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1.- INTRODUCCION

La criobiologia es la ciencia que estudia el comportamiento de los seres
vivos y sus constituyentes a muy bajas temperaturas. La preservacion del material
biolégico a temperaturas criogénicas (criopreservacion) consigue detener
completamente las reacciones bioldgicas. Por tanto, la criopreservaciéon del
material biolégico tiene por objetivo mantenerlo en un estado viable para que sea
utilizado con fines terapéuticos en trasplantes y pueda llevar a cabo su funcién
fisioldgica después del implante.

Un material bioldgico criopreservado para su posterior utilizacion, son las células
de sangre de cordon umbilical, ya que son consideradas como una fuente
importante para la obtencidn de células progenitoras, las cuales se han utilizado
recientemente debido a la reducida inmunocompetencia que presentan,
disminuyendo por ende en un alto porcentaje, la probabilidad de producir
enfermedad de injerto contra huésped (EICH).Otra caracteristica fundamental es
el gran potencial de proliferacién que poseen las células fetales. 727584

Estas células se obtienen del cordén umbilical y tejido de placenta de mujeres
embarazadas al momento del parto;72 tomando en cuenta una informacién previa
con respecto al tipo de liberacion, peso de la placenta, asi como el peso, sexo y

condicién del infante. 348

El primer intento de trasplante documentado de sangre de cordén fue
realizado en 1963, en un paciente con diagndstico de linfogioscarinoma. Sin

embargo, hasta los 80°s el trasplante de cordén umbilical fue aceptado como una
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alternativa del origen de células hematopoyéticas para tratar a pacientes con
enfermedades malignas (p.ej. leucemia linfocitica aguda) y no malignas (p.ej.
anemia de Fanconi).
Datos recientes precisan, que se han llevado a cabo airededor de 2592%
trasplantes de células de corddn umbilical en todo el mundo (NETCORD), los
cuales son realizados tanto con donadores relacionados, asi como con donadores
no relacionados. 83647.80

El interés e importancia en el uso clinico se ha incrementado, al igua! que el
conocimiento de sus propiedades biolégicas e inmunoldgicas, la obtencién de una
buena cosecha y principalmente su criopreservacion.
Las técnicas de criopreservacion desarrolladas para medula ésea (MQO) y sangre
periférica s6n usadas también para sangre de cordén umbilical.
Antes de iniciar el proceso de congelacién una alicuota de la sangre de |la madre y
de la sangre de cordén umbilical recolectadas, se reservan para la tipificacién de
HLA, asi como las pruebas de rutina, incluyendd el conteo de células, VIH, VHC,
AgsHB, VDRL, CMV (citomegalovirus). Con la adicién de hidroxietil-almidén
(HES), que permite l1a sedimentacion de glébulos rojos, la sangre de cordén
umbilical es concentrada, para luego ser protegida de la congelacion con
dimetilsulféoxido (DMSO) al 10% y finaimente ser criopreservada.
Las unidades son congeladas empleando un controlador de congelamiento y
almacenadas en nitrégeno liquido de acuerdo al procedimiento establecido por
Rubinstein y colaboradores. Otros estudios aplicados a todas las donaciones son

el cultivo microbioldgico de aerobios y anaerobios,>?®? biometria hematica, grupo
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sanguineo, serologia, conteo de CD34+ y cultivo celular por hacer mencién de
algunas de ellas.

El interés por estudiar la sangre de corddén umbilical surge después de
haber sido utilizada con éxito en la reconstitucion de ceélulas hematopoyéticas en
un paciente joven con anemia de Fanconi en 1989 siendo esta la primera

aplicacidn de un trasplante de sangre de corddn con éxito.

Los bancos de células de cordon umbilical, se han establecido en todo el
mundo, iniciando con ello esfuerzos para lograr una estandarizacién en los
procesos, y asi facilitar la regularizacién, coleccion, procesamiento de
criopreservacion y distribucion, con el fin de garantizar la calidad de |la sangre de
corddn umbilical.

