests de viabilitat i potència en relació 

amb la manera com es manega la mostra del control de qualitat, si es fa compensació 

de  la mostra, a quina  temperatura es manté, en quin moment es  fa  l’estudi  i com 

s’adapten les guies de la ISHAGE, ja que aquestes es basen en mostres en fresc [106].  

Tots aquests factors esmentats fan que sigui tot un repte avaluar la composició d’un 

producte després de la descongelació; per això, l’objectiu del nostre primer treball va 

ser correlacionar la composició cel∙lular i funcional d’un producte abans i després de 

la descongelació amb els resultats clínics del TPH autòleg.  

El nostre primer estudi es  va dur  a  terme dintre de  la Catalan Stem Cell Therapy 

Alliance, un grup col∙laboratiu compost per  11 unitats de TPH de nou hospitals de 

Catalunya  i un únic  laboratori de processament cel∙lular. Es va analitzar un total de 

329  pacients  receptors  d’un  TPH  autòleg  (178  amb  diagnòstic  d’LNH  i  151  d’MM) 

durant el període que va del març del 2014 al desembre del 2016. Es va analitzar  la 

composició  del  producte  (cel∙lularitat  i  viabilitat  per  a  7‐AAD)  precongelació  i 
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postdescongelació (cel∙lularitat, viabilitat per a 7‐AAD  i potència) amb dades d’SG  i 

SLM. En el grup d’LNH, la dosi de cèl∙lules CD34+/kg després de la descongelació va 

ser l’única variable que es va mantenir significativa en l’anàlisi multivariant, i el llindar 

de  2‐2,3 × 106  cèl∙lules  CD34+/kg  vives  va  ser  l’associat  amb  una millor  SG  i  SLM, 

respectivament.  Per  contra,  cap  variable  de  la  composició  del  producte  abans  i 

després de la descongelació no va ser significativa en l’anàlisi multivariable del grup 

d’MM. Els tests de funcionalitat (UFC‐GM) no es van correlacionar amb uns millors 

resultats clínics.  

Els resultats del nostre estudi són comparables amb l’estudi dut a terme pel grup de 

Turunen, en què va demostrar que una dosi superior a 2,5 × 106 cèl∙lules CD34+/kg 

vives després de la descongelació s’associava a una millor SG i SLM en 129 pacients 

amb diagnòstic d’LNH sotmesos a un TPH autòleg [81]. Altres grups han descrit que 

dosis més  altes de  cèl∙lules CD34+/kg  en  l’afèresi poden  associar‐se  a  uns millors 

resultats  clínics  [73,  105,  106]. No  obstant  això,  aquests  autors  no  han  tingut  en 

compte la pèrdua de viabilitat en la població de CD34+ després de la congelació, que 

en la nostra sèrie, i en la literatura, és del 20‐30 % aproximadament [109]. La majoria 

d’estudis  corroboren  els  nostres  resultats  assegurant  que  la  dosi  de  cèl∙lules 

CD34+/kg administrada en els TPH autòlegs de malalts amb diagnòstic d’MM no té 

cap impacte en els resultats d’SG i SLM [77, 78]. No obstant això, el grup de Raschle i 

col∙laboradors sí que va demostrar que pacients amb concentracions més altes de 

cèl∙lules CD34+ en el moment de la recollida tenen una millor SG. Tot i que els autors 

consideren que es necessiten més estudis per explicar aquesta correlació, consideren 

que altres factors relacionats amb la malaltia podrien justificar una millor mobilització 

i, per tant, uns millors resultats al TPH.  

Per altra banda, en la nostra sèrie la quantitat de limfòcits en el producte tant abans 

com després de la criopreservació no va tenir cap impacte en els resultats clínics del 

TPH autòleg. Això  contrasta amb  altres  treballs publicats per autors  com Porrata 

[110].  A més,  la  quantitat  d’UFC‐GM  tampoc  no  va  tenir  cap  impacte  clínic.  Cal 

remarcar que en tots els productes administrats es va objectivar una dosi d’UFC‐GM 
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òptima (> 1 × 105/kg); per tant, és probable que tenir un test de potència conforme, 

independent de  la dosi, asseguri  l’empelt sense aportar cap benefici clínic superior 

com el que sí que s’ha objectivat en altres fonts cel∙lulars com l’SCU [84]. 

