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1. GENERALIDADES 

Las células madre actualmente gozan de un gran valor debido a su posible 

potencial para dotar de terapia a múltiples enfermedades devastadoras. Dichas 

células tienen la capacidad de autoperpetuarse, así como diferenciarse, según 

su capacidad, en diferentes células según el órgano en el cual se alojen y los 

estímulos provenientes del medio. Con lo que pueden restituir la función del 

órgano afectado. 

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) de sangre periférica (SP) 

son una mejor opción ante los provenientes de médula ósea, ya que no es 

necesario llevar al donador a quirófano, lo cual lo hace más cómodo y menos 

riesgoso. Aunque queda la incertidumbre ética sobre el uso de factores 

estimulantes que favorecen la migración de las CPH de la médula a SP, ya que 

no existen estudios sobre la toxicidad crónica de los factores estimulantes de 

colonias de granulocitos y de granulocitos/monocitos. Sin embargo, a nivel 

mundial se realiza una gran cantidad de transplantes de CPH provenientes de 

SP. 

El objetivo de este trabajo forma parte de un plan estratégico para 

desarrollar una unidad de terapia celular en el Centro Nacional de la Transfusión 

Sanguínea. En primer lugar se implantará la unidad de procesamiento y 

criopreservación de CPH de SP y de médula ósea. Así mismo, se implantará la 

metodología para el procesamiento y criopreservación de SP 
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1.1 HEMATOPOYESIS 

 

La hematopoyesis es la formación o producción de la sangre, 

concretamente de las células sanguíneas.1 

La función normal de génesis de los elementos celulares sanguíneos se 

localiza en ciertos órganos que, en virtud de su función, toman el nombre de 

órganos hematopoyéticos. Estos órganos, que provienen de una diferenciación 

progresiva del mesénquima, son principalmente la médula ósea, el bazo y el 

tejido linfoide. 

Si morfológicamente se puede decir que casi todos los elementos celulares 

de la sangre normal derivan de una célula única, funcionalmente hay que admitir 

una diferenciación clara, según tenga su asiento en los tejidos mielopoyéticos o 

linfopoyéticos. 

Los glóbulos rojos se originan en el adulto, en condiciones normales, en la 

médula ósea. Hoy está bien demostrado que lo glóbulos rojos del adulto 

provienen de células blancas, mononucleares, desprovistas de pigmento 

hemoglobínico, que tienen un aspecto linfoide y que, a su vez, han derivado del 

hemohistioblasto. Esta célula que Ferrata y Maximow llaman actualmente 

hemocitoblasto, que quiere decir célula generadora de elementos celulares 

sanguíneos, ha sido llamada también hematogonia (Sabrazés) o linfoidocito 

(Pappenheim). Esta célula puede dar origen no sólo a los glóbulos rojos sino 

también a los blancos o leucocitos. Cuando el hemocitoblasto va a dar origen a 

células de la serie hemoglobínica, experimenta modificaciones protoplasmáticas 
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y nucleares. El protoplasma se hace primero más basófilo y luego se va 

cargando progresivamente de hemoglobina. Para la formación del eritrocito, el 

hemocitoblasto pasa por las siguientes fases: 

 

• Hemocitoblasto (hematogonia, linfoidocito, mieloblasto) 

• Proeritroblasto (nucleolado) 

• Eritroblasto basófilo (sin nucléolo) 

• Eritroblasto policromatófilo 

• Glóbulo rojo maduro 

 

Los hemocitoblastos que van a dar origen a los granulocitos, sufren una 

pérdida progresiva de la basofilia y de los nucléolos, condensación de la 

cromátina, cambios de forma del núcleo y aparición de granulaciones 

específicas, neutrófilas, eosinófilas y basófilas, según el tipo de granulocito. El 

hemocitoblasto posee un núcleo leptocromático nucleolado y un citoplasma 

basófilo sin granulaciones. 

El hemocitoblasto se trasforma en mieloblasto; este elemento posee 

también caracteres de juventud, es nucleolado, leptocromático y su citoplasma 

es basófilo, pero ya presenta un elemento que nos indica su diferenciación 

granulocítica: posee granulaciones azurófilas, no específicas. El mieloblasto da 

origen al promielocito que aun posee nucleolo, pero su citoplasma presenta, 

además de las granulaciones azurófilas, granulaciones específicas neutrófilas o 

eosinófilas; el mielocito es el elemento que deriva del promielocito, presentando 
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carácteres de célula casi madura: núcleo sin nucléolos y con cromatina 

densificada; el citoplasma presenta un solo tipo de granulaciones: las 

específicas definitivas, que se distinguen en neutrófilas, eosinófilas y basófilas. 

Los metamielocitos se producen por simple maduración del núcleo que se 

incurva sobre sí mismo adoptando la forma en herradura. Una etapa más y se 

hace polimorfo, habiendo llegado en esta forma a constituir el granulocito 

completamente maduro. 

Del hemocitoblasto de la médula ósea también derivan grandes elementos 

celulares: los megacarioblastos, que pasando sucesivamente en su maduración 

por las fases de megacariocito linfoide y luego granuloso, dan origen finalmente 

a las plaquetas. 