No obstante, hay otras técnicas que se emplean para la criopreservacién de
sangre de cordon umbilical, iniciando asi una busqueda para proporcionar una

solucién, que brinde seguridad y sobre todo garantice vida a quien lo necesite.'%-2%

47.60
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H.- E1 Futuro del Banco de Sangre de Cordén Umbilical

Diversas enfermedades hematolégicas tanto malignas (Leucemias agudas
linfocitica y mielocitica, leucemia crénica granulocitica)‘” y no malignas ( Anemia
de Fanconi, Talasemia, Anemia celular en hoz)® han podido ser tratadas a través
de células progenitoras hematopoyéticas. Durante mucho tiempo la medula ésea
constituyd la Udnica fuente para la obtencidn de estas células; sin embargo
recientemente se han empleado dos fuentes alternativas: células de medula dsea

movilizada y la sangre de cordén umbilical. Esta uitima tiene como ventajas:

a) El numero de células progenitoras hematopoyéticas. La experiencia clinica
ha demostrado que la sangre de corddn contiene suficientes células
hematopoyéticas para reconstituir la hematopoyesis en pacientes, con un

peso de hasta 50 kilogramos.

b) La capacidad proliferativa de las células progenitoras hematopoyéticas. Se
ha demostrado que las caracteristicas de las ceélulas progenitoras de la
sangre de corddn difieren de la medula &sea. Las células progenitoras
hematopoyéticas de la sangre de cordén contiene una mayor proporcién de
células CD34+ primitivas con mayor capacidad clonégenica en presencia de
factores de crecimiento afladidos y con capacidad mucho mayor de generar
colonias secundarias. Existen asi mismo diferencias en las caracteristicas
fenotipicas entre las células progenitoras primitivas de las sangre de cordén

umbilical y de la medula ésea.
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Una aloreactividad disminuida. Si bien la capacidad de proliferar, de los
linfocitos T de la sangre de cordén umbilical frente a estimulos alogénicos
primarios, es similar a la de la sangre o la de la medula dsea del adulto, su
actividad citotoxica basal es menor. También se han observado niveles
inferiores en varias citocinas, inmadurez funcional de las ceélulas
dendriticas. Los citados hallazgos podrian explicar, al menos en parte, la
menor intensidad de las reacciones injerto contra huésped (EICH)
observada en los trasplantes con sangre de cordén umbilical y que permiten
emplear unidades con diferencias en el complejo mayor de

histocompatibilidad en uno y hasta dos antigenos.

La expansion ex vivo de las células progenitoras hematopoyéticas de la
sangre de cordén umbilical es superior a las de la medula édsea 6 las de la
sangre periférica después de la movilizacion. Esto debido a que en
resultados obtenidos con células ~progenitoras hematopoyéticas
comprometidas han tenido éxito y que en estudios mas recientes parecen
demostrar que las células progenitoras CD34+, CD38+ pueden ser
expandidas. Por lo que este estudio tendria una importante repercusién en
la aplicacion de la sangre de corddn umbiiical tanto en el terreno de los

trasplantes como en el de la terapia génica.
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Los puntos anteriores plantean la necesidad de desarrollar condiciones
experimentales a través de protocolos de investigacién encaminados a explorar
nuevas alternativas en la manipulacion genética de células de sangre de cordén
umbilical y su posterior aplicacion en el tratamiento de enfermedades
genéticas."s"5'35"3"7'51'55'59'7"'7‘

Todas estas investigaciones y avances con respecto a las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) de corddn umbilical han sido Gtiles para poder preservar

la vida, considerando que anteriormente hubo estudios que llevaron a tales células

ser criopreservadas.
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Hi.- BASES DE LA CRIOPRESERVACION

La criopreservaciéon surge como tal en 1949, cuando Polge, Smith y
Parkes™ demuestran el restablecimiento de los espermatozoides de toro después
de ser sometidos a vitrificacién y deshidratacién a bajas temperaturas en
presencia de glicerol; éste ultimo considerado como el primer agente
criopreservante.