El  nostre  segon  treball  d’aquesta  tesi  doctoral  va  tenir  com  a  objectiu  avaluar 

l’impacte  de  la  criopreservació  en  el  TPH  d’SP  de  DNE,  política  instaurada 

sobtadament arran de  la pandèmia de COVID‐19 per assegurar  la disponibilitat del 

producte abans de començar el condicionament del pacient. Aquesta recomanació 

es  va  prendre  sense  la  possibilitat  d’estudis  aleatoritzats  i  controlats  que 

asseguressin el no impacte de la congelació en aquest context no emparentat. Hi ha 

grups  que  han  investigat  aquest  efecte  de  la  congelació  en  el  context  del  TPH 

al∙logènic  familiar, malgrat  que majoritàriament  també  es  fa  en  fresc  en  aquesta 

modalitat de  trasplantament. La majoria d’aquests estudis han demostrat que els 

resultats de recuperació hematopoètica, recaiguda, SLM i SG són similars amb l’ús de 

productes criopreservats respecte de productes en fresc [90, 92]. No obstant això, 

en el context del TPH al∙logènic familiar, es pot controlar perfectament la logística i 

el temps entre l’afèresi i la criopreservació, aspectes de difícil control amb les CPH no 

emparentades.  Addicionalment,  els motius  de  la  criopreservació  en  els  donants 

familiars és més conegut i, per tant, reportat a la literatura. 

L’emergència de la COVID‐19 causada pel SARS‐CoV‐2 i l’evolució següent a pandèmia 

global van provocar una disrupció en el  transport de  les donacions de CPH entre 

països. L’aparició sobtada de restriccions que comprometien el fet de disposar dels 

productes en  fresc  i el  risc del donant a adquirir  la COVID‐19 un  cop el pacient  ja 

comença el condicionament van conduir que les societats científiques recomanessin 

la criopreservació de tots els productes [111‐113]. No obstant això, es disposava d’una 

escassa  evidència  en  aquest  context  no  familiar,  desconeixent  el  motiu  de  la 

criopreservació, que podia representar un biaix en els resultats clínics [90, 93, 94]. 

L’LTC del BST, com que presta servei a set hospitals de Catalunya amb programa de 

TPH  al∙logènic  no  familiar,  ràpidament  podia  disposar  d’experiència  per mostrar 

evidències a la comunitat científica. Per aquest motiu, el nostre grup va comparar els 
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resultats clínics (empelt, quimerisme, MECH aguda, teràpia preventiva contra CMV, 

SLM  i SG) dels pacients sotmesos a un TPH al∙logènic no familiar congelat (N = 32) 

durant la pandèmia de COVID‐19 amb una cohort històrica de pacients que van rebre 

un TPH d’SP al∙logènic de DNE en fresc (N = 32).  

Els resultats del nostre estudi van suggerir que la criopreservació de les CPH d’SP de 

DNE  no  va  afectar  negativament  l’empelt  de  neutròfils  (17  dies)  ni  de  plaquetes  

(19 dies en el grup de producte en fresc respecte de 25 dies en el grup de producte 

criopreservat, P = 0,192). No obstant això, aquesta tendència no significativa de més 

temps  per  a  l’empelt  de  plaquetes  en  els  pacients  que  van  rebre  productes 

criopreservats  ja  va  ser  suggerida pel grup de Kim  i  col∙laboradors,  tot  i que  van 

avaluar donacions familiars. Aquest grup va observar que en  la cohort de pacients 

que van rebre el producte congelat es va requerir més temps (29 dies respecte de  

18 dies dels pacients que van rebre el producte en fresc, P = 0,046) per aconseguir 

més de 100.000 plaquetes/µl, fet que també es va associar a una recuperació més 

baixa d’UFC megacariocítiques [90]. El programa de donació de medul∙la del Japó va 

publicar la seva experiència de criopreservació de CPH durant l’època de la COVID‐19. 