La génesis de los linfocitos, viene de los hemocitoblastos linfoides de los 

folículos linfoides. El hemocitoblasto linfoide es un elemento bastante 

diferenciado, puesto que está incapacitado para generar elementos mieloides. 

El hemocitoblasto linfoide da origen al linfoblasto, éste al prolinfocito, del 

que nace finalmente el linfocito circulante. 

Los monocitos derivan, en parte, directamente de los elementos 

mesenquimatosos indiferenciados fijos (hemohistioblastos), sin pasar por la fase 

del hemocitoblasto. El hemohistioblasto da origen directamente al monoblasto y 

éste al monocito. Otra parte de los monocitos deriva de los hemocitoblastos 

mieloides (de la médula ósea) o linfoides.2 
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1.1.2 RESUMEN ESQUEMÁTICO DE LA HEMATOPOYÉSIS 
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1.2 CÉLULA MADRE 

 

La célula madre se define como aquella que puede dividirse 

simultáneamente para mantener, por un lado, su auto-renovación, con 

producción de células madre semejantes a ella, y por otro lado, generar células 

hijas que se diferencian en diversos tipos de células especializadas, no solo 

morfológicamente sino funcionalmente.3-6 

De acuerdo con su estado evolutivo, las células madre se clasifican en 

embrionarias y somáticas o adultas.7 

 

1.2.1 POTENCIALIDAD CELULAR 

 

La potencialidad representa la capacidad y la posibilidad de diferenciación 

de las células, y se manifiesta en el ámbito natural conforme el orden jerárquico 

de su desarrollo. 

De acuerdo a su potencial de diferenciación, las células madres se han 

clasificado en:6 

 

• Totipotentes. Son aquellas que en condiciones apropiadas son 

capaces de formar un individuo completo. 6,7 
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• Pluripotentes. Pueden diferenciarse a tejidos procedentes de 

cualquiera de las 3 capas embrionarias. Aunque estas células por sí 

solas no pueden producir un individuo.3,6 

• Multipotentes. Pueden diferenciarse en distintos tipos celulares 

procedentes de la misma capa embrionaria, lo que las capacitaría 

para la formación de tipos celulares diferentes, pero no de todos. 

 

En los últimos años, se ha hecho evidente que la potencialidad de algunos 

tipos de células madre adultas, es mayor que la que habitualmente se les 

confería. Pues se evidenció que podían diferenciarse en tejidos derivados de 

cualquiera de las capas embrionarias, señalándose como el caso más típico el 

de las células madre hematopoyéticas.6 Para esto, se ha planteado que cuando 

su entorno natural es sustituido por otro, cambian su programa de diferenciación 

de acuerdo con las nuevas señales de diferenciación que reciben, por lo que se 

les ha asignado capacidad pluripotencial, y en este sentido, se asemejarían a las 

células madre embrionarias.3,6 

Las células unipotentes son las que solo se pueden diferenciar en un tipo 

celular, y que han sido clasificadas en algunos trabajos como células en transito, 

células progenitoras comprometidas7 o células precursoras.3 

Las células diferenciales, que son las que han alcanzado su plena 

maduración y una actividad funcional específica.6 
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1.2.2 CÉLULA MADRE EMBRIONARIA 

 

Son células indiferenciadas y pluripotenciales que tienen capacidad 

ilimitada de proliferación y son capaces de diferenciarse. Se derivan a partir de 

células de blastocistos6,7 y morulas.8 Son capaces de auto perpetuarse 

indiferenciadas in vitro de forma ilimitada y presentan potencial para 

diferenciarse en cualquier tipo celular de las 3 capas germinales embrionarias. 

Las células madre germinales se han aislado a partir de células germinales 

primordiales embrionarias y fetales, y tal como ocurre con las células madre 

embrionarias, estas poseen una gran capacidad proliferativa que se hace 

evidente cuando se cultivan. Se ha señalado que en estas condiciones las 

células madre germinales se mantienen viables durante 70 a 80 pases, además 

revisar tienen la ventaja que no forman teratomas cuando se inyectan en ratones, 

por lo que pudieran representar una fuente segura de material trasplantable.3,6 

 

1.2.3 CÉLULA MADRE SOMÁTICA O ADULTA 

 

Se define como una célula especializada en la organización de un tejido 

específico en un organismo ya formado, restringida en su capacidad de 

diferenciación y capaz únicamente de generar células del tejido que presenta, a 

las que debe recambiar de forma natural.4-6 

Sin embargo, en los últimos años varios estudios sugieren que la 

potencialidad de algunos tipos de células madre adultas es mayor a lo esperado, 
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ya que han mostrado en determinadas condiciones capacidad para diferenciarse 

en células de diferentes linajes.3-7 Por ejemplo: las CPH que pueden 

diferenciarse a células musculares o neuronales. 