Para 1955, Barnes y Loutit utilizan la técnica de Polge, Smith y Parkes
demostrando que la medula dsea de rata podia ser preservada en congelamiento.
Posteriormente Loveck Bishop en 1959“*), emplea el dimetilsulféxido (DMSO)
como agente criopreservante dando un sailto a la era moderna de la criobiologia
con las células tallo hematopoyéticas.33:44.59.63.77

Surgiendo de esta manera la inquietud de saber que pasaba con la sangre de
cordén umbilical al ser sometida a este proceso y cuestionandose también sobre
la mejor manera de obteneria, y tener una adecugda criopreservacion.

Mads adelante tomando en cuenta lo antes establecido, Yao y colaboradores en
1969, estudian la distribuciéon del volumen de la sangre circulante en infantes asi
como la conexion de la placenta al nacimiento en los primeros minutos en 111
nacimientos.

Por su parte, Hofmeyr, Broxmeyer, Bertoloni en 1988™“®, comparten la idea
de Rubinstein, con respecto a la hipdtesis de que el trasplante de las ceélulas

progenitoras de corddn umbilical dependia de !a cantidad de células nucleadas y

del peso del paciente. (¥
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Con el afan de entender como estas células podrian ser transplantadas, se
did un avance mas a los estudios de criopreservacion de sangre de corddn
umbilical. Se utilizaron dos agentes criopreservantes, dimetilsulféxido (DMSO ai
50%) y dextranc 40 al 5% a diferentes concentraciones. Las células nucleadas o
progenitoras hematopoyéticas fueron sometidas a congelamiento y
descongelamiento, tomando en cuenta la existencia de células resistentes y
débiles para poder determinar el tiempo y la temperatura de resistencia,272%:47.59.68

Las células que tienen mas tolerancia a la tension osmdtica que se presenta
durante el congelamiento son los linfocitos y células progenitoras
hematopoyéticas, por otra parte las que sobreviven menos a este proceso son los
glébulos rojos y granulocitos. Esto establece gque el proceso de congelamiento sea
determinado por la medida celular y la permeabilidad de su pared. Sin embargo,
las células pueden sufrir un dafo en su membrana, el cual ocurre como
consecuencia de la liberacion de calor en la fusion durante el cambio de fase de
”quido a 56|id0‘23'27'37"1"7'“'7:
Cuando el enfriamiento es demasiado lento, la concentracién de solutos
extracelulares aumenta paulatinamente, aumentando el gradiente osmdtico que
provoca la salida del agua de la célula, con la consiguiente deshidratacion

intracelular, lesionando la membrana y provocando la lisis celular, debido a los

cambios acido-base y bioquimicos.”

Si el proceso de enfriamiento se produce a un ritmo excesivamente rapido,
esto impide que el agua intracelular se difunda hacia el exterior, por o que el

sistema no llega a un equilibrio, quedando e! medio intracelular menos
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concentrado que el extracelular, dando lugar a la formacion de cristales de hieio
en el interior de la célula, lo que originara una lesidn mecanica en los organelos
celulares. La temperatura en esta fase permite que sobrevivan las células

progenitoras hematopoyéticas con una éptima disminucion de 1 minuto por 1° C.

Cuando las ceélulas congeladas se calientan, los cristales de hieic
intracelulares formados durante el proceso de criocongelacion aumentan en
tamarnio, sufriendo una recristalizaciéon; por io que su tamarfo es minimizado por
este recalentamiento rapido, exponiendo a las células a una temperatura de 37° C
a 40° C en bafo Maria, llevando este proceso a una dilucion rapida en la
concentracion de solutos intracelulares que es causada tipicamente por el uso
clinico a proporciones de congelamientos lentos, 2:33:41:46.63.76.80,81
Es claro que las células humanas, particularmente las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) no sobrevivan a procesos de congelamiento sin un agente
criopreservante de ahi el surgimiento de su uso.