Aquest grup format per Kanda i col∙laboradors va incloure 118 donacions de CPH d’SP 

no  familiars  criopreservades  i  les  van  comparar  amb  una  cohort  històrica  de  

435 pacients que van rebre en fresc el producte. La mediana de temps per a l’empelt 

de neutròfils i plaquetes va ser de 16 i 26 dies, respectivament, en el grup de pacients 

que van  rebre el producte congelat. Aquestes dades  són pràcticament  iguals a  la 

nostra sèrie, amb l’excepció que aquest treball del Japó sí que va trobar diferències 

significatives en comparar els temps d’empelt de neutròfils i plaquetes amb el grup 

amb  producte  en  fresc.  Cal  remarcar,  però,  que  en  aquest  estudi  no  hi  va  haver 

diferències de dosis de cèl∙lules CD34+/kg entre el grup amb producte criopreservat 

respecte del grup amb producte en fresc. A la nostra sèrie, de manera intencionada 

per la previsió de pèrdua de cel∙lularitat, es va congelar una dosi de cèl∙lules CD34/kg 

més alta en el grup amb producte criopreservat. Aquesta causa i el nombre de malalts 

reclutats  en  el  nostre  estudi  podrien  justificar  aquestes  diferències  respecte  de 

l’estudi de Kanda [114]. 
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En  la nostra sèrie,  la presència d’MECH aguda al cap de 100 dies en el grup que va 

rebre  les CPH al∙logèniques d’SP de DNE congelades  respecte del grup que  les va 

rebre en fresc va ser del 41 % i 31 % (P = 0,380), respectivament. L’estudi de Facchin i 

col∙laboradors  va  comparar  31  malalts  que  van  rebre  un  TPH  d’SP  de  DNE 

criopreservats durant els primers mesos de la pandèmia de COVID‐19 amb una cohort 

històrica, aparellada, de 23 pacients. La ràtio d’MECH aguda > grau 1 va ser més alta 

que la nostra sèrie (un 60 % del grup amb producte criopreservat respecte d’un 56,5 % 

del grup amb producte en fresc), però sense diferències significatives entre ambdós 

grups. En relació amb els resultats de supervivència, en el nostre treball la ràtio d’SLM 

i SG al cap de 100 dies va ser del 88 % i el 90 % en el grup amb producte criopreservat, 

respectivament,  sense diferències  significatives en el grup amb producte en  fresc  

(P  =  0,500  i  P  =  0,300,  respectivament).  En  l’estudi  de  Facchin,  el  període  de 

reclutament  va  ser més  llarg  i  tampoc  no  van  trobar diferències  significatives  en 

relació amb l’SLM i l’SG al cap de l’any [115].  

Tot i que la congelació va ser segura per als malalts, com va demostrar el nostre grup 

i altres, es van posar de manifest algunes alertes com  la no utilització del 13 % dels 

productes criopreservats, similar a altres grups en el període  inicial de  la COVID‐19 

[103].  El motiu principal  va  ser  la pèrdua d’indicació de  TPH  en  els  receptors per 

recaiguda o progressió de la malaltia. Addicionalment, en la nostra experiència es van 

descriure desviacions derivades per la criopreservació com a reaccions adverses a la 

infusió del DMSO per incompatibilitat de la bossa a l’equip de transfusió, cosa que va 

obligar a fer  l’administració en xeringues, per errors d’etiquetatge o per manca de 

mostres  representatives del producte. L’autor Purtill D  i col∙laboradors  també van 

descriure desviacions  fins en el 29 % dels productes, com ara productes malmesos 

durant el transport, baixa dosi cel∙lular, etiquetatge  inadequat, pèrdua de mostres 

representatives  dels  productes  i  pèrdua  de  documentació  [104].  Un  altre  estudi 

publicat pel programa nacional de donació de medul∙la dels Estats Units va registrar 

un no ús de CPH congelades del 2,4 % (222 de 9.294 productes) en el període de temps 

entre el 17 de març de 2020 i el 30 de juny de 2021. Les raons van ser variades, com ara 

mort del pacient, decisió del pacient, qualitat pobra del producte, presència de colls, 
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baixa viabilitat o contaminació microbiològica, entre d’altres [116]. Cal tenir present 

que  la proporció de productes no  infosos disminueix amb el temps, probablement 

perquè els CC i els CT s’adapten a la nova situació de criopreservació durant la COVID‐19. 

L’estudi anterior de Farhadfar i col∙laboradors té un període de reclutament més llarg 

que  la  nostra  sèrie,  que  va  ser  del  març  a  l’octubre  del  2020,  que  representa 

únicament el període  inicial de  la COVID‐19  i, per  tant,  sense  temps d’adaptació a 

aquesta nova situació [116]. 

El grup liderat per Purtill i col∙laboradors va alertar de la baixa viabilitat detectada en 

alguns productes criopreservats amb més de 36 hores des de la col∙lecta [102, 103]. 

Aquesta alerta va conduir el nostre grup a fer el tercer i últim treball d’aquesta tesi 

doctoral per analitzar els factors precongelació (composició del producte col∙lectat i 

trànsit de temps) que  influeixen en una recuperació més baixa de cèl∙lules CD34+, 

CD3+ i UFC‐GM després de la descongelació. 

Tal com s’ha discutit a la introducció, la criopreservació pot malmetre la cel∙lularitat i 

la viabilitat de les CPH. Diferents autors han posat de manifest la seva preocupació 

pels  resultats  dels  controls  de  qualitat  després  de  la  descongelació  quant  a  la 

viabilitat de la població de CD34+ i els factors que poden influir en aquests resultats, 

com el  temps des de  la  col∙lecta  fins a  la  congelació  i  la concentració  cel∙lular de 

l’afèresi [102, 103]. El nostre estudi es va dur a terme juntament amb el laboratori de 

processament  de  l’Anthony  Nolan,  ja  que  fan  els mateixos  controls  de  qualitat 

(cel∙lularitat, viabilitat i UFC‐GM) que el nostre laboratori de processament del BST. 

Es van analitzar  155 CPH al∙logèniques d’SP criopreservades  i es va objectivar una 

recuperació de cèl∙lules CD34+ vives després de  la descongelació del 74 %. Aquests 

resultats  són  concordants  amb  altres  autors  com  Purtill  i  col∙laboradors,  però 

contrasten amb altres estudis que reporten unes recuperacions de cèl∙lules CD34+ 

vives  baixes  del  42  %,  però  una  viabilitat  del  94 %  [117].  Aquesta  discrepància  de 

resultats posa de manifest la manca d’harmonització en el control per citometria de 

la mostra descongelada entre  laboratoris, cosa que fa necessària  la  implementació 

consensuada d’abordatges citomètrics en aquestes mostres descongelades.  
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El nostre  tercer  i últim  treball va confirmar que concentracions de CN superiors a 

200 × 106/ml i hematòcrits més alts del 2 % es poden associar a una recuperació més 

baixa de cèl∙lules CD34+ i CD3+ després de la criopreservació. Aquests dos factors es 

poden modular durant el procés de leucocitafèresi. El nostre grup recomana la dilució 

de les CPH obtingudes per SP quan la concentració és superior a 200 × 106/ml, llindar 

inferior  al  descrit  per  altres  grups  que  recomanen  la  dilució  de  productes  amb 

concentracions de CN superiors a 300 × 106/ml [103]. La contaminació d’hematies dels 

productes d’afèresi es pot controlar parcialment modulant la posició de la interfase 

dels  separadors  cel∙lulars.  Ja  està  descrit  per  altres  autors  que  la  presència 

d’hematies interfereix en l’expansió de cèl∙lules T per teràpies avançades; per tant, 

és coherent que  la viabilitat de  les cèl∙lules CD3+  se’n pugui veure afectada  [118]. 

L’altre resultat interessant a comentar del nostre estudi és que la població de CD3+ 

va ser més sensible a factors de concentració, hematòcrit > 2 % i concentració de CN 

a la criopreservació que la població de CD34+. Aquest fet també ha estat confirmat 

prèviament per altres autors [104]. Addicionalment, un temps superior a 36 hores des 

de la col∙lecta fins a la criopreservació es va associar a una recuperació pobra (< 50 %) 

de  CD3+  després  de  la  descongelació. Aquesta  troballa  explica  el motiu  pel  qual 

l’autor Fisher i col∙laboradors van objectivar diferències de recuperacions de cèl∙lules 

CD3+ positives després de la descongelació en comparar les donacions de productes 

familiars  respecte a  les donacions de DNE, que  requereixen un  temps superior de 

transport. Tot i que, com s’ha descrit anteriorment, la congelació no ha mostrat cap 

impacte en els  resultats post TPH com  l’MECH ni en  l’efecte de  l’empelt contra  la 

leucèmia,  sí que  sembla que  la població de CD3+ és més  sensible a  la congelació, 

sobretot en productes amb un retard de la congelació. Els productes destinats a TPH 

d’SP  tenen un alt contingut de cèl∙lules CD3+; per  tant, aquesta manca d’impacte 

clínic dels productes congelats podria ser degut a aquest motiu.  

Un  punt molt  important  a  destacar,  i  que  pot  explicar  per  què  productes  amb 

viabilitats molt baixes poden presentar un bon empelt, és que  les UFC‐GM es van 

mantenir conservades fins i tot en casos amb viabilitats molt baixes en la nostra sèrie. 

En  el  nostre  laboratori,  malgrat  que  els  tests  de  potència  requereixen  temps  i 
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capacitació, es fan en tots els productes des de fa més de vint anys. Això és d’una 

gran importància per valorar l’ús amb garantia de productes amb baixes viabilitats. 

L’única  variable  que  va  impactar  en  la  recuperació  d’UFC‐GM  després  de 

descongelades  va  ser  un  temps  superior  a  36  hores  entre  la  finalització  de  la 

leucafèresi al∙logènica i la congelació. Aquesta evidència d’impacte del temps fins a 

la congelació en la recuperació d’UFC ja s’havia posat de manifest en l’estudi fer per 

Jansen i col∙legues, però l’anàlisi es va fer en mostres que no van seguir un control de 

congelació assistencial i amb un volum petit. En el nostre treball, per primer cop, es 

confirma  també  en  els  controls  de  qualitat  de  productes  de  gran  volum 

criopreservats amb CRC. Superar aquest llindar de temps de 36 hores no és habitual 

en donacions entre països europeus, però  sí en països  com Austràlia quan  reben 

productes d’altres continents. Per pal∙liar aquesta situació, es va crear un centre de 

criopreservació central europeu a Alemanya fent servir donants del registre DKMS i 

garantint  la màxima  qualitat  dels  productes  destinats  per Austràlia mitjançant  la 

congelació precoç dels productes en origen [117]. 

Finalment, un fet important a destacar va ser que tant en el nostre segon treball com 

en  d’altres  duts  a  terme  per  Purtill  i  col∙laboradors  es  van  objectivar  manques 

d’empelt en malalts  sotmesos  a TPH  al∙logènic d’SP que  van mostrar  controls de 

qualitat  conformes  [103].  Cal  tenir  present  que  hi  ha  altres  causes  clíniques  que 

afecten l’empelt, com ara el tipus de condicionament, el tipus de donant, la malaltia i 

les complicacions post TPH. Per tant, és probable que l’impacte de la congelació sigui 

deleteri en aquells productes d’alt risc (moltes hores  fins a  la criopreservació, alta 

concentració de CN, alt hematòcrit) que addicionalment continguin una quantitat de 

cèl∙lules CD34+/kg baixa.  

LIMITACIONS DELS RESULTATS DELS ESTUDIS 

Els tres estudis publicats en aquesta tesi doctoral tenen les limitacions següents: 

1. El disseny retrospectiu dels treballs. 
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2. El control de qualitat després de la descongelació, principalment la citometria, és 

complex i no està estandarditzada la metodologia de la seva anàlisi. 

3. La manca d’inclusió d’algunes  subpoblacions  cel∙lulars  com NK+, CD8+, CD4+ o 

CD3+ en l’anàlisi de la composició del producte i dels resultats clínics del TPH autòleg, 

que, com han demostrat altres autors, tenen un impacte clínic [80]. 

4. La població d’estudi en el treball en què es va comparar el TPH al∙logènic d’SP no 

familiar  criopreservat  respecte  del  fresc  va  ser  limitada  pel  curt  període  de 

reclutament,  donada  la  urgència  de  demostrar  la  seguretat  d’aquesta  política  de 

criopreservar tots els productes. 

5. Els tests de potència (UFC‐GM), que poden ser de gran utilitat davant de productes 

amb  baixes  viabilitats,  requereixen  entrenament  i  presenten  variabilitat 

interlaboratori. En l’actualitat, aquests tests habitualment es fan per a validacions o 

estudis d’investigació, tot i que el nostre grup en fa en l’àmbit assistencial. 

FORTALESES DELS RESULTATS DELS ESTUDIS 

Les fortaleses dels nostres tres treballs són: 

1. L’anàlisi de la composició i la qualitat del producte descongelat es fa en un nombre 

elevat de productes processats pel mateix laboratori de processament i, per tant, els 

resultats són robustos. 

2. Permeten evidenciar que la criopreservació de les CPH d’SP de donant no familiars 

és segura garantint l’empelt i els resultats clínics del TPH. Aquests resultats han estat 

pioners  en  aquest  context  donat  que  fins  a  la  pandèmia  de  COVID‐19  es  feia 

majoritàriament en fresc.  
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3.  Aspectes  controlables  relacionats  amb  la  leucafèresi  i  el  temps  de  transport 

permeten garantir en  la majoria dels casos uns controls de qualitat després de  la 

descongelació conforme. 

4. La potència in vitro (UFC‐GM) de les CPH al∙logèniques criopreservades es manté 

fins i tot en casos amb una baixa viabilitat de les CPH i, per tant, és de gran utilitat per 

valorar l’alliberament de productes amb viabilitats baixes. 

PERSPECTIVES DE FUTUR 

El control de qualitat després de la descongelació sembla que es correlaciona millor 

no només amb  l’empelt en un TPH autòleg, sinó també amb els resultats clínics en 

pacients amb  limfoma. No obstant això, aquest  control és  complex per múltiples 

raons ja descrites anteriorment. De cara al futur cal establir consensos internacionals 

amb criteris mínims de com fer l’anàlisi citomètrica de les mostres descongelades, tal 

com està disponible en les mostres en fresc. 

La decisió de  congelar  tots els productes davant de  l’aparició de  la pandèmia de 

COVID‐19 va ser segura quant als resultats clínics dels pacients receptors d’un TPH 

al∙logènic  no  familiar.  No  obstant  això,  caldrà  garantir  que  aquests  resultats  es 

mantenen també a llarg termini mitjançant el seguiment de l’empelt, la malaltia i l’SG. 

De manera addicional, durant  la pandèmia de COVID‐19 es van posar de manifest 

desviacions relacionades amb la criopreservació, com ara bosses malmeses, manca 

de criovials per fer el control de qualitat en destinació i reaccions adverses a la infusió 

per  l’ús  de  bosses  de  congelació  diferents,  entre  d’altres. Aquestes  troballes  fan 

necessari  l’establiment  de  consensos  o  guies  internacionals  que  descriguin  els 

requisits mínims davant de la necessitat de congelació dels productes que s’hagin de 

transportar entre laboratoris de processament.  

Els factors precongelació com  la  leucafèresi  i el trànsit de temps poden afectar els 

controls  de  qualitat  després  de  la  descongelació.  No  obstant  això,  la  correlació 

d’aquests  factors en  l’impacte dels controls de qualitat és moderada. Per  tant, es 
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requereixen futurs estudis per investigar les causes de controls subòptims quan els 

factors precongelació han estat ben controlats. 

A partir de la pandèmia de COVID‐19, molts grups, incloent‐hi el nostre, han analitzat 

l’impacte de la criopreservació en els resultats del TPH al∙logènic. No obstant això, no 

hi  ha  treballs  que  hagin  analitzat  l’impacte  de  la  congelació  de  les  infusions  de 

limfòcits de donant en comparació quan es fa en fresc. Aquests productes tenen una 

quantitat  baixa  de  CD3+  fixa  en  fresc  i  precongelació,  però,  com  s’ha  descrit 

anteriorment, la població de CD3+ és més sensible a la criopreservació.  
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Aquesta tesi doctoral permet arribar a les conclusions següents: 

1.  Una  dosi  de  cèl∙lules  CD34+/kg  vives  després  de  la  descongelació  superior  a  

2‐2,3 × 106 s’associa a una millor SG i SLM en pacients a qui s’ha diagnosticat limfoma, 

però no en MM sotmesos a un TPH autòleg.  

2. Les UFC‐GM permeten assegurar l’empelt en els pacients sotmesos a TPH autòleg. 

Quan s’evidencia un creixement, considerat a partir d’1 × 105 UFC‐GM/kg, unes xifres 

més altes no sembla que aportin cap benefici clínic en els resultats del TPH autòleg. 

3.  La  quantitat  de  limfòcits  en  els  productes  destinats  a  TPH  autòleg  no  es 

correlaciona  amb  uns millors  resultats  en  el  TPH  autòleg  en  pacients  a  qui  s’ha 

diagnosticat limfoma i MM en la nostra sèrie. 

4. La  criopreservació de CPH al∙logèniques d’SP de DNE no  té  cap  impacte  clínic 

negatiu en els resultats del TPH quant a la velocitat d’empelt, SG, SLM, MECH i teràpia 

preventiva anti CMV. 

5. La criopreservació de CPH al∙logèniques de DNE va comportar un no ús del 13 % 

dels productes congelats durant els primers mesos de la pandèmia de COVID‐19. 

6. La recomanació de criopreservació de tots els productes de teràpia cel∙lular durant 

la  pandèmia  de  COVID‐19  va  generar  desviacions  relacionades  amb  la  diferent 

metodologia  de  criopreservació  entre  laboratoris  i  problemes  d’etiquetatge, 

empaquetament i controls de qualitat. Aquests fets posen de manifest la manca de 

guies i consensos internacionals davant la necessitat de congelació.  

7. La dilució de les leucafèresis per mantenir una concentració < 200 × 106 CN/ml i la 

modulació de la interfase per aconseguir un hematòcrit inferior al 2 % minimitzen el 

risc  de  viabilitats  baixes  en  les  poblacions  de  CD34+  i  CD3+  després  de  la 

descongelació. 
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8. Un temps superior a 36 hores des de la finalització d’una leucafèresi al∙logènica fins 

a la seva criopreservació impacta en una recuperació de cèl∙lules vives CD34+, CD3+ 

i UFC‐GM inferiors al 50 % després de la criopreservació. 

9. La potència in vitro després de la criopreservació de les CPH al∙logèniques es manté 

fins i tot en mostres amb viabilitats baixes. Aquests tests de funcionalitat permeten 

l’alliberament  de  productes  de  teràpia  cel∙lular  davant  de  situacions  de  baixa 

recuperació de cèl∙lules CD34+ vives després de la descongelació. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

En la vida no hi ha res que calgui témer; tan sols cal comprendre‐ho. 

Marie Curie, física francesa d’origen polonès (1867‐1934) 
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