La mayor parte de los criterios que cumplen las células madre embrionarias, 

los satisfacen también la célula madre hematopoyética, pues:1) puede tener 

divisiones auto-renovadoras, 2) puede dar lugar a todas las células sanguíneas, 

3) puede reconstruir la médula ósea cuando se trasplanta en receptores 

irradiados letalmente o aplasiados mediante quimioterapia, y 4)se ha observado 

su implantación en tejidos sanos. 3-7 

Diversa información ha señalado la existencia de células madre adultas en 

varios sitios del organismo que incluyen: la médula ósea, la SP, la sangre del 

cordón umbilical, el cerebro, la médula espinal, la grasa, la pulpa dentaria, los 

vasos sanguíneos, el músculo esquelético, la piel, el tejido conjuntivo, la córnea, 

la retina, el hígado, los conductos pancreáticos, el folículo piloso, el tejido 

gastrointestinal y el pulmón.6,7 
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1.2.4 PLASTICIDAD DE LAS CÉLULAS MADRE ADULTAS 

 

La plasticidad es la capacidad que adquieren las células bajo determinadas 

condiciones micro-ambientales, de diferenciarse en células de tejidos distintos a 

aquel con el que la célula madre se encuentra aparentemente comprometida.4,6,7 

Así, se ha señalado una plasticidad potencial para diferentes células madre 

adultas, entre las que destacan las hematopoyéticas (figura 1) y las neuronales.7 

 

Figura 1 Plasticidad de las CPH.7 
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Los mecanismos planteados para explicar la plasticidad son los siguientes: 

 

1. Heterogeneidad de las células madre presentes en una población 

celular. 

2. Fusión de las células madre trasplantadas con las células 

específicas residentes en un órgano. 

3. Consumación de un proceso de desdiferenciación y rediferenciación 

celular. 

4. Persistencia de células madre adultas con capacidad multi o 

pluripotencial.7 

 

1.2.5 CÉLULAS MADRE ADULTAS PRESENTES EN LA MÉDULA 

ÓSEA 

 

Durante varios años se consideró a la célula madre hematopoyética como 

la única, en la médula ósea, con capacidad generativa y se pensaba que solo 

era multipotencial. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que la 

composición de la médula ósea es más compleja (figura 2), pues en ella se han 

identificado un grupo heterogéneo de células madre adultas, entre las que se 

encuentran los tipos siguientes: 

 

• Hematopoyéticas 

• Mesenquimales (estromales). 
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• Población lateral. 

• Células progenitoras adultas multipotentes (MAPC)6 

 

 

Figura 2 Células madre de interés clínico actual. Modificado de una imagen 

de Terese Winslow y Lydia Kibiuk 2001 

 

1.2.5.1 CÉLULAS PROGENITORAS HEMATPOYÉTICAS (CPH) 

 

Estas células se han utilizado desde hace más de 50 años en el trasplante 

de médula ósea y han mostrado su efectividad en el tratamiento de diversas 

enfermedades. Inicialmente su fuente casi exclusiva era la médula ósea; 

posteriormente se extrajeron de la SP, tras su movilización de la médula ósea 

mediante factores de crecimiento y también de la sangre del cordón umbilical. 
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Habitualmente se ha empleado el marcador de superficie CD34+ para la 

identificación de estas células; sin embargo, estudios más amplios han mostrado 

que su inmunofenotipo es más complejo, ya que pueden expresar un espectro 

de marcadores de acuerdo con su estado de diferenciación. 

Se ha incorporado el marcador de superficie CD133 que indica un estado 

más inmaduro de estas células.6 

Las CPH son capaces de reconstruir de manera integra la hematopoyesis, 

se caracterizan por: 1) su capacidad de autoduplicarse, 2) la expresión de los 

antígenos CD34, CD45RaO y tHY-1, 3) la tinción con rodamine 123 es 

débilmente positiva, y 4) no hay expresión de antígenos mieloides y linfoides T y 

B ni de antígenos HLA-DR. Representan aproximadamente el 1 al 2% del total 

de las células de la médula ósea y en condiciones normales la décima parte de 

este total circula en la SP.9 

 

1.2.5.2 POBLACIÓN LATERAL 

 

Estudios recientes apoyan la existencia de células madre hematopoyéticas 

CD34-, lo que va en contra del criterio establecido de que siempre expresan 

CD34+. Se ha señalado que en el ratón las células CD34- representan una sub-

población en estado quiescente, que después de ser son activadas, mediante la 

adicción de citocinas, se diferencian en células CD34+. Esto concuerda con las 

opiniones de que las células CD34- podrían representar un estado más primitivo 

que el de las CD34+. Es posible que algunas de las células CD34- correspondan 
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a la sub-población medular recientemente identificada como “población lateral” 

(del inglés side population), que contiene una alta proporción de células CD34-. 

Se ha señalado que esta población celular tiene una frecuencia media de 

0.02% en la SP movilizada y extraída por aféresis, y es menor en la médula 

ósea y en la sangre de cordón umbilical. Formando parte de esta población, se 

han detectado sub-poblaciones CD34+ y CD34-. Se plantea que en los humanos 

gran parte de las células de la población lateral son CD34-. Por otro lado, se ha 

señalado que la expresión del transportador ABCG2 constituye una indicación 

de una célula madre muy primitiva. Se ha indicado que las células de la 

población lateral pueden dar lugar a diferentes tipos de células especializadas e 

integrarse en distintos tejidos in vivo que incluyen tejidos no hematopoyéticos.6 

 

1.2.5.3 CÉLULAS MESENQUIMALES (MSC) 

 

Estas fueron las primeras células madre no hematopoyéticas que se 

aislaron de la médula ósea. Entre sus características destacan su adherencia al 

plástico, el aspecto de fibroblastos fusiformes en cultivos no estimulados, 

expresión de marcadores específicos como SH2, SH3 y SH4 con ausencia de 

marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, CD11 y CD14. Recientemente 

se han añadido otros antígenos de superficie útiles para la identificación de las 

MSC, como son CD29, CD44, CD71, CD90 y CD106. 