63,73,74

IV.- AGENTES CRIOPRESERVANTES

Los agentes crioprotectorés son sustancias que protegen del dafio que se
pueda producir en las células debido a la congelaciéon. El modo de accién de los
crioprotectores es muy complejo; su efecto protector proviene de su habilidad para
vincularse al agua lo que evita la formacién de cristales de hielo que puedan dafiar
a los organelos intracitoplasmaticos y de su capacidad para reducir los efectos

toxicos de las aitas concentraciones de sales y solutos basandose en la
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permeabilidad y el volumen molar criopreservante penetrado, asi como las
propiedades de la membrana celular,*1.59.63.3¢
Existen dos clases de agentes crioprotectores mencionados desde 1971 por

Meryman: crioprotectores intracelulares y crioprotectores extracelulares.

1. - Crioprotectores intracelulares

Estos se difunden rapidamente hacia el interior de la célula atravesando la
pared celular, incrementando asi la osmolaridad intracelular durante el proceso de
la congelacidén lo cual minimiza el dafio causado por el lento o rapido enfriamiento.
Los agentes intraceiulares mas ampliamente utilizados en medicina son glicerol
(Polge y colaboradores, 1949) y dimetilsulféxido (DMSO, Loveck Bishop, 1959)
que son pequefias moléculas de bajo peso molecular y tienen la capacidad de
atravesar la membrana celular.®9
En un estudio realizado por Goldman y colal?oradores. establecieron, que ia
pérdida de células tallo en el descongelamiento, se reducia mediante la adicion en
un solo paso de dimetilsulféxido al 10% como solucién criopreservadora. "

Bajo éste fundamento, Rubinstein y colaboradores, utilizaron esta técnica para
criopreservar células monocnucleares de cordén umbilical, de las cuales mas del
90% de ellas se requiere que permanezcan viables; para ello es necesario que |a
solucion criopreservadora contenga una fuente como aporte de proteinas, tales
como albimina, suero o plasma autélogo u homoélogo, en una concentracion final
de 10%, diluido en un medic de cultivo del tipo TC199. El medio criopreservante

de eleccion es el DMSO a una concentracion final del 10%,10.11.14.33.59.66.75.84
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E! dimetilsulféxido posee alta polaridad debido al sulfuro; considerado como
un agente crioprotector intracelular (DMSOQO), tiene la propiedad de disolver
muchas sustancias solubles en agua y lipidos; su capacidad de penetracién es
elevada a temperaturas superiores de 0° C, pero a 0° C & temperaturas inferiores
penetra lentamente, aunque esto dependa de la especie celular, ocasionando un
incremento de viscosidad en la solucidn, lo que permite aumentar su
concentracién, siendo esto un mecanismo de accidon que hace decrecer la
velocidad de formacién de hielo. Otra caracteristica importante es que actida como
sustancia coligativas es decir, incorporan moléculas de agua y hacen lento el
crecimiento de los cristales de hielo, lo que evita un aumento brusco en la
concentracion de solutos extracelulares. A concentraciones de 5% (0.7M) y 10 %
(1.4M) la toxicidad puede ser un problema especificamente si las cantidades son
grandes e infusionadas a pacientes pequefios, 23334176

El DMSO tiene una toxicidad tolerable aunque produce fiebre, cefaleas,

vasoespasmos locales, nauseas y vomitos.

Otro de los agentes criopreservantes intracelulares mas utilizado es el glicerol, util
a concentraciones de 4.5 mol/L (aproximadamente 40% peso/vol) para
congelamiento lento para prevenir una hemdlisis (Huges-Jones en 1957). Si el
congelamiento es rapido, la concentracion del glicerol necesita ser del 20%
peso/vol (Pert en 1963). Todo ello referido si el glicerol tiene altas
concentraciones, su baja temperatura sera de —80° C y si estas son a bajas

concentraciones de glicerol la baja temperatura sera de —-20° C.
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El efecto del glicerol es probablemente debido al hecho de que !a formacién
de cristales es limitado y provee una fase liquida en la cual las sales son
distribuidas como prioridad en el enfriamiento asi que la hipertonicidad excesiva es
evitada (Lovelock 1953) 3717236263
También existen otros agentes criopreservantes intracelulares tales como et
etilenglicol, etanot, metanol, acetato de amonio y trimetilaminoacetato, acetamida,
2,3-butanodiol, 1,2-propancdiol.*!58.78.77

Y ademas de los agentes criopreservantes intracelulares existen otros tipos de

agentes extracelulares cuyas caracteristicas son mencionadas a continuacion.

2.- Crioprotectores extracelulares

Estas son moléculas de gran peso molecular, no tienen la capacidad de
atravesar la membrana celular, por lo que ayudan formando una barrera alrededor
de la celula disminuyendo la cantidad de deshidrataciéon celular vista en la
congelacién lenta. Son mas efectivos cuando se utilizan velocidades altas de
congelacion. No son crioprotectores propiamente dichos, ya que suelen usarse
asociados a ios agentes crioprotectores intracelulares.

Entre estos agentes tenemos compuestos de macromeoléculas como el hidroxietil-
aimidon (HES), polivinilpirrolidona (PVP), polietilenglicol, azucares como fructuosa,
sacarosa, dextrano, lactosa, y glucosa, y alcoholes de azucar como manitol,
sorbito! y polimeros de almidén,!7-2%:33.37.41.44.50.63.77

Estos agentes tienen propiedades coloidales por lo que permanecen en el espacio

intravascular produciendo una expansién de volumen mas efectiva que [os
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cristaloides isoténicos. Mejoran el transporte de oxigeno, y estos coloides pueden
ser naturales o proteicos (plasma y albimina) o artificiales (dextrano y almidones).
El coloide ideal debe estar libre de antigenos o propiedades alergénicas, ejercer
una presion coloide-osmadética intra vascular sostenida, libre de riesgo infeccioso,
poseer una larga vida sin necesidad de almacenamiento especial y tener bajo
costo. Para una concentracién dada de coloide, las soluciones con particulas
pequenas ejercen un efecto coloido-osmadtico (oncdtico) mayor siendo mas
rapidamente filtradas, de igual manera, para una concentracién dada de coloide
con un peso molecular aito, habra relativamente menos particulas, asi que el
efecto oncético es menor pero su duracidn es mas sostenida.

E! agente coloide extracelular usado en la clinica es hidroxietil-almidén (HES), el
cual es una molécula de alto peso molecular que actia en la superficie de las
células, su efecto es la de imitar a las proteinas plasmaticas, por lo que la solucién
al 6% genera una presidn coloide-osmdtica de 28 mmHg en la sangre,
considerado similar a !a de albumina y provoca un incremento de volumen intra
vascular similar a la cantidad de volumen administrado. Si se utiliza una muestra
obtenida de la bolsa con HES se puede dificultar la interpretacion del grupo
sanguineo y de anticuerpos, también puede causar defectos de coagulacién,
decrece la cantidad de hemogiobina liberada desde la célula individual sin apreciar
el decrecimiento de numero de células dafiadas; tiene la particularidad de
aumentar la viscosidad de la suspensidn por lo que la transfusidn debe realizarse

lentamente.
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Otro coloide que actia como criopreservador extracelular es la
polivinilpirrolidona (PVP), descubierto por Farrant y Woolgar en el 1970. Actia en
dos pasos: 1° reduce la concentracién de electrolitos que se encuentran a una
concentracion relativamente ailta, debido al peso molecular bajo que tiene; 2°
reduce el hinchamiento osmadatico coloide durante el
descongelamiento 234152638887.73 |, tino mas de criopreservante utii es el coloide
dextrano, que disminuye la cantidad de hemoglobina liberada desde la célula
individual sin apreciar la disminucién de niumero de células dafiadas; y asi el
dextrano disminuye la lisis de las células rojas durante el congelamiento y
descongelamiento, quedando exenta del dafio (Zade-Oppen en 1968).°%%

El dextrano 40 (Rheomacrodex) se presenta con una solucién al 10 % en suero
salino normal, su uso se limita a la expansién del volumen intravascular (por su
poder oncdtico), también ocasiona disminucién en la viscosidad debido a su
propiedad de reducir la agregacidén eritrocitaria, la adhesividad-agregacion
plaquetaria y ia concentracién de glébulos rojos por hemodilucion. Un gramo de
dextrano retiene de 20mL a 25 mL de agua comparado con 13 mL que retienen

proteinas.'?

Estas sustancias pueden interferir con las pruebas de tipificacion sanguinea
y con las pruebas cruzadas especiaimente con dextrano 70, debido a ila
pseudoaglutinacion formada. Su administracion esta ligada a la coagulopatia por
dilucion asi como a la disminucién de formacién del trombo de fibrina y en la

reduccién de la actividad del factor ViI|. 121.44.48.58.63
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Otros coloides que actian como criopreservantes extracelulares, que se
adicionan a la sangre y decrecen la hemdlisis después del congelamiento y
descongelamiento incluyen la dextrosa, lactosa, sacarosa, albumina. Sin embargo,
quizas las substancias de bajo peso molecular disminuyen el numero de células
las cuales lisan, y las substancias de peso molecular alto (albumina, PVP y
dextrano) decrece la cantidad de hemoglobina liberada desde céiulas individuales,
sin apreciable decrecimiento en el nimero de células dafadas, 782248

Desde 1968, se han realizado estudios con respecto a las ventajas de
emplear la combinacién de dos criopreservantes, sin embargo hasta 1983 fue
aceptada la combinacién de soluciones criopreservadoras. La mezcla de
hidroxietil-almidén al 6% y dimetilsulféxido al 5%, ha sido Gtit para la
criopreservacion de granulocitos. Esta mezcla evita la formacion de
microagregados que forman la lisis de granulocitos, mediante !a liberacion de
nucleo-proteinas y enzimas lisosomales. Cabe mencionar que el dimetilsulfoxido
presenta ciertas desventajas ya que a concentraciones altas pueden desarrollar
efectos toxicos, dependientes de la temperatura-tiempo.3341.72

Las caracteristicas importantes que deben tener Ilos agentes
criopreservantes son: baja toxicidad, facilidad de penetracién a las membranas
celulares, y ademas tener una solubilidad mayor con el agua para formar enlaces
con e"a‘39.41
La oportunidad de usar estos criopreservantes o crioprotectores solos, como el
DMSO o combinados DMSO-HES sugieren la realizacion de técnicas para
criopreservar las células progenitoras ya sea de cordén umbilical, medula ésea y

de sangre periférica.”’>™®
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Criopreservaciéon de Ceélulas Progenitoras Hematopoyéticas de

Cordén Umbilical

La criopreservaciéon se debe realizar dentro de las primeras 48 horas
después de la recoleccién. La reduccidon de volumen es realizada por un meétodo
automatizado llamado SEPAX utilizando una solucidon de hidroxietil-aimidén al 6%
la cual es mezclada con sangre de corddn en una proporcion de 1:S (a una
concentracién final de 12% de HES). El sistema SEPAX permite separar las
células progenitoras del paquete eritrocitario y del plasma, dejandolas en un
volumen final de 20ml. La criopreservacion de la sangre de cordén es realizada
por la adicion del dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion del 50% con
dextrano-40 al 5% en un lapso de 15 minutos para aicanzar una concentracidn
final del 10%, la unidad de células progenitoras hematopoyéticas con el
criopreservante se congela en un sistema automatizado llamado Bioarchivo que
permite la congelacién gradual de la unidad, llevandola a una temperatura final de
—196 ° C inmersa en nitrogeno liquido.

Este procedimiento automatizado permite obtener unidades de células

progenitoras de una aita calidad y reproducibilidad 4.17:33.47.62.66.75.78
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V.- VALIDACION DEL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

Estas técnicas que validacién la sangre de cordén umbilical permiten
garantizar y dar seguridad y éxito al trasplante. La importancia de estas técnicas
radica desde el momento en que surge la recoleccidén de las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) que se encuentran en el territorio vascular de la placenta
y que después del nacimiento son obtenidas en un nimero suficiente para
reconstituir la médula dsea.

La utilizacion terapéutica de la sangre de corddn define y controla el
proceso desde el donante hasta el receptor.

Este proceso consta de tres fases: donacién del producto, su manipulacion desde
el Banco de Sangre de Corddn Umbilical al centro de trasplante y por ultimo el
trasplante y seguimiento clinico. Y de forma complementaria, se toman controles
que verifiquen la calidad funcional del producto (calidad hematopoyética), y la
seguridad del receptor (calidad transfusionai). Por lo anterior, el proceso se divide
en diferentes técnicas de manipulacidn del proceso, en el cual se aplican pruebas

analiticas de caracterizacion y controles de calidad,22-3%.48.64.81
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Técnicas de manipulaciéon

Estas técnicas incluyen la recoleccién de sangre de corddn umbilical,
almacenamiento y transporte en fresco, su manipulacién del producto, incluyendo
la reduccion de volumen, criopreservacion y almacenamiento en frio, el envio,
entrega y trasplante de la unidad.®°®*

Fase del proceso: En la fase de donacidn se actia respetando los derechos
individuales, donde la donadora es la gestante quien debera ser mayor de18 afios
y recibira informacion previa al parto sobre el programa, los beneficios de ia
donacién y prejuicios; posteriormente firmada, dando su consentimiento que
autoriza ia manipulacion de su producto para uso terapéutico.

Otro criterio es la seguridad del donador: estudios publicados comprueban
que el pinzaje precdz del corddn puede provocar a una reduccion media de 1g/dl
de hemoglobina sobre la media del recién nacido, originando problemas aquellos
productos que tienen menos de 34 semanas de gestaciéon, siendo excluidos del
programa como donantes.%°%'

La seguridad es de gran importancia también para el receptor ya que et
trasplante de células madre puede transmitir una enfermedad del donante al
receptor. Las enfermedades transmisibles son genéticas, como lo es la
enfermedad linfohematopoyética del recién nacido, inmunodeficiencias y
hemoglobinopatias, asi como infecciones de la madre (como SIDA; hepatitis o
sépsis). Para minimizar este riesgo, se realiza una historia clinica y estudios

serolégicos previos al parto.®°2!
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La fase de manipulacidn comprende desde ia recoleccién de ila sangre

hasta la entrega al centro del trasplante.

La caracterizacidon del producto define el contenido celular, contenido de

células progenitores hematopoyéticos y sus caracteristicas transfusionales, asi

como el grupo sanguineo y el HLA.

Estudios de esterilidad después de la realizacion de las manipulaciones
Seguimiento de las células diana durante et proceso

Registro de almacenamiento

Registro del transporte desde 1la maternidad al banco y desde el banco a!
centro de trasplante.

La fase de envio y trasplante dependera del centro de trasplante y
responsabilidad del equipo médico, quien atiende al receptor. Ademas, el
banco debe seguir el resultado de la infusién y del trasplante para detectar
posibles anomalias como son: incidencias en la recepcion del producto,
resultado de la descongelacién caracterizando a las células y su viabilidad,
seguimiento clinico de la enfermedad injerto contra el huésped y de la

supervivencia.

Para poder justificar las técnicas de manipulaciéon del producto existen los

controles de calidad que son los transfusionales y

hematopoyéticos 1,8,12,22.24,40,46,56,87,76



Controles de calidad transfusionales

Los controles de calidad transfusionales incluyen los criterios de inclusion gue
corresponde a la informacién, anamnesis, revisidon de la historia clinica y estudios
previos al parto; los procesos de caracterizacion que corresponden a identificacion
de grupo sanguineo, HLA, y esterilidad.

La verificacion de la seguridad transfusional forma parte de este controil de
calidad que corresponde al estado serolégico de la madre al momento de la
donacién donde se hacen el estudio de los marcadores de infectividad utilizados
en medicina transfusional, y vigentes en el pais del donante y del receptor. La
confirmacién del HLA del producto, en muestras nuevas del donante (ideaimente

una alicuota ligada a la bolsa de trasplante); y el haplotipo HLA materno.50-72.79.84

Controles de Calidad Hematopoyéticos

Los controles de calidad hematopoyéticos inciuyen el conteo de células
nucleadas, el contenido de CD34+, el uso de productos certificados para uso
humano, el tiempo llevado en e.l proceso, control del transporte de! producto,
validacion y revalidacion técnica, perdida de células diana durante Ja

manipulacién, 412.32.42.60



Los criterios cuantitativos para la validacién de una muestra de sangre de
cordén son:
*Criterios establecidos por BSCU de Barcelona Espafia. Querol S, y

colaboradores. %2

Criterios cuantitativos para validacién de una muestra de sangre de cordén_

CRITERIOS CUANTITATIVOS |VALOR
Edad minima del donante 18 afios
Semana de gestacién 34 semanas
Tiempo de manipulacion 48 horas
Volumen de sangre neta 60 mL,
Células nucleadas (CN) por ML 7-20x10°
Células nucleadas totales al inicio >8x10°
Recuperacion de CN >60%
 postmanipulacion

CFU/CD34+ postdescongelacion >10%

VI. Perspectivas en México

Las necesidades actuales y futuras de nuestra poblacion obligan a llevar a
cabo programas coordinados y confiables de criopreservacién celular que
incluyan: células hematopoyéticas (obtenidas de médula dsea, de sangre
periférica y de! cordén umbilical) con fines de trasplante o terapia génica; asi como
de eritrocitos (rejuvenecidos o no ) de fenotipo poco comun para uso transfusional
en los pacientes que asi lo requieran, ademas de los programas de expansion
célular u otros que, por el avance de las ciencias médicas y transfusionales, vayan

surgiendo y que demuestren cientificamente su utilidad para el bienestar de

TESIS CON
|

nuestra salud.®"
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Conclusiones

La criopreservacion de la sangre de corddn umbilical ha sido exitosa
utilizando hidroxietil-almidén al 6%, dimetilsulféxido al 50% y dextrano-40 a!
5% ya que la viabilidad celular se mantiene en buenas condiciones de post-

congelacidn con este tipo de crioprotectores.

La cultura de la donacién de células de sangre de cordon umbilical debe
fortalecerse en nuestro pais, para contar con un inventario que permita

tener una diversidad de HLA para su utilizacion en enfermedades con

diferentes diagndsticos

La importancia y la aplicacion de la sangre de corddn umbilical ha
impulsado que e! Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea sea el
primer banco de sangre de corddn umbilical en México, permitiendo que se
tenga la tecnologia de vanguardia utilizada para este campo, asi como el

desarrollo tecnolégico e investigacion en nuestro pais.

Es fundamental que los bancos de sangre de cordédn umbilical que surjian
en nuestro pais, se rijan bajos estandares internacionales como NETCORD.
Llevando acabo estrictos controles de calidad tanto transfusionales como

hematopoyéticos.
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