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brindado por dichas asociaciones para la realizacion de esta tesis.
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de esta tesis.
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Siglas y significado

Siglas utilizadas y su significado

Banco de Sangre de Cordén Umbilical

BICU-CNTS del Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea

CD34+ Marcador caracteristico de las células progenitoras
hematopoyéticas

CD34T1T Células CD34+ totales en la unidad de SCU

CD34Vv Células CD34+ viables en la unidad de SCU

CFC Células formadoras de colonias

CPH Células Progenitoras Hematopoyéticas

CNT Células nucleadas totales
(Foundation for the Accreditation of Hematopoietic Cell Therapy)

FAHCT Fundacion para la acreditacion de terapia con células
hematopoyéticas

GBTF Glébulos blancos totales finales en la unidad de SCU

GBTI Glébulos blancos totales iniciales en la unidad de SCU

Hb Hemoglobina

HLA Antigeno Leucocitario Humano

kD Kilodaltones

MLSCU Mililitros de sangre de cordon umbilical recolectados

MO Médula 6sea

NETCORD E:I(:’iil?;:{nacional de bancos de unidades de sangre de cordén

PCCD34T Porcentaje de células CD34+ totales en la unidad de SCU

PCCD34V Porcentaje de células CD34+ viables en la unidad de SCU

PNO Procedimientos normalizados de operacion

PRN Peso del recién nacido

SCuU Sangre de Cord6n Umbilical

SDG Semanas de gestacion

SEPAX- Sistefna au}pmatizado basado en la_ separacién_de células por

BIOSAFE centrifugacion de acuerdo a la densidad y tamafio de las
particulas sanguineas

SRN Sexo del recién nacido

TH Tiempo transcurrido desde la recoleccion de la unidad de SCU
hasta su procesamiento en horas

UFC-E Unidad formadora de colonias de eritrocitos

UFC-G Unidad formadora de colonias de granulocitos

UFC-GEMM Unidad‘ formadora de _co!onias de granulocitos, eritrocitos,
monocitos y megacariocitos

UFC-L Unidad formadora de colonias de linfocitos

UFC-M Unidad formadora de colonias de monocitos

UFC-Meg Unidad formadora de colonias de megacariocitos

UH Unidad hospitalaria
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@ Introduccién

INTRODUCCION

El avance en los descubrimientos cientificos y tecnolégicos, promueve en la
actualidad, la posibilidad de que una mujer embarazada tenga el privilegio de
dar luz a mas de una vida; ya que se ha comprobado que la sangre que queda
atrapada en la placenta y el cordon umbilical (productos que generalmente son
desechados después del nacimiento), contiene células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) en numero suficiente para reconstituir la funcion
medular tanto a corto como a largo plazo' ; este es un producto biolégico facil
de obtener al momento del parto o de la cesarea, sin que se ponga en riesgo la

salud de la madre o del recién nacido.

El transplante de CPH se ha venido utilizando en estas tres ultimas décadas
para reconstituir la hematopoyesis’ y también es utilizado para tratar una
extensa variedad de enfermedades hematolégicas y no hematolégicas,
habiéndose establecido como terapia para muchas patologias congénitas o

adquiridas del sistema hematopoyético.

Un banco de células progenitoras hematopoyéticas de cordén umbilical , es un
centro dedicado a la recoleccién, procesamiento, estudio y criopreservacion de
Sangre de Cordon Umbilical (SCU) para ser utilizada en uso clinico,

principalmente en transplante para restaurar la médula osea.>*

9]0




@ Introduccion

La Secretaria de Salud en México cuenta con un Banco de Sangre de Corddn
Umbilical ubicado en el Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea (BSCU -
CNTS). Este BSCU esta conformado por la unidad materna, la unidad de
procesamiento, la unidad de criopreservacion, la unidad de busqueda y gestion
asi como el banco paralelo. Sus actividades siguen los criterios establecidos
por los estandares internacionaies de NETCORD-FAHCT, lo que asegura una

validacion del proceso en forma global y trazabilidad del mismo.®

Los factores maternos y neonatales que influyen en una buena recuperacién de
CPH procedentes de SCU varian de acuerdo a la poblacién estudiada. La
finalidad de este protocolo es obtener datos que nos indiquen como influyen
estos factores maternos y neonatales en la poblacion de mujeres mexicanas,

para la obtencion de unidades de SCU de alta calidad hematopoyética que

puedan ser utilizadas en transplante de médula ésea.

El estudio se realizé en una muestra de 157 unidades de SCU, recolectadas
en tres hospitales de la Secretaria de Salud, las cuales fueron procesadas y
criopreservadas en el BSCU - CNTS. Estas unidades de SCU cumplen con
todos los criterios y parametros de aceptacion referidos en los estandares

internacionales de NETCORD-FAHCT.
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@ Introduccién

A partir de los datos que aportan estas unidades, se realizaran estudios
estadisticos pertinentes que nos permitan proponer un modelo de donador que
cuente con caracteristicas especificas que favorezcan Ila captacion,
procesamiento y criopreservacion de unidades de SCU de alta calidad
procedentes de mujeres mexicanas, con la finalidad de ser utilizadas en

transplante hematopoyético.




@ I.Generalidades

1.0 Un poco de historia

| . GENERALIDADES

1.0 Un poco de historia

La historia de cualquier acontec;imiento inicia siempre por la aparicion de una
idea, que algunos pueden, en su momento, considerar como absurda o ilogica,
pero en realidad, es esta idea la que marca el inicio de un camino que puede
ser corto o largo, y que, en alguin momento, lleva a alcanzar un objetivo
propuesto. Es por lo anterior que, gracias a las personas que perseveran en lo
que creen y que luchan contra cualquier barrera impuesta, se tienen los
avances cientificos y tecnolégicos que permiten a la humanidad situérse en el

lugar donde se encuentra.

PSS ®

En los primeros anos de la década de los 50 Jacobson y Lorenz, entre otros,
observaron que ratones sometidos a altas dosis de radioterapia sobrevivian si

se les administraban células de médula 6sea de otro ratén por via intravenosa.
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% 1.Generalidades

1.0 Un poco de historia

La radioproteccion era debida a la formacion, en la médula 6sea y bazo de
estos animales, de colonias de células hematopoyéticas compuestas por

precursores eritroblasticos, granulociticos y megacariociticos.

Utilizando marcadores cromosomicos pudo probarse el origen clonal de las
colonias hematopoyéticas, ya que todas las células de la misma llevaban el
mismo marcador cromosomico y, por tanto, las colonias tenian un origen
unicelular. Parecia evidente, la existencia de wuna célula germinal

pluripotencial.

En 1956 C.E. Ford introdujo el término “quimera” para designar la situacién en
la que un animal llega a poseer un sistema hematopoyético extrano a él, como
resultado de un trasplante de células procedentes de otro. Se establecid asi
mismo que la administracién intravenosa de células progenitoras de médula
Osea en suspension era el procedimiento mas eficaz para la obtencién de la

“quimera”.

Observaciones posteriores demostraron que si bien la mayoria de animales de
experimentacion sometidos a trasplante medular sobrevivian mas de 30 dias
tras la infusion, casi todos morian antes de 100 dias a causa de una afeccion

caracterizada por diarrea intensa, pérdida acusada de peso y lesiones

C




@ 1.Generalidades

1.0 _Un poco de historia

cutaneas. Van Bekkum y De Vries sugirieron en 1967 que este cuadro era una
"enfermedad del injerto contra el huésped", que posteriormente se atribuyé
a los linfocitos inmunocompetentes del donante, inoculados con sus células

hematopoyéticas en el organismo del receptor.

A mediados de los anos 60 los estudios de Dausset y otros investigadores
permitieron establecer que en el ser humano existe un sistema de
histocompatibilidad enormemente polimorfo, denominado HLA (antigeno
leucocitario humano), con multiples "loci" que contienen numerosos alelos. Las
investigaciones posteriores se orientaron légicamente a localizar y utilizar en la
clinica donantes HLA idénticos para los trasplantes medulares, tratando asi de

evitar o al menos aminorar estas complicaciones.

Fue Boyse quien a inicios de los anos 80 propuso la utilizacién de la sangre de
cordén umbilical (SCU) como fuente de células progenitoras hematopoyéticas

(CPH) con fines de transplante hematopoyético.’
El primer trasplante de CPH de SCU, fue realizado en Paris por E. Gluckman

en octubre de 1988, en un nifio con Anemia de Fanconi utilizando SCU de su

hermana.'®
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@ 1.Generalidades

1.0 Un poco de historia

Basados en el éxito de este trasplante, y en la duracion del injerto, otras
instituciones empezaron a investigar la posibilidad de usar CPH para

trasplantar pacientes relacionados y no-relacionados con el donante.®

Aungue si bien la mayoria de los transplantes de CPH procedentes de sangre
de cordén umbilical han ocurrido en nifios, las unidades de SCU de donadores
no emparentados son capaces también de restablecer la hematopoyesis en

adultos.”

Desde 1998 y hasta mayo del 2004, alrededor de 2772 pacientes han recibido
transplante de CPH para una variedad de enfermedades malignas y no

malignas.""'22

En México el BSCU - CNTS realizé en marzo del 2004 el primer transplante de
CPH no emparentado procedente de SCU de poblacién mexicana, en un nifo
de 10 afos con leucemia aguda linfoblastica de células T, el cual respondié
favorablemente al transplante realizado y en este momento se encuentra en

muy buenas condiciones de salud.

glf,»




@ 1.Generalidades

1.0 Un poco de historia

Dentro de los antecedentes histéricos antes mencionados, se pone de
manifiesto la existencia de enfermedades concernientes a la médula 6sea,
ademas de que se hace alusién a las opciones terapéuticas encontradas a lo
largo del tiempo para el restablecimiento de la funcién hematopoyética, pero es
importante involucrarnos en este tema para tener conocimiento del proceso
conocido como hematopoyesis y de las condiciones que se encuentran

involucradas dentro de este sistema.




@ I.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

2.0 Hematopoyesis

Antes de 1850 se consideraba que las células sanguineas formadas en la vida
fetal eran viables hasta la muerte del individuo y que no habia necesidad de
una fuente constante de nuevos elementos.'” Posteriormente se descubrio que
la formacién de la sangre es un proceso continuo, y fue entonces cuando se
defini6 a este proceso como hematopoyesis; este término deriva de las raices
hemat= sangre y poyesis= formacioén, y es utilizado para describir la formacion

y desarrollo de las células sanguineas.

SPLe®

La hematopoyesis se define como la serie de fenémenos entrelazados que se
inician a nivel unicelular con la autoduplicacién de células indiferenciadas,
seguida de la diferenciacion y la maduracién de estas, para culminar con la

produccion de células de la sangre.'®"?

La autoduplicacion se refiere a la capacidad que tienen las CPH para generar

progenies con las mismas caracteristicas de la CPH primitiva'?".

@,




@ I.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

La diferenciacion consiste en la secuencia de hechos genéticos que permiten
a una célula sintetizar productos especificos, que le confieren potencialidad
para determinada funcién, mientras que la maduracién se define como la
secuencia de fenémenos bioquimicos y morfolégicos iniciados por la

diferenciacion y que confieren capacidad funcional a la célula.'

El tejido que da origen a todas las células de la sangre se conoce como

sistema he.-maltopoyétict;-.’‘J

El sistema hematopoyético incluye tejidos y érganos involucrados en la
proliferacion, maduracion y destruccion de células sanguineas. Estos 6rganos y
tejidos se refieren a el sistema fagocitico-mononuclear, el bazo, los ganglios
linfaticos, el timo, el higado y la médula 6sea que cumplen con funciones

especificas dentro del proceso hematopoyético.’

2.1 Desarrollo de la hematopoyesis

La hematopoyesis inicia en el saco vitelino del embrion humano desde el

decimonoveno dia después de la fertilizacion.

El‘)




@ 1.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

Aunque los leucocitos y precursores plaquetarios pudieran estar presentes en
el saco vitelino, la mayor parte de la actividad hematopoyética en este sitio se
limita a la eritropoyesis (formacion de eritrocitos). En esta etapa la produccion

celular se denomina eritropoyesis primitiva.

Cerca del tercer mes de vida embrionaria, el higado fetal se convierte en el
principal sitio de produccién de células sanguineas, mientras que el saco
vitelino termina su participacion en el proceso hematopoyético. En este
momento la hematopoyesis se inicia también, en menor grado, en bazo, rifién,

timo y ganglios linfaticos.

La formacion leucocitaria y plaquetaria (mielopoyesis y megacariopoyesis) se
inicia en el higado fetal, pero la producciéon de estas células no se considera

significativa hasta el inicio de la hematopoyesis en la médula 6sea.

La médula 6sea se convierte en el principal sitio de hematopoyesis en el tercer
trimestre de la gestacion y esta se mantiene como la principal fuente de

produccion sanguinea después del nacimiento y durante la vida adulta.’




@ I.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

2.2 El proceso hematopoyético

En una persona sana, por lo general las cantidades de células nuevas que se
forman son proporcionales a las cantidades de células viejas que se pierden o
mueren. El tiempo de vida de las diferentes células sanguineas es muy variable
y puede ir desde horas (neutréfilos) o dias (eritrocitos) hasta 20-30 afnos para

algunos linfocitos.

Los mecanismos que regulan el proceso hematopoyético dependen de varios

factores, dentro de los cuales podemos mencionar los siguientes:

1) El control en la produccion de las diferentes citocinas que estimulan la
médula 6sea

2) El control simultaneo en la produccion de las citocinas estimulantes de
la médula que son de origen exdgeno

3) La regulacién en la expresion de los receptores para las citocinas
hematopoyéticas, tanto en las células pluripotenciales como en las
multipotenciales que van madurando, y

4) El control de las poblaciones de células maduras mediante la
estimulacién de la muerte celular programada y el inicio de la

apoptosi.':;.10
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@ 1.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

Ademas de la regulacion involucrada en la hematopoyesis, un elemento clave
dentro de este proceso es la existencia y participaciéon de la célula progenitora

hematopoyética (CPH) como elemento funcional.
2.2.1 CPH como elementos funcionales de la hematopoyesis

El proceso conocido como hematopoyesis, comienza con una CPH, que recibe
sefales internas, procedentes de determinados genes, e informacion que se
encuentra en su entorno. El conjunto de sefales es lo que dicta el destino de

estas CPH.™

Las CPH se encuentran clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas, de la

siguiente manera:

%+ Totipotenciales: Pueden dar lugar a un organismo completo. Son
capaces de ftransformarse en cualquiera de los tejidos de un

organismo.™

Por ejemplo: Cualquier célula totipotente (un évulo fecundado por un
espermatozoide) colocada en el utero de una mujer tiene capacidad de

originar un feto y un nuevo individuo. ™"

@




I.Generalidades
2.0 Hematopoyesis

»,
L

Pluripotenciales: Son capaces de convertirse en la mayoria de los

tejidos diferentes, pero no pueden generar un organismo completo.™

Por ejemplo: A partir del cuarto dia del desarrollo embrionario humano
se forma el blastocito.- Las células de un blastocito ya no son
totipotentes, puesto que una sola de estas células ya no es capaz de
generar un individuo completo. Si son capaces de generar todos los
tejidos de un individuo adulto, pero no pueden generar la placenta ni

otros tejidos necesarios para el desarrollo del embrion. '

Multipotenciales: Tienen un cierto grado de diferenciaciéon o dicho de
otro modo, llevan la marca de un tejido en concreto. Estas, cuentan con
la capacidad de generar células, pero sélo del tipo celular del tejido al

que pertenecen o residen.>’

Por ejemplo: Estas células existen, y estan presentes en la mayoria de
los organos de la economia corporal del adulto, y conviviendo en su
6rgano con el resto de las células diferenciadas, tiene una propiedad
Unica: dar lugar a los distintos tipos celulares que componen el érgano
en el que residen con el fin, por ejemplo, de renovar las poblaciones de

células que van envejeciendo.?

ﬁ23




@ I.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

Para mantener el volumen de CPH y al mismo tiempo seguir produciendo
células para reemplazar las células sanguineas diferenciadas ya envejecidas,
las CPH deben ser capaces de mantener un equilibrio respecto a la auto

reproduccién y diferenciacion.
Lo anterior puede llevarse a cabo de una o dos maneras:

% Una CPH puede dividirse en dos células hija, una de las cuales se va a
diferenciar, mientras que la otra permanece en el compartimiento de

CPH (figura 1), o bien,

+ Por cada CPH que produce dos células hija , de las cuales ambas se
diferencian, otra CPH produce dos células hija que permaneceran en el

compartimiento de CPH.

Cualquiera de los procesos antes mencionados mantendra al compartimiento
de CPH en una constante mientras produce progenie que se diferencie y

reemplace células envejecidas.




@ I.Generalidades

2.0 Hematopoyesis

Las células hija de las CPH

retienen la habilidad para generar
células de todos los tipos
hematopoyéticos. Sin embargo,
en divisiones sucesivas la
progenie de las células hijas se
restringe  progresivamente a

diferenciar en cada vez menos

Figura 1. Representacion grafica simplificada hijas hasta que, al cabo del
de la renovacion y diferenciacion de una CPH
totipotente hasta la formacién de células : < :
esnecializadas ® tiempo, se limita a un solo tipo

celular, es decir a un solo linaje.
Estas células, denominadas como progenitoras comprometidas, dan origen a

células precursoras hematopoyéticas como eritroblastos y mieloblastos."”

2.2.2 Secuencia del proceso hematopoyético '’

La CPH pluripotencial da origen a CPH multipotenciales, las cuales se
diferencian en CPH comprometidas. En este momento, dichas células se

desarrollan hasta células maduras no proliferantes.
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2.0 Hematopoyesis

La CPH mieloide, llamada unidad formadora de colonias de granulocitos,
eritrocitos, monocitos, megacariocitos (UFC-GEMM), y la CPH linfoide, llamada
unidad formadora de colonias de linfocitos (UFC-L), se originan de la CPH

pluripotencial. Por lo tanto, estas células se llaman CPH multipotenciales.

Al cabo del tiempo, bajo el control de factores de crecimiento hematopoyético
especificos, las CPH multipotenciales se comprometen en un solo tipo celular y
entonces con toda propiedad se les denomina células de un solo linaje o CPH

comprometidas.

La CPH comprometida mieloide, se diferencia hasta formar tipos celulares
especificos, mientras que la CPH comprometida linfoide se diferencia hasta

originar linfocitos B y linfocitos T.

Cada una de estas CPH es nombrada por el tipo celular al cual estan

comprometidas, por ejemplo:

L7
o

UFC-M Para el tipo celular monocitico

7
L

UFC-Meg Para el tipo celular megacariocitico.

7
»

* UFC-E Para el tipo celular eritroide

L7
L

UFC-G Para el tipo celular granulocitico




.Generalidades
2.0 Hematopoyesis

o

La secuencia del proceso hematopoyético, se presenta en el siguiente

esquema:

MONOCITOS
UFC - Meg
~ o0
PLAQUETAS
UFC-E
%‘
. ERITROCITOS

Pluni - Muilti - o .
potencial potencial C ; ?- - '

Q EOSINOFILOS 5 /
UFC-L @

LINFOCITOS B

©

LINFOCITOS T

Figura 2. El proceso hematopoyético

Se ha hablado del importante papel que tienen las CPH como unidades
funcionales de la hematopoyesis, pero ;qué son las CPH?, ;como podemos

identificarlas? y ¢ cuales son las caracteristicas que definen a estas células?...
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3.0 Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH)

El perpetuo misterio de la vida se concreta, desde una perspectiva meramente
biolégica, en cémo la gran complejidad de un organismo se encuentra pre-
programada en un minusculo zigoto (célula totipotencial), que tras su
implantacién y con la ayuda del ambiente propicio aportado por la madre,
desarrolla todo su potencial bioloégico, generando toda una constelacion de
tipos celulares, que de una forma sorprendente van dando forma y vida a un

nuevo ser.'®

De manera natural, los tejidos del cuerpo a lo largo de la vida sufren un
desgaste, del que se defienden desarrollando la capacidad intrinseca de auto
renovacion. De no existir esta renovacion, se reduciria considerablemente la

esperanza de vida de los seres vivos.'®

CLPSeS®

3.1 Importancia de las CPH

El papel de las CPH dentro de el proceso de renovacién en el organismo, es
muy importante, debido a que estas células cuentan con dos importantes

propiedades:

@
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1. Pueden generar mas CPH, por medio de un proceso de auto renovacion.
2. Tienen el potencial de diferenciarse hacia varios células progenitoras

que eventualmente maduraran a lo largo de caminos especificos.

El resultado final de esos eventos es la produccion continua de suficiente, pero
no excesivo, nimero de células de todas las lineas (células rojas y blancas,

células linfoides, etc.).”

Las CPH tienen la habilidad para balancear la auto renovacion contra las
decisiones del destino de diferenciacion; una sola CPH produce al menos de 8

a 10 distintas lineas de células maduras.?

Aunque las CPH cuentan con una extensa capacidad proliferativa que las
llevan a producir un gran nimero de progenie madura; la cantidad de CPH es
muy baja ya que cuentan con una frecuencia de 1 en 10 000 para un total de

100 000 células sanguineas totales. %°

Investigaciones recientes han demostrado que el concepto clasico de CPH
tiene que ser renovado, puesto que antes se pensaba que las CPH estaban
Gnicamente implicadas en la regeneracion del linaje, tejido u érgano en el cual

estaban alojadas.

»




@ 1.Generalidades
iy 3.0 Células Progenitoras Hematopoyéticas ( CPH)

Ahora se ha podido comprobar que las CPH, pueden ser utilizadas para la
reparacién de dafos inducidos en corazén, musculo, cerebro, higado, epitelios

y vasos sanguineos .

Estas contundentes evidencias enmarcan un nuevo concepto que se viene
denominando como "plasticidad" de la CPH y que se concreta en el hecho de
que una CPH posee la capacidad intrinseca de ejecutar una gran variedad de
programas genéticos de desarrollo, y las decisiones sobre cual llevar a cabo

vienen determinadas por el entorno en el que se encuentran.’®

Cada dia salen a la luz nuevos ejemplos de CPH que producen células
especializadas diferentes de las esperadas. Esto demuestra que las CPH son

mucho mas flexibles de lo que se pensaba.'®

La importancia primordial de las CPH, radica en que de aqui se derivan
grandes expectativas de terapias innovadoras, que podran ser aplicadas en
pacientes con diversas enfermedades, para que de esta manera ellos tengan

una esperanza de vida.'®

ﬁ30
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3.2 Caracteristicas de las CPH

En el organismo adulto, no todas las CPH participan activamente en el proceso
de regeneracion y mantenimiento de la funcionalidad. Sélo unas pocas CPH
estan contribuyendo de forma simultanea en un momento dado. La mayoria se
encuentra en un estado de reboso (conocido como quiescencia), lo que las
protege tanto de agresiones externas, fisicas o quimicas, como del proceso de

envejecimiento celular.’®

A partir del analisis sistematico se ha encontrado que las CPH expresan en su
superficie un antigeno que permite la identificacion de poblaciones raras
altamente enriquecidas de CPH. Dicho antigeno se conoce como CD34+ el
cual es una glicoproteina Unica transmembranal de 105-120 kD, que se
encuentra asociado con CPH humanas y es un antigeno leucocitario
especifico para la diferenciacion celular. La funcién normal de la molécula
CD34 en la hematopoyesis permanece alun sin ser descubierta. Algunos

estudios han descrito un potencial rol en la adhesion celular 2°

El CD34+ se encuentra presente en CPH inmaduras y en todas las unidades
formadoras de colonias de células hematopoyéticas en médula ésea, pero esta

ausente en casi todas las células hematopoyéticas diferenciadas.?

W,
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El antigeno CD34+ es el marcador universal de las CPH por lo que su
identificacién, purificacion y caracterizacién ha sido posible mediante estudios

inmunofenotipicos.?

La identificacion de CD34+ en las células por medio de la citometria de flujo es

el método preferente para la cuantificaciéon de CPH.*!

Figura 3. Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH). '***

Las fuentes principales de CPH son:

% Médula 6sea : Una fuente abastecedora de CPH es la médula
o6sea de un adulto. Las células madre de la médula 6sea de los
adultos, producen normalmente glébulos rojos y células de la
médula 6sea. ' La frecuencia de las CPH CD34+ en este tejido

es de 1 - 4 % de las células mononucleadas.?®




@ .Generalidades
SR 3.0 Células Progenitoras Hematopoyéticas ( CPH)

% Sangre periférica: En individuos normales, bajos nimeros de
células CD34+ pueden se identificados en la sangre periférica.
Estas células pueden ser movilizadas desde la médula hasta la
sangre en un significativo nimero por medio de Ila
quimioterapia.?' En la sangre periférica, en condiciones basales,
los progenitores hematopoyéticos CD34+ representan

el 0.01-0.1% del total de células.®

% Sangre de Cordén Umbilical (SCU): La tercera opcion como
fuente de CPH es la SCU, que normalmente es eliminada
después de un parto o de una cesarea."” La proporciéon de las
CPH CD34+ en SCU presenta valores que oscilan alrededor del

0.4% de las células mononucleadas.?®

Ya que conocemos algunas caracteristicas de estas células tan especiales
denominadas células progenitoras hematopoyéticas, que tenemos una idea de
donde se ubican dentro del organismo y que sabemos cual es la proporcion en
la que estas se encuentran, es importante conocer cuales son las técnicas que

se emplean para la obtencion de las mismas.

@
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4.0 Obtencion de las CPH

Las CPH provenientes de una variedad de tejidos ofrecen grandes promesas
para la regeneracion de la hematopoyesis, basada en las terapias de trasplante

asi como en el eventual desarrollo de protocolos de terapia génica efectiva.?’

La fuente de CPH se ha ido ampliando en estos ultimos afios obteniéndose de
meédula dsea, sangre periférica movilizada y mas recientemente de sangre de
cordon umbilical, ademas de que, los avances en investigaciones dentro de
esta area de la ciencia han permitido optimizar los métodos de obtencién de

CPH provenientes de dichas fuentes.?*

SSLe®

4.1 Obtencion de CPH a partir de médula 6sea

La técnica de obtencion de médula ésea (MO) como fuente de CPH a partir
del donante, quedé establecida con pocas modificaciones a partir de la

descripcion inicial de Thomas y Storb en 1970.°

@
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La obtencién de la MO es realizada en condiciones estandar de esterilidad y
se lleva a cabo en el quirdéfano, bajo efectos de anestesia general en el
donante. La recoleccioén consiste en realizar repetidas punciones aspirativas,
con agujas largas, especialmente disefiadas para la “cosecha” de MO, en las
crestas iliacas posteriores; si es necesario obtener un numero mayor al
alcanzado por medio de la aspiraciéon en las crestas iliacas posteriores, se
realiza otra serie de punciones aspirativas en las crestas iliacas anteriores o
bien, en contadas ocasiones, estas punciones son llevadas a cabo en el

esternon %

El producto de cada aspiracién se recoge en un recipiente que contiene un
medio de cultivo, para mantener la maxima viabilidad celular, y heparina, para
evitar la coagulacion de la médula; dicho producto asi obtenido se pasa a
través de filtros metdlicos, para convertir los grumos medulares en

suspensiones mononucleares y eliminar las particulas éseas del aspirado.a

Finalmente, la médula 6sea obtenida se trasvasa, en condiciones asépticas, a
bolsas de transfusién convencionales y se infunde por via intravenosa al

paciente mediante un filtro estandar de transfusion.®

La MO obtenida es usualmente infundida fresca al receptor el mismo dia de la

recoleccion.

gBS
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Aunque si bien la criopreservaciéon de la MO obtenida de esta manera ha sido

reportada como exitosa, esto no es cominmente llevado a cabo.?®

Después de la recoleccion de la MO, el donante puede necesitar una
transfusion de sangre para reemplazar los hematies y el plasma perdidos
durante la extraccion de la misrﬁa Por tal motivo, es recomendable que done
su propia sangre varios dias antes de la extracciéon de la médula 6sea con el

fin de reinfundirsela durante la intervencién.®

4.2 Obtencion de CPH a partir de sangre periférica movilizada

En 1975 Barr y Whang-Peng pusieron de manifiesto la presencia de CPH en la
sangre periférica de humanos. En 1977, Nothurft y colaboradores, trabajando
en perros consiguieron regenerar la médula de los animales letalmente

iradiados mediante la infusion de células mononucleadas de sangre periférica.®

El camino mas efectivo para promover la movilizacién de las CPH en sangre
periférica es el uso de la quimioterapia y de factores de crecimiento
hematopoyéticos. La combinacion de estos dos tratamientos tiene un efecto

sinérgico.?®
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A diferencia de la recoleccién de MO, la recoleccion de las CPH de sangre
periférica se realiza en régimen ambulatorio, por aféresis, mediante una
seleccién positiva de las células CD34+ utilizando anticuerpos monoclonales
contra los antigenos CD34. Previamente, al donante se le administran
factores de crecimiento hematopoyético durante 4 dias, realizandose el
proceso de aféresis el 5° dia, con la finalidad de incrementar el nimero de
CPH en sangre periférica y de esta manera poder hacer la recoleccion con el
menor nimero posible de aféresis. Por regla general se precisan de 1 a 2

aféresis para obtener el nimero de células necesarias para un trasplante.®

4.3 Obtencion de CPH a partir de sangre de cordon umbilical (SCU)

Hace unos afios, un grupo de investigadores encontré en un sistema animal de
experimentacion, que la sangre de los animales recién nacidos contenia altas
concentraciones de un tipo especial de células (actualmente identificadas como
CPH), que al ser trasplantadas en animales que previamente habian sido
expuestos a dosis letales de irradiacion, eran capaces de revertir dicho efecto

letal en ellos.®
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Este trabajo se extendi6 a la sangre humana del cordén umbilical, y se observo
que las células del cordén tenia un potencial substancial para ser usadas en
trasplantes.’ Es por esto que en afios recientes la SCU ha emergido como un

recurso alternativo de CPH para ser utilizadas en trasplante alogéznicc:.6

Se han descrito diversas técniéas en la literatura, encaminadas a obtener el
mayor volumen posible de SCU sin asumir riesgos innecesarios tanto para la
madre como para el recién nacido, como en lo que se refiere a contaminacion
de la muestra.' La recoleccién de la SCU es un procedimiento simple, no

invasivo y compatible con la practica rutinaria obstétrica.®

Actualmente se ha optimizado un procedimiento inspirado en la técnica

descrita por Broxmeyer.'

La recoleccion de la SCU, ya sea en parto eutdcico o cesarea se lleva a cabo

mientras la placenta se encuentra adn dentro del Gtero, es decir, in atero.”

Previo a la recoleccion de la SCU se realiza la toma de aproximadamente 8 ml
de sangre materna, la cual sera depositada en dos tubos, uno con
anticoagulante y otro sin anticoagulante para realizar las determinaciones

serologicas correspondientes.
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La técnica para llevar a cabo dicha recoleccion consta de los siguientes

puntos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Preparacién del campo operatorio en condiciones de maxima asepsia
Asistencia al momento del nacimiento del feto con la liberacion de
circulares de cordén umbiiical, si las hubiera y sin seccionarlas.

Antes de que trascurran 30 segundos, realizar el doble pinzaje del
cordon umbilical a 3 o 4 cm del ombligo; para ello se utiliza una pinza de
cordén y una pinza de presién

Realizar el corte del cordén umbilical entre las dos pinzas antes
descritas, separar al recién nacido y entregarlo al personal del area de
pediatria,

Aseptizar el cordén umbilical, utilizando una gasa con solucién iodada
de povidona, realizando un barrido de la zona mas alejada del canal
vaginal, hacia arriba, dejar en el canal vaginal la gasa para evitar la
contaminacién con sangre proveniente del canal vaginal.

Identificar y puncionar la vena umbilical en el lugar mas distante posible,
justo arriba de la pinza, con la aguja incorporada a la bolsa estéril de
recoleccién, dicha bolsa contiene 25 mL de citrato fosfato dextrosa

(CPD) que sirve como anticoagulante.
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7) Recolectar la sangre por gravedad hacia la bolsa con anticoagulante,
realizando una agitacion constante de la bolsa en forma circular para
evitar la formacién de coagulos y favorecer el flujo.

8) Ejecutar una presion suave del cordén de forma centrifuga para ayudar
a su vaciamiento

9) Realizar una presién suave del cordén de forma centripeta con posterior
pinzaje a la altura del perineo, para practicar una segunda puncién
previa aseptizacion de la zona

10)Después de recolectar el volumen maximo de sangre, se procedera al
alumbramiento de la placenta

11)Una vez que la placenta sea retirada de la madre, realizar el corte de un
fragmento del cordén de aproximadamente 2 cm de largo, el cual sera

depositado en un recipiente apropiado.’

El personal sanitario que efectia la recoleccion, es el responsable de colocar
nuevamente todo el material obtenido en una bolsa de plastico con cierre
hermético y lo hara llegar en las condiciones optimas al banco de sangre de

corddén umbilical para que se lleve a cabo el procesamiento de la SCU.

W,
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Una vez que la unidad de SCU se encuentra en el banco de sangre de cordon
umbilical y antes de que hayan trascurrido 40 horas desde el momento de la
toma de muestra, se lleva a cabo el procesamiento de dicha unidad, el cual
esta fundamentado en la reduccién de volumen por agotamiento de plasma y
eritrocitos sin pérdida significante de células nucleadas; una vez que la unidad
fue procesada, se le agrega un crioprotector como el dimetil sulféxido (DMSO)
y por medio de un proceso controlado de enfriamiento, se criopreserva en
nitrégeno liquido a -196°C, de esta manera la unidad de SCU queda

criopreservada para ser utilizada en trasplante de CPH.?*?’

Haciendo una comparacion entre las tres fuentes principales de CPH,
observamos que tanto la obtencion de MO, como la movilizacion de CPH en
sangre periférica, requieren un compromiso por parte del donador, ya que, por
ejemplo, en el caso concreto de la MO, el donador tiene que estar involucrado
con el procedimiento, hasta el punto que debe someterse a una intervencion
quirdrgica; para el caso de la movilizacion de CPH en sangre periférica el
paciente tiene que estar en contacto con sesiones de quimioterapia y
tratamiento por lo menos cuatro dias antes de que se lleve a cabo la aféresis

para poder obtener las CPH.
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Ahora bien, si hacemos un analisis acerca de la obtencion de CPH
provenientes de SCU, podemos ver que esta no con lleva un compromiso con
el procedimiento como el que implican los otros dos métodos de obtencion,
pero es importante tomar en consideracion que la obtencién de la SCU es un
evento Unico, ya que la placenta y el corddon umbilical, como bien se sabe, son
productos perecederos que pueden servir como fuente de CPH una sola
ocasién, mientras que la obtencién de médula ésea y la obtencién de CPH en
sangre circulante por aféresis pueden ser llevadas a cabo en varias ocasiones

en un mismo individuo.

De acuerdo a la informacién anterior, podemos decir que una de las mejores
opciones de fuente de CPH es la SCU, ya que presenta muchas ventajas
sobre otros tejidos al momento de llevar a cabo el procedimiento de recoleccion
de la misma, pero ¢ qué otras caracteristicas presenta la SCU, que la puedan

proponer como el mejor recurso de CPH?
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5.0 Sangre de cordén umbilical como fuente de CPH

La sangre de cordén umbilical ha demostrado contener CPH en cantidad
suficiente para proveer un trasplante duradero, favoreciendo principalmente a

aquellos pacientes que no cuentan con donadores familiares compatibles.

La facilidad en el procedimiento de obtencién de la SCU, la baja prevalencia de
enfermedades trasmisibles, asi como la posibilidad de realizar la recoleccion de
muestras procedentes de diferentes grupos étnicos, son ventajas adicionales

que hacen de este recurso uno de los mejores para la obtenciéon de CPH.'*®

SLLe®

Ademas de las facilidades que presenta el proceso de recoleccion de SCU
como fuente de CPH, existen una gran variedad de ventajas que ratifican a

este recurso como uno de los mejores.
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Entre estas ventajas podemos encontrar:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

La SCU cuenta con un niimero alto de CPH

Existe un gran nimero de donantes potenciales, ya que por ejemplo,
s6lo en México suceden mas de 2.2 millones de alumbramientos por
ano.?
Se puede mantener un balance étnico dependiendo de la regién
geografica donde se haga la recoleccioén de la SCU, lo que se traduce en
CPH con caracteristicas especificas de regiéon geografica y por tanto
mayores posibilidades de encontrar SCU compatibles para personas
ubicadas dentro de estos lugares.

Existe muy poco o nulo riesgo para el donante de SCU, es decir para el
recién nacido y su madre.

La SCU tiene baja prevalencia en cuanto a algunas enfermedades
infecciosas, en particular citomegalovirus, el cual puede provocar
mortalidad en el paciente trasplantado

Las CPH procedentes de SCU se encuentran disponibles, ya que estan
congeladas vy listas para ser utilizadas en trasplante

Existe baja intensidad de la enfermedad de injerto contra huésped, ya

que se pone de manifiesto la tolerancia de diferencias en el sistema

HLA.
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8) La concentracion de células formadoras de colonias (CFC) en la SCU es
extremadamente alta, en ocasiones promediando 3,000 CFC por
mililitro. Este nimero es tan alto como el que encontramos en la médula
6sea, y mucho mas alto que el de sangre periférica adulta no

movilizada.®

Ademas de toda la informacion antes descrita, es importante mencionar que el
uso de la SCU puede hacer que los trasplantes de CPH estén disponibles mas

rapidamente para las personas que los necesitan.

Cada afo, se realiza el diagnéstico de aproximadamente 30.000 personas que
se encuentran en condiciones que pueden tratarse con un transplante de

médula ésea. Pero las estadisticas indican que de este total de personas:

o Aproximadamente el 25% tiene un pariente cuyo tejido es compatible

o Otro porcentaje, tiene la posibilidad de ubicar donantes adecuados a
través de registros de médula ésea nacionales; en la mayoria de los
casos, la blusqueda da como resultado la ubicacion de donantes
adecuados dentro de los cuatro meses siguientes, pero Unicamente para
la mitad de este grupo de personas.

a Las que se encuentran ubicadas como miembros de grupos étnicos y

raciales no blancos tienen menores posibilidades de ubicar un donador

@

con médula ésea compatible.
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Analizando la informacién anterior, encontramos que las oportunidades para
las personas que padecen enfermedades graves de la sangre, que pueden ser
tratadas con un trasplante de médula 6sea, son muy reducidas, pero
afortunadamente estas posibilidades en la actualidad se encuentran en un
numero mayor gracias a la existencia de la SCU como fuente de CPH y a las

amplias ventajas que este recurso de CPH representa.

Hemos hablado acerca de la técnica de recoleccién de la SCU, y del gran
numero de ventajas que esta presenta como fuente de CPH pero, ¢como
podemos estar seguros de que la sangre que se recolecta, es realmente SCU y
no sangre materna? y ;cuales son las condiciones que se encuentran

presentes al momento de la recoleccién?...
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6.0 Procedencia de la sangre de cordon umbilical

La vida del feto depende totalmente del organismo de la madre, en efecto, el no
es capaz por si solo de alimentarse, ni de eliminar los materiales de deshecho,
todas estas funciones se hacen posibles por la presencia de la placenta y el
cordén umbilical, que constituyen un auténtico puente entre el feto y la vida

exterior. *°

Figura 4 . Evoluci6n del feto humano

Inmediatamente después del parto se producen un conjunto de modificaciones
de los sistemas respiratorio y cardio-circulatorio del recién nacido, que le
permitiran poder auto suministrarse de O, y eliminar el CO;, resultante de su

metabolismo.*"'
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La funcion del cordén umbilical y de la placenta, esta directamente relacionada

con la circulacion fetal.
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Esta circulacion difiere mucho de la del adulto, ya que en el corazén del feto
hay una comunicacién directa entre la parte derecha y la parte izquierda a
través del agujero de “Botal”; en el conducto arterioso, existe una conexién por
debajo del corazén que comunica la aorta con la arteria pulmonar y a nivel del
higado, la vena aorta esta conectada directamente con la vena cava inferior. En
el cordén umbilical, la vena umbilical lleva sangre arterial, mientras las dos
arterias retiran la sangre venosa fetal. La placenta ejerce un efecto de filtro ya
que esta permite el paso hacia el feto solo de algunas sustancias bloqueando

el paso de otras. *°

Después del parto ocurren una serie de modificaciones en un corto periodo de

tiempo, dichas modificaciones no ocurren de forma secuencial.

Cuando el feto nace, el primer fenémeno es habitualmente el colapso de las
arterias umbilicales. El flujo a través de la vena umbilical persiste durante
algunos minutos después del parto, antes de la seccion o ligadura del cordén,

permitiendo de esta manera el retorno de sangre de la placenta hacia el nifo.
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De esta manera la sangre remanente que queda en la placenta y el cordon
umbilical una vez que el recién nacido ha sido separado de estos, es sangre
procedente del recién nacido, lo que garantiza que al momento de llevar a cabo
la recoleccion de la misma, estamos seguros que no se trata de sangre
materna . Este producto biolégico es el que se denomina "“Sangre de Cordén
Umbilical *, y es aquel que debido a las caracteristicas que presenta, tiene un

alto contenido de células progenitoras hematopoyéticas .

Ya definimos la procedencia de la SCU, y los fenédmenos que ocurren desde el
nacimiento hasta la recoleccion de esta. Ademas, hasta este momento, la
informacion contenida en estas generalidades nos ha permitido ubicarnos en
un punto tal, que sabemos cual es la importancia de las CPH, su rol dentro de
la hematopoyesis asi como cuales son las fuentes en las que estas se
encuentran presentes y en que cantidad. Ahora lo que debe centrar nuestra
atencion es ubicarnos dentro del contexto de esta tesis, por lo tanto la pregunta
que surge es: de acuerdo a la literatura ¢cuales son los factores maternos y
neonatales que pueden tener una influencia directa sobre la recuperacion de

las CPH procedentes de la SCU?...
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7.0 Relacion entre factores maternos, neonatales y CPH

El potencial terapéutico de las células madre es enorme. Basta pensar en la
cantidad de personas que todavia mueren a la espera de un trasplante de
organo vital, a sabiendas que de conseguir un donante adecuado, esto les
ofreceria unos cuantos afios clon calidad de vida. En otros casos, algunos
organos del paciente sufren dafos debidos a procesos traumaticos, patologicos
o causados por habitos insanos, que solamente pueden ser aliviados mediante
complejos procedimientos clinico-quirdrgicos. La tecnologia asociada a la

manipulacién de CPH empieza a ofrecer un futuro en todos estos campos'®.

Las posibilidades pueden tornarse mas amplias para estos pacientes, si se
logran encontrar factores que se encuentren relacionados con una buena
recuperacion de CPH procedentes de SCU, que nos permitan obtener unidades
con una alta calidad hematopoyética, lo que se traduce directamente en

mayores posibilidades de éxito en el trasplante de las mismas.

PLLeP®

El determinar la relacién existente entre los factores maternos y neonatales y la
obtencién de unidades de SCU de alta calidad hematopoyética, puede tornarse

una tarea muy compleja.
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Para facilitar esta tarea es necesario, inicialmente, tomar en consideracion
cuales son aquellos factores que se encuentran involucrados en la obtencién

de recién nacidos sanos.

En principio, es importante mencionar que el peso del producto al nacer es
determinante para establecer la probabilidad de sobrevida de un nifio; por
ende, este factor resulta una muy buena referencia para determinar si el recién

nacido se encuentra en condiciones ¢ptimas o0 no.

Uno de los factores que se asocian mas frecuentemente al peso del recién
nacido es la nutricién de la madre. La importancia de la alimentacién en el
desarrollo normal del embarazo, tanto para la salud de la madre como para el
nifio ha sido muy reconocida. Existen estudios que establecen relacion entre la
alimentacién de la madre y el peso del nifio al nacer. A medida que se reduce
la calidad y cantidad de la alimentacién de la madre embarazada, menor es el
peso del nifo al nacer. Por el contrario, a una dieta 6ptima, durante el

embarazo corresponde un peso adecuado del nifio al nacer™ .

Es importante tomar en consideraciéon que, las caracteristicas de los individuos
cambian de una regién geografica a otra, por esta razén no es posible unificar

los valores de referencia, es decir, cada region tendra sus propios valores que
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seran validos Unicamente para esa poblacion en particular; en este rubro, la
alimentacién de la mujer embarazada y el peso del recién nacido no son la
excepcion, siempre estaran directamente relacionados con la region

geografica de la que se este hablando.

Un ejemplo de lo anterior, se muestra en el siguiente apartado, donde se pone
de manifiesto la variabilidad existente entre individuos con respecto a factores

maternos y neonatales involucrados en la obtencion de CPH.
7.1 Experiencia a nivel mundial

7.1.1 Estados Unidos de Norteamérica

Un grupo de investigadores de la universidad de Massachussets en Estados
Unidos de Norteamérica realizdé una investigacion sobre la influencia de
factores maternos y neonatales sobre la recuperacion de CPH dentro de un

grupo de donadoras de SCU en ese pais.

Estudiaron el efecto de las caracteristicas neonatales como el nimero de
nacimiento, el peso del recién nacido, las semanas de gestacion y el sexo del
recién nacido. Ellos encontraron que la raza y la edad materna no tienen efecto

sobre los parametros de laboratorio estudiados.
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Por medio de analisis multivariados llegaron a la conclusion de que los recién
nacidos con una edad de gestacion mayor tuvieron altas cuentas celulares,
pero bajos conteos de CD34+; recién nacidos con mayor peso tuvieron altos
conteos celulares y mas células CD34+, las mujeres que tenian menor numero
de nacimientos previos también produjeron unidades de SCU con altos

conteos celulares y altos conteos de CD34+.

De acuerdo a estos resultados, investigadores de USA indican que el donador
ideal de SCU en este pais debe ser: primero o segundo embarazo, bebes con
edades gestacionales menores o iguales a 40 semanas y pesos del recién
nacido altos. Ahora bien el sexo del bebe, la edad de la madre y la raza de la
misma no son factores que tengan una relacion directa con la obtencién de

unidades de SCU de alta calidad hematopoyética. *

7.1.2 Japoén

Otro grupo de investigadores en Japén realizé un estudio muy similar con
unidades de SCU recolectadas en donadoras de este pais. Los resultados que
ellos reportan son los siguientes: los recién nacidos femeninos estan asociados
con numeros altos de células nucleadas totales, semanas de gestacion altas
estan asociadas con un nimero alto de células nucleadas totales pero con bajo

rendimiento de células CD34+ y ademas encuentran que edades mas cortas en
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las donadoras se encuentran asociadas con un alto rendimiento de células

CD34+.%

De acuerdo al ejemplo de las dos investigaciones anteriores podemos darnos
cuenta que, mientras para los investigadores de Estados Unidos de
Norteamérica el sexo del recién. nacido y la edad de la madre no son factores
que tengan una relacién directa con la recuperacion de CPH; para los
investigadores de Japén estos factores si muestran una relacién directa en la

obtencién de unidades de SCU de alta calidad hematopoyética.

Lo anterior nos permite observar que los factores maternos y neonatales que
se encuentran relacionados en la recuperacion de CPH varian de poblacion a
poblacion, razén por la cual es muy importante determinarlos dentro de la
poblacion de mujeres y recién nacidos mexicanos para tener un marco de
referencia que nos permita favorecer la captacion de madres embarazadas que
cumplan con ciertas caracteristicas, tales, que nos permitan obtener unidades
de SCU con una alta calidad hematopoyética que puedan ser utilizadas en

trasplante de CPH.
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II. OBJETIVOS

1. Establecer los factores maternos y neonatales que influyen en una buena
recuperacion de células progenitoras hematopoyéticas procedentes de sangre
de cordén umbilical, basandose en la determinaciéon de cuenta total de células
nucleadas, determinacion del marcador celular CD34+ asi como el porcentaje
de recuperacién de estas células después del procesamiento de la unidad de

sangre de cordén umbilical.

2. Proponer un modelo de donador que cuente con caracteristicas especificas
que favorezcan la captacién, procesamiento y criopreservacion de unidades de
sangre de corddon umbilical de alta calidad que podran ser utilizadas en

transplante hematopoyético.




@ I11.Hipétesis

I11. HIPOTESIS

Los factores maternos (edad, semanas de gestacion, numero de gesta) y los
factores neonatales (sexo del recién nacido, peso del recién nacido) tienen
influencia directa sobre la obtencién de CPH procedentes de sangre de cordén

umbilical en poblacién mexicana.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo el presente estudio, se tomaron en consideracién 157
unidades de sangre de cordén umbilical (SCU) validadas y criopreservadas en
el Banco de Sangre de Cordén Umbilical del Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea  (BSCU-CNTS). Dichas unidades fueron captadas en tres
hospitales de la Secretaria de Salud ubicados en la ciudad de México y
cumplen con los criterios de aceptacion referidos en NETCORD-FAHCT (vease

tabla 1 de factores de inclusién y exclusién).
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UNIDAD MATERNA

UNIDAD DE PROCESAMIENTO

Factores de inclusion

Factores de exclusién

Factores de
inclusién

Factores de
exclusion

L Madre > 18 afios

< Semanas de
gestacion (SDG) >
34

o Consentimiento
informado de la
madre

< Anemia (Hb<10 g/dl
<+ Factores de riesgo de
enfermedades
transmisibles por via
sanguinea

++ Enfermedades
genéticas neoplasicas y
autoinmunes

% Evidencia de infeccion
activa

“ Isoinmunizacién
materno-fetal

++ Sospecha de
sufrimiento fetal

% Complicaciones
obstétricas

% Volumen de
SCU >80 ml

< Tiempo < 40
horas desde
la recoleccion

% Celularidad >
8 x 10°CNT

% Cultivos
microbiologicos
positivos

<+ Serologia
infecciosa
positiva

!

Recuperacion <
60% de CNT
después del
proceso

Tabla 1. Factores de inclusién y exclusién de unidades de SCU.

Cabe sefialar que estas unidades fueron seleccionadas para ser procesadas y

criopreservadas, de un total de 368 unidades de SCU recolectadas.

Las causas de rechazo de las unidades NO procesadas y criopreservadas son

las que se presentan en la grafica 1.
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Causas de exclusion de las unidades NO
validadas

contaje celular

bajo peso
51%

microbiologia
5%

Grafica 1. Causas de exclusion de las unidades NO validadas
unidades totales n= 368 , unidades NO validadas n= 21_1

Es evidente que el porcentaje de unidades NO validadas es mayor al 50% de
las unidades totales recolectadas. Lo anterior refleja el control de calidad
estricto que maneja el BSCU-CNTS con el fin de unicamente llevar a cabo el
procesamiento y criopreservacion de unidades de SCU de alta calidad
hematopoyética que posteriormente podran ser utilizadas en trasplante de

CPH.

Para determinar cuales son las unidades que seran analizadas, procesadas y

criopreservadas en el BSCU-CNTS, se utiliza el siguiente procedimiento:
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Las unidades de SCU recolectadas en la unidad materna que cuentan con
todos los requerimientos necesarios (figura 5), es decir, con la firma de
consentimiento informado de la madre, dos muestras de sangre materna
(utilizadas para estudios de serologia), una cantidad suficiente de SCU
recolectada (mayor a 80 mL), un fragmento de cordén umbilical asi como la
documentacion requerida por el BSCU-CNTS, son transportadas desde la
unidad materna hasta el BSCU-CNTS en condiciones 6ptimas, para que, ya

validadas, estas sean analizadas, procesadas y criopreservadas.

Documentacién

Fragmento de

corddn umbilical

Sangre
materna

|7SCU recolectada

Figura 5. Unidad de SCU recolectada en unidad materna
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Si la unidad es validada con respecto a unidad materna, entonces se determina
si cumple con los criterios de volumen, es decir mayor a 80 mL, asi como con
los criterios de celularidad, para ello, se hace una biometria hematica a la SCU
y se valida si el No. de glébulos blancos totales iniciales es mayor a 8 x 10°.

En caso de que la unidad cumpla con dichos requisitos, pasa entonces por un
proceso de reduccién de volumen por agotamiento de plasma y eritrocitos sin

pérdida significante de células nucleadas.

Este procesamiento de las unidades de SCU es llevado a cabo de acuerdo a
Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO) validados, el BSCU-CNTS
cuenta con la tecnologia para llevar a cabo tanto el procesamiento (figuras 6 y

7) como la criopreservacion (figura 8) de manera automatizada, de estas

unidades de SCU.

——>
Figura 6. SEPAX-BIOSAFE Figura 7. Unidad de SCU Figura 8 BIO_AR_CHI_VO equipo
equipo automatizado para proceso procesada y lista para su automatizado de disminucion controlada de
de reduccion de volumen de SCU. criopreservacion. temperatura para criopreservacion de

nnidades da 8011
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Las 157 unidades de SCU validadas que fueron incluidas para el estudio,
cuentan con informacion de factores maternos, neonatales asi como de datos
propios del procesamiento de concentracion celular que fue llevado a cabo

para cada una de dichas unidades.

Para el analisis, los factores maternos y neonatales asi como los valores de
procesamiento de las unidades, se incluyeron dentro de una Red Bayesiana de
factores continuos y discretos, en donde cada factor para su representacion es

considerado como un nodo o componente dentro de una red de factores.

En estas redes se intenta establecer las posibles relaciones de influencia o
causalidad entre los factores, mismas que una vez establecidas son

representadas por medio de flechas dirigidas de uno a otro factor o nodo.

Flecha rigida que
representa relaciones de
influencia o causalidad
entre los factores

representa

un factor Nodo que

discreto representa
un factor
continuo

Figura 9. Representacion de los componentes
basicos de una red bayesiana
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El calculo de la red se realiza a partir de las probabilidades a priori de los
factores y de las probabilidades conjuntas entre los mismos, considerando las
posibles relaciones entre ellos. El calculo involucra probabilidades
condicionales de todos los factores en relacién a los factores que los definen en
una red global, ademas de que incluyen procedimientos de perturbacién y
evaluacion de las redes obtenidés, hasta la red final que en definitiva establece
las mejores relaciones de acuerdo a los datos que se involucran dentro de la

misma.
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V. RESULTADOS

Las redes de factores que se presentan muestran las relaciones de causalidad
obtenidas a partir del analisis de nuestros datos. En la primera red (figura 10)
se presenta un analisis de seis factores con la finalidad de mostrar
puntualmente la consistencia que los datos tienen con relacion a lo que se
identifica como factores importantes en una serie de factores definida; en este
caso se considera el sexo del recién nacido (SRN), el peso del recién nacido
(PRN), los mililitros de sangre de cordén umbilical recolectados (MLSCU), el
porcentaje de CD34+ totales (PCCD34T), asi como las células CD34+ totales

y viables en la unidad de SCU ( CD34T y CD34V respectivamente).

Este ejemplo nos permite mostrar el efecto que el peso del recién nacido tiene
sobre los mililitros de SCU recolectados, mismos que a su vez tienen un doble
papel al explicar el Porcentaje de células CD34+ viables y las células CD34+
totales, lo que en conjunto explica a su vez los valores de las células CD34+

Viables.
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Estas redes puntuales permiten establecer la evidencia del impacto real de
modificar algun valor dentro de la serie de factores involucrados, pudiendo
establecerse que la variable mas sensible en cuanto a impacto sobre las

células CD34+ totales y viables fue el volumen de SCU recolectado.

S 1 56 Femenino CD34V
-5 4.1 Masculing 115.06 Mean

— _ 5682.32 Yanance|

0.03

Figura 10. Red Bayesiana 1. Seis nodos involucrados: sexo del recién nacido (SRN), peso del recién nacido (PRN),
mililitros de sangre de corddn umbilical recolectados (MLSCU), porcentaje de CD34+ totales (PCCD34T), células
CD34+ totales y viables en la unidad de SCU ( CD34T y CD34V respectivamente).
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Una red Bayesiana (figura 11) que puede estar relacionada al dominio de la
recoleccion y manejo de unidades de SCU construida sobre 11 factores
involucrados, (los cuales fueron determinados al limitar las relaciones de
causalidad que no se consideraron importantes al momento de analizar los
factores involucrados en las mismas), muestra las relaciones de influencia y la
posibilidad de que diferentes faciores puedan ser explicados a partir de otros

de distinta naturaleza.

En este contexto las redes Bayesianas permiten detectar factores criticos que
actian sobre otros factores dentro de la red de causalidades encontradas, asi,
de acuerdo al andlisis que se presenta, el tiempo que transcurre desde la
recoleccién de la unidad hasta su procesamiento (TH) tiene un papel critico en
los valores de células CD34+ viables y totales ya que si este tiempo es
reducido puede llevar a la disminucién en la reduccion de distintas poblaciones

celulares.

Un factor que muestra un efecto poco evidente entre los factores incluidos
resulta ser el factor relacionado a la unidad hospitalaria (UH), que muestra que
existe un componente de diversidad poblacional entre las madres donantes, al

relacionarse directamente con las poblaciones celulares.
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De este modo las pdblaciones de CD34+ viables y totales estan explicadas
tanto por los factores esperados como por el factor de diversidad poblacional y

tiempo de procesamiento.

b
ST sssm: ino | TH
103.22 Mean . emenino
298.92 Yari = .44 Masculino I 21.76 Mean
2 -8,~2~f”a"cer 3389 Variance[d)

|
-

10.42 Mean
___ 9168 Variance[d]

PCD34T 34V ~ 117.41 Mean
032 M 0.31 Mean : i s
333 Vo] | 801 Vilhe] |-seonti Vel
/\ SR | t
| -~ S P
St . v viR
0 v[aso vfz|| |0 v|zo v]R] ETE ETRA

Figura 11. Red Bayesiana 2. Once nodos involucrados: sexo del recién nacido (SRN), peso del recién nacido
(PRN), mililitros de sangre de cordén umbilical recolectados (MLSCU), globulos blancos totales iniciales (GBTI),
glébulos blancos totales finales (GBTF), porcentaje de CD34+ totales (PCCD34T), porcentaje de CD34+ viables
(PCCD34V)células CD34+ totales y viables en la unidad de SCU ( CD34T y CD34V respectivamente), unidad
materna (UH), tiempo transcurrido desde la recoleccién hasta el procesamiento en horas (TH).
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VI. ANALISIS DE RESULTADOS

Las redes bayesianas creadas para este estudio nos muestran que, de acuerdo
a la hipotesis, los factores involucrados en nuestros datos tienen una influencia
sobre la cantidad de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) CD34+ que

se encuentran presentes en las unidades recolectadas de SCU.

Es importante mencionar que los factores maternos como la edad, el numero
de gestas y el tipo de parto, no muestran una relacién directa sobre el
porcentaje de CPH obtenidas, ya que a lo largo de este estudio se llevo a cabo
la construccion de un sinnimero de redes que involucraran estos factores y no

se encontré una influencia directa sobre las CPH.

A diferencia de los factores maternos, vemos que los factores neonatales
tienen una influencia directa sobre las CPH (CD34+), ya que se observa una
clara relacion entre el peso del recién nacido, los mililitros de SCU recolectados

y a su vez la cantidad de CD34+ presentes en la unidad de SCU.
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Tomando en consideracion la informacién contenida en este trabajo de tesis
acerca de la importancia fundamental que tiene la alimentacién sobre la
obtencién de recién nacidos con un mayor peso; podemos inferir que existe
una influencia directa por parte de los habitos alimenticios que lleve a cabo la
madre durante el embarazo, ya que se pone de manifiesto una relacién

directa con la obtencién de mayor cantidad de CPH en la SCU.

Lo anterior puede deberse a que mejores habitos alimenticios durante el
embarazo generan ganancia en peso del recién nacido, lo que a su vez se
traduce en una mayor cantidad de SCU recolectada y por ende en una mayor
cantidad de CPH procesadas y criopreservadas listas para ser usadas en

trasplante.
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VII. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten observar que de
acuerdo a la hipétesis planlead.a. los factores maternos y neonatales tienen
una influencia directa sobre la obtencion de CPH; ya que gracias al analisis
bayesiano realizado encontramos que existe una relacion directa entre el peso
del recién nacido, los mililitros de SCU recolectados y el porcentaje de CPH

procesado.

Ademas podemos decir que el modelo de madre donadora ideal debe cumplir

con las siguientes caracteristicas:

¢ Estar catalogada como clinicamente sana

* Ser mayor de edad

¢ Que tenga al menos 34 semanas de gestacion al momento de dar a luz

¢ Que haya llevado una alimentacién, tal que le otorgue la base de un
desarrollo saludable al recién nacido.

» Consentimiento informado para realizar la donacién de la SCU.
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Estas caracteristicas en las madres donadoras nos garantizan mayores
posibilidades de obtener un alto volumen de SCU al momento de la recoleccion
y por ende un mayor porcentaje de CPH que seran analizadas y

criopreservadas.

Es importante mencionar qué los factores de raza, medio ambiente,
alimentacion hacen a cada grupo de individuos unicos, por tal motivo los
factores que pueden estar directamente relacionados en el caso de la
comunidad de donadoras mexicanas es muy diferente al que se maneja en

otros paises

Lo anterior nos sirve para crear conciencia en las madres que se encuentran
embarazadas acerca de la importancia que tienen los buenos habitos
alimenticios y estados de vida saludables durante el embarazo, para que sus
hijos tengan mejores condiciones al momento del nacimiento, ademas de que
les da la posibilidad de DAR LUZ A MAS DE UNA VIDA ya que van a poder
donar la SCU después del nacimiento de sus bebes, lo que se traduciria a su
vez en la obtencién de unidades de SCU de alta calidad hematopoyética que

en un futuro inmediato puedan salvar la vida de un niflo que lo necesite.
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