Se ha demostrado que las células estromales son necesarias para el 

mantenimiento y expansión de células madre hematopoyéticas derivadas de la 
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médula ósea de adultos y de la sangre del cordón umbilical. Estas células, 

además de dar apoyo a la hematopoyésis pueden diferenciarse en osteoblastos, 

condroblastos, adipoblastos y mioblastos6 

 

1.2.5.4 CÉLULAS PROGENITORAS MULTIPOTENCIALES 

ADULTAS 

 

A partir de cultivos de médula ósea de ratas, ratones y humanos se han 

aislado células progenitoras multipotenciales adultas con una versatilidad inusual, 

se ha planteado la posibilidad de que algunas células madre adultas tengan la 

capacidad de diferenciarse del mismo modo que lo hacen las células madre 

embrionarias, pues mostraban capacidad de diferenciarse rápidamente en 

múltiples tipos celulares según las condiciones de cultivo. Estas células se 

denominan con las siglas MAPC derivadas de su nombre en inglés multipotent 

adult progenitor cells. Después que éstas células se introducen en blastocitos 

murinos, pueden generar la mayoría de los tipos celulares derivados de 

cualquiera de las 3 capas embrionarias.6,7 

Se ha señalado que las MAPC son capaces de proliferar invitro con más de 

120 divisiones celulares sin un aparente envejecimiento y también que no 

expresan CD34, CD44, CD45, c-kit, ni antígenos del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase I y clase II. La expresión de Fik-1, Sca-1 y Thy-1 es 

muy baja, pero la de CD13, SSEA-1 (en rata/ratón) y SSEA-4 (en humano) es 

alta.4,6 
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La mayor limitante que se plantea para el empleo de las MAPC son las 

condiciones tan especializadas que al parecer son necesarias para su cultivo. 

Por otra parte, las condiciones que se requieren para que se diferencien en tipos 

celulares específicos no están totalmente esclarecidas, por lo que esto es un 

tema de gran interés y objeto en la actualidad de diversas investigaciones.5,6 

 

1.2.6 APLICACIÓN TERAPÉUTICA 

 

• Administración de células madres adultas o progenitoras directamente 

al paciente, ya sea local o sistemáticamente de forma que colonicen el 

sitio correcto del cuerpo y se diferencien a los tipos celulares 

deseados. 

• Transplante de progenitores celulares diferenciados in vitro y selección 

previa al transplante en el órgano diana. 

• Aplicación de la ingeniería tisular mediante la organización de células 

madre en estructuras tridimensionales que pueden ser utilizadas para 

reparar tejidos dañados. 

• Estimulación de las células madre endógenas mediante la inducción, 

(de la formación de las células madre del paciente) en presencia de 

factores de crecimiento específicos.8 
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1.3 SANGRE PERIFÉRICA MOVILIZADA 

 

En el año 2000 se realizaron cerca de 30 000 trasplantes en el mundo, de 

ellos el 70% fueron autólogos y el 30% alogénicos. La SP fue la fuente de 

progenitores hematopoyéticos en el 90% de los trasplantes autólogos y el 30% 

en los alogénicos.10,11 

Recientemente, el uso de SP como fuente de CPH, ha aumentado. En el 

año 2000 más del 95% de los adultos y el 80% de los niños y adolescentes 

utilizaron la SP como fuente de CPH. Por otro lado, en los trasplantes alogénicos 

realizados, en más del 50% de los trasplantes HLA idénticos, en la mayoría de 

los haploidénticos y en los singénicos, así como en un tercio de los no 

relacionados, se utilizo esta fuente. 10,11 

Los inicios del trasplante de SP fueron en 1962, cuando Goodman y 

Hodgson demostraron la existencia de CPH en la sangre de los ratones, las 

cuales podían recolectarse de forma exitosa, cuando comenzó a desarrollarse la 

tecnología de la citocentrifugación.10 

Experimentos en perros sanos que fueron irradiados letalmente, se 

encontraron células progenitoras viables (probablemente pluripotenciales) en 

circulación, que podían promover la recuperación hematopoyética.12 

Esta fuente de CPH se comenzó a utilizar en pacientes en los que no se 

podían obtener células progenitoras medulares, debido a su enfermedad de 

base o a irradiación previa, y su uso se amplío después de descubrir que los 
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factores de crecimiento hematopoyéticos causaban una liberación transitoria de 

CPH en la SP. De esta forma, en 1981 se introdujo la SP como fuente de CPH.10 

Se comprobó que un número suficiente podía ser recolectado por 

leucoféresis y se lograba un implante rápido y mantenido después de la 

infusión.10 

 

1.3.1 CÉLULAS PROGENITORAS HEMATOPOYÉTICAS EN 

SANGRE PERIFÉRICA 

 

Los progenitores hematopoyéticos presentes en la SP son tan buenos 

como los de la médula ósea (MO), pues comparten muchas características 

similares como su tamaño, densidad y marcadores antigénicos. Además estos 

progenitores pueden ser usados para la recuperación de pacientes con médula 

depletada. Éste tratamiento ha sido ampliamente aceptado por los médicos.12 

 

1.3.2 DOSIS 

 

A pesar de que no existe un criterio uniforme en cuanto al número de CPH 

a recolectar, se considera necesario un mínimo de células CD34+ mayor a 

2x106/kg, dosis que es consistente con los miembros del Comité Británico para 

la Estandarización en Hematología.9, 10 Drager y colaboradores como plantean 

cifras mínimas de 0.2x106/Kg, cuando la conservación es de 4 a 8ºC por un 

tiempo no mayor de 72.9 
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El número óptimo de células madre para apoyar la recuperación rápida de 

la médula ósea y la producción de células sanguíneas después de un 

tratamiento con dosis altas de quimioterapias, es de 5x106 de células CD34+/kg, 

aproximadamente. La infusión de más de 5x106 de células /kg, tiene como 

resultado en la mayoría de los pacientes, una recuperación en la producción de 

células sanguíneas en la médula ósea en solo 9 a 10 días.13 

 

1.3.3 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE ESTA FUENTE DE CPH 

 

o VENTAJAS 

 

• No hay necesidad de emplear la sala de operaciones y se evitan todos 

los riesgos que esto conlleva. 

• Obtención de un mayor número de células hematopoyéticas con 

respecto a la recolección de médula ósea.10,14 

• Rápida recuperación hematológica después del implante.10,14 

• Menor posibilidad de obtener células malignas.14 

• Disminución del riesgo de infección del material recolectado. 

• Se puede obtener células hematopoyéticas en situaciones en las que 

se dificulta su extracción de la médula ósea (mielofibrosis, irradiación 

pélvica, etc.).10 

• Disminuye el empleo de componentes de la sangre. 

• Acorta la estancia hospitalaria lo cual disminuye costos.9 
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o DESVENTAJAS 

 

• Mayor posibilidad de desarrollar enfermedad injerto contra huésped 

(EICH) dado el mayor contenido de células T. 

• Necesidad del uso de factores estimuladores hematopoyéticos en 

personas sanas.10 

• Exposición a anticoagulante durante el proceso de recolección que 

puede provocar hipocalemia.15 

 

1.3.4 APLICACIONES CLÍNICAS 

 

El uso más reportado para CPH de SP es en la leucemia no linfocitaria 

aguda (ANLL).12 

El linfoma de Hodgkin y no Hondgkin9,10 es la siguiente aplicación. 

La leucemia mielocítica aguda es otra de las primeras aplicaciones 

reportadas para los CPH de SP. 

Pocos reportes han aparecido sobre el uso de CPH de SP contra leucemia 

linfoblástica aguda.12 

En el campo de la oncohematología para el tratamiento de hipernefromas, 

inmunodeficiencias congénitas, mieloma múltiple, leucemia mieloide crónica, y 

artritis reumatoidea.9 

Síndromes mieloproliferativos, leucemia linfática crónica y otras 

enfermedades linfoproliferativas, talasemia, drepanocitosis, síndrome de 
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Wiskott-Aldrich y anemia de Fanconi, enfermedad de Gaucher, osteopetrosis, 

mucopolisacaridosis y diversos trastornos lisosómicos; aplasia medular, y 

trastornos metabólicos hereditarios. 10 

Enfermedades que requieren un tratamiento antineoplásico intensivo. Se 

incluyen la mayoría de los tumores sólidos, para cuyo tratamiento deban 

emplearse dosis de quimioterapia mortales por su efecto mielosupresor.10 

 

1.4 RECOLECCIÓN DE CPH DE SANGRE PERIFÉRICA 

 

La recolección de células madre de SP, desde la década pasada se está 

realizando de forma segura. Las CPH normalmente circulan en la sangre en 

cantidades muy pequeñas. 

El proceso de recolección se inicia cuando hay suficientes CPH circulantes 

en la sangre para recolectar. Las células madre son recolectadas, mediante una 

máquina para aféresis. 

 

1.4.1 MOVILIZACIÓN 

 

Hay varias formas de incrementar el número de CPH en circulación. Una es 

la variación diurna que tiene un pico en la tarde con un incremento del 50 al 

100% con respecto a la mañana. Esta variación se puede revertir con el uso oral 

de prednisona. 
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El ejercicio incrementa el número de CPH en circulación si se realiza antes 

de la aféresis. Otros compuestos pueden aumentar a CPH en circulación como 

endotoxinas, ácido fólico, corticotropina y dextrán, entre otros. 

El método más efectivo para promover la circulación de CPH y el más 

usado clínicamente es la quimioterapia y los factores estimulantes 

hematopoyéticos, y si éstos se combinan con factor estimulante de colonias de 

granulocito/macrófago el efecto es sinérgico.12 

El número de CPH circulantes en la sangre se incrementa en los pacientes 

cuya médula ósea se recupera de una quimioterapia. Las citocinas (factores de 

crecimiento de la células sanguíneas) administradas a los pacientes después de 

la quimioterapia mielosupresiva, también pueden incrementar hasta de 100 

veces el número de células madre circulantes en la sangre. 

Las citocinas también se pueden administrar sin quimioterapia y producen 

un incremento sustancial en el número de CPH circulantes. Las citocinas 

Neupogen (filgastrim) y lenogastrim, ambas moléculas recombinantes del G-

CSF14y Leukine (molécula recombinante de GM-CSF), estimulan la producción 

de células madre en la médula ósea y están aprobadas por la Administración de 

Drogas y Alimentos (FDA).13  

El uso de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), es útil en 

la movilización en donadores sanos por su eficacia y tolerancia clínica.14 

Se ha empleado el CSF gránulo-monocítico (GM-CSF) de igual forma, 

aunque se ha descrito una menor actividad de linfocitos T cooperadores, lo que 
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tendría un impacto en la recuperación inmunológica después del trasplante, 

aunque no ha sido probado en ensayos clínicos.10,16 

Las células pueden ser recolectadas después del uso de varios métodos 

como quimioterapia, factor estimulante de colonias (CSF) o ambos, o bien el uso 

de estos factores de forma secuencial. En el trasplante alogénico de SP, 

exclusivamente se emplean los CSF para la movilización de las células del 

donante.10,17 

 

1.4.2 MECANISMO DE MOVILIZACIÓN E INJERTO 

 

Las CPH muestran un rango amplio de moléculas de adhesión, que incluye 

miembros de la familia de integrinas, selectinas y la súper familia de las 

inmunoglobulinas, entre otras. 

Entre estas moléculas de adhesión están, VLA-4, VLA-5, LAF-1 y la L-

selectina cuyo ligandos, VCAM-1, I-CAM y el receptor de selectina en las células 

endoteliales respectivamente, son expresados en el estroma de la médula 

ósea.10,18,19 

Las moléculas VLA-4, VLA-5 y L-selectina sobre las células CD34+ 

movilizadas, muestran una expresión más baja que en médula ósea, dado el  
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efecto producido por la administración de factores estimuladores de colonias. El 

uso de CSF permite una migración de las células hematopoyéticas hacia la 

periferia, ya que es capaz de escindir las moléculas de adhesión pues libera 

proteasas como la elastasa, proteinasa 3 y de la catepsina G, que degradan a 

VLA-4, VCAM y a CXCR4 permitiendo la salida de las células de su nicho (figura 

3).10,19,20 

 

 

Figura 3 La actividad masiva inflamatoria de enzimas proteolíticas 

lleva a la degradación del anclaje de las CPH en la médula.20 

 

En el proceso del injerto las células madre son reconocidas fácilmente por 

el estroma medular, proceso en el que está involucrado el factor 1 derivado de 

células estromales (SDF-1), producido en la MO, que se une al receptor CXCR4 
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y activa varias moléculas de adhesión como VLA-4, LAF-I y VCAM-1, a través de 

varias señales intracelulares (figura 4).10,18,19,21 

 

 

Figura 4 El papel del SDF-1 junto con su receptor CXCR4 extravasa CPH a 

través a la lamina basal usando VLA-4 y VLA-5.21 

 

1.4.3 CINÉTICA DE MOVILIZACIÓN. Pautas de administración de 

G-CSF. 

 

La experiencia acumulada hasta el momento muestra que con una dosis de 

2 a 6 µg/Kg/día durante 4-6 días consecutivos, se puede obtener una cantidad 

suficiente de CPH para trasplante con efectos secundarios aceptables. Aunque 

dosis superiores (=o>10 µg/kg/día) se usan habitualmente para la recolección de 
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progenitores hematopoyéticos de SP. Si bien la pauta óptima de movilización no 

está establecida, los datos disponibles permiten considerar una dosis de 

alrededor de 10 µg/kg/día durante 4-6 días y el inicio de las aféresis de 4+º o 5+º 

día tras la primer dosis de G-CSF. 

Para pacientes sanos se usa la administración de 10 µg/kg/día por vía 

subcutánea durante 4-5 días hasta que finalicen los procedimientos de 

aféresis.14 

 

1.4.4 EFECTO SOBRE PARÁMETROS HEMATOLOGÍCOS 

 

El G-CSF apenas modifica los parámetros hematológicos periféricos con 

excepción de la cifra de leucocitos. Algunos autores refieren que la 

administración por más de 7 días parece inducir trombocitopenia. 

La administración de G-CSF origina una leucocitosis con neutrofilia que 

depende de la dosis del fármaco y de la duración del tratamiento. Se recomienda 

la interrupción del tratamiento si la cifra de leucocitos es =70x109/L. En cualquier 

caso, la granulocitosis o la trombocitopenia asociada, revierte en 48 tras cesar la 

administración.14 

 

1.4.5 EFECTO SOBRE PARÁMETROS BIOQUÍMICOS 

El G-CSF induce un aumento importante y transitorio de las enzimas 

lactatodeshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina (FA), debido a una expansión 

de la masa mieloide. 
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También se ha referido una ligera disminución del potasio, magnesio y 

colesterol debido al aumento de neutrófilos.14 

 

1.4.6 TOXICIDAD DEL G-CSF A CORTO PLAZO 

 

En general, la tolerancia clínica al G-CSF es buena. Las principales 

molestias referidas por los donantes son dolor osteomuscular, cefalea y astenia. 

Analgésicos como el paracetamol, asociados o no a codeína, son 

suficientes para controlar de la cefalea, la hipotensión, el malestar general, la 

somnolencia, la pérdida de apetito, la erupción, las náuseas, la fiebre, la 

retención de líquido y/o los dolores osteomusculares. Es rara la necesidad de 

hospitalización.10,16,14 

 

1.4.7 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DEL DONANTE 

 

Los donantes sanos de CPH de SP deben cumplir los siguientes requisitos: 

 

• Hemoglobina =11g/dL. 

• Recuento plaquetario =150 x109/L antes de comenzar el tratamiento de 

movilización. 

• Resultados negativos de estudios virológicos (citomegalovirus, hepatitis 

B, C y virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).10,16,22 
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Si no se consigue la celularidad necesaria con un solo proceso de aféresis, 

los requisitos para las donaciones subsiguientes deben ser: hemoglobina 

=10g/dL y recuento plaquetario =70 x 109/L. La edad no constituye una limitante. 

En caso de existir más de un donante, el mejor será aquel que tenga un 

mayor volumen corporal.  

 

1.5 TÉCNICAS DE RECOLECCIÓN. Aféresis 

 

Aféresis, es un término derivado del griego que significa separar. En la 

aféresis la sangre se remueve de un donador o paciente, se separa en sus 

componentes, de los cuales de manera selectiva uno o más son retenidos y el 

resto de los elementos se retornan al donador o paciente. 

La transfusión actual procura administrar a cada paciente solo los 

componentes sanguíneos que le hacen falta, lo que disminuye los riesgos 

innecesarios de la transfusión y debe asegurar conseguir el máximo beneficio en 

cada transfusión sanguínea. 

Existen varios tipos de separadores celulares con características diferentes 

para colectar plasma, plaquetas, leucocitos, células progenitoras 

hematopoyéticas, células dendríticas, entre otras. Todos estos métodos usan 

como base la centrifugación. Algunas máquinas obtienen los productos mediante 

una doble punción, con flujo continuo de la sangre a través del separador de 

células sanguíneas y otros separadores obtienen los productos mediante una 

sola punción con flujo intermitente.23 
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Esencialmente todos los separadores de células sanguíneas que se usan 

en la clínica para recolectar plaquetas y granulocitos, se han usado para 

recolectar CPH: como el CS3000 de Baxter, Haemonetics y el COBE Spectura. 

Todos han demostrado ser efectivos en la recolección de CPH (Figura 5). 

Es recomendable que el centro extractor tenga amplia experiencia y 

personal entrenado en la realización de procedimientos de aféresis.12 

 

Figura 5 Recolección de CPH por un procedimiento de aféresis 

 

El número de aféresis dependerá de la cantidad de células CD34+ que se 

considere óptima para el transplante, por ello, la medición diaria de las células 

madre CD34+ contenidas en la SP, es útil para determinar el número de días a 

realizar la aféresis.13 

La elección del separador celular depende de la experiencia de cada centro. 
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El hematocrito de la fracción mononuclear deberá ser menor a 1%. 

Durante la aféresis es recomendable controlar el hemograma y el 

ionograma.14 

 

1.5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

El empleo de esta fuente celular tiene problemas éticos derivados del uso 

de CSF en donantes sanos para la movilización celular, ya que persiste la duda 

de si se puede o no una lograr permanente reproducción de las células 

hematopoyéticas. El otro problema ético está relacionado con la posibilidad de 

alto riesgo de EICH, causado por el mayor contenido de células T. 

Para la donación es necesario manejar los siguientes conceptos 

 

• Consentimiento informado. Es la autorización escrita tras un 

consentimiento informado del donante, dicha información debe ser: 

descripción del sistema de recolección y sus complicaciones, 

confidencialidad de los datos, necesidad de realizar determinaciones 

serológicas que descarten enfermedades infecciosas. Dicho 

consentimiento deberá ir firmado por el donante y por el médico 

informante. 

• Privacidad y confidencialidad. Asegurar al máximo la privacidad y 

confidencialidad de toda la información de los donantes. 
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• Actuación justa: La asignación de donantes de CPH se realizará 

únicamente sobre la base de criterios clínicos e inmunológicos entre 

donante y receptor. 

• Seguimiento del donante: Dado que aún existe duda acerca de 

posibles efectos secundarios del G-CSF, es imprescindible realizar un 

seguimiento prolongado del donante. Dicho seguimiento consistirá en 

una exploración física, así como un perfil analítico básico (hemograma 

y bioquímica). Se realizará un primer control a las 2 semanas de 

finalizar las recolecciones y posteriormente uno al año durante un 

mínimo de 5 años 

 

1.5.2 FRECUENCIA 

 

La frecuencia está regida más por la relación tiempo movilización que por 

cualquier otra consideración. Si la recolección se realiza para coincidir con la 

concentración más alta de CPH, siguiendo la misma forma de movilización el 

mejor método es probablemente hacer la recolección diaria. Con excepción de 

un paciente pequeño, pues hay que tener en cuenta los conteos de plaquetas y 

mononucleares.12 
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1.5.3 DURACIÓN Y VOLUMEN A PROCESAR 

 

La duración del procedimiento es arbitraria. En general cuanto más dure el 

procedimiento, más CPH se recolectan.12 Sin embargo, no se recomienda una 

duración mayor a las 4 o 5.15 

El volumen a procesar en cada aféresis será de 2-3 volemias, pudiéndose 

llegar hasta 5-6 en técnicas de grandes volúmenes, esto dependerá del tipo de 

procesador y la experiencia del centro.15 

En muchos pacientes o donantes preparados para movilizar células 

hematopoyéticas; generalmente la extracción de un solo día no es suficiente 

para lograr el injerto (2x106 células CD34+/kg), ya que el número de células es 

pequeño, por lo que se requiere repetir el proceso durante varios días. Es 

necesario obtener un gran volumen de leucoféresis, que representa 

aproximadamente 20 L en un adulto o de 2 a 4 volúmenes sanguíneos en un 

niño.10,17 

 

1.5.4 ACCESO VASCULAR 

 

El acceso vascular para la recolección de CPH es igual al de cualquier 

procedimiento de aféresis.12 Habitualmente se realiza la punción en la flexura 

antecubital o braquial con aguja de calibre 14-16, siendo ésta preferible porque 
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ocasiona menos problemas. Se debe evitar colocar catéteres centrales,15 su uso 

solo se recomienda en casos excepcionales.14 

1.5.5 TIPO DE ANTICOAGULANTE 

 

Citrato de sodio es el anticoagulante de preferencia. La coagulación 

plasmática no se altera durante todo el proceso de aféresis. 

La heparina de sodio también se puede emplear en combinación de citrato. 

Se emplea en adultos de bajo peso o en procesos de gran volumen para evitar 

intoxicaciones por citrato (hipocalcemia). La coagulación plasmática permanece 

alterada hasta 4-6 después de acabar el proceso de aféresis.15 

 

1.6 CRIOBIOLOGÍA 

 

La criobiología es la ciencia que trata el comportamiento de los seres vivos, 

o de sus constituyentes a muy bajas temperaturas. 

El objetivo esencial de la criopreservación es mantener la viabilidad y 

funcionalidad celular para que pueda utilizarse en un transplante.24 

La mayoría de los transplantes hechos en E.U.A. se hacen con CPH 

críopreservada y almacenadas a –80°C en congeladores mecánicos o a 

temperaturas de nitrógeno líquido (-196°C a nivel del mar). Poco ha cambiado la 

criopreservación desde las décadas de 1950 y 1960. 

La criopreservación nació en 1949 con el descubrimiento de Polge y 

colaboradores, donde con glicerol criopreservaron esperma de aves de corral.25 
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Cuando una suspensión celular se enfriada y alcanza temperaturas entre –

5 y –10ºC se forman núcleos de hielo distribuidos aleatoriamente en el medio 

extracelular que darán lugar a regiones en fase cristalina. El hielo en el espacio 

extracelular coexiste con el agua líquida intracelular gracias a la membrana 

plasmática que constituye la barrera que detiene el crecimiento cristalino dentro 

de la célula. 

Cuando en el medio extracelular ocurre la cristalización, se forma hielo puro 

dejando solutos progresivamente más concentrados en la fracción líquida, a 

medida que el cambio de fase progresa, de manera que las células en 

suspensión deben deshidratarse para mantener el equilibrio osmótico con un 

medio extracelular cada vez más hipertónico. 

En un proceso programado de enfriamiento, a medida que el sistema de 

refrigeración extrae el calor, la temperatura baja hasta alcanzar el punto 

eutéctico, la fase líquida remanente y los solutos solidifican juntos.26 

Si la velocidad con que desciende la temperatura es muy rápida, la célula 

puede no ser capaz de deshidratarse suficientemente rápido y al llegar a la 

temperatura de nucleación, el agua remanente se congela formando hielo 

intracelular. Si por el contrario la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta, 

la deshidratación será extrema pudiendo llegar al colapso celular.24,26 

Con una velocidad de enfriamiento adecuada, la célula se deshidratará y 

concentrará intracelularmente antes de alcanzar la temperatura de nucleación de 

forma que la posibilidad de congelación intracelular y consecuentemente de 

daño celular se minimizará.26,27 
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Por lo tanto, la supervivencia celular será máxima a una velocidad de 

enfriamiento óptima, que es específica para cada tipo celular dependiendo del 

tamaño celular y de la permeabilidad de su membrana.26,26 

Las CPH se deben congelar a una velocidad constante de 1ºC/minuto para 

mantenerlas viables.25 

Los periodos críticos para la supervivencia celular durante la 

criopreservación son la fase inicial de enfriamiento y el periodo de retorno a 

condiciones fisiológicas.26,27 

Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor daño en los 

procesos de congelación en general, debido a la pérdida de fluidez de sus 

componentes lípídicos. La transición de lípidos fluidos a sólidos se presenta a 

temperaturas entre 10 y 16ºC alterando todas las funciones de la membrana y 

confiriéndole un alto grado de fragilidad. 26 

 

1.6.1 AGENTES CRÍOPROTECTORES 

 

Los agentes crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles y de baja 

toxicidad que disminuyen el punto eutéctico de una solución dada.26 

Hay dos clases de agentes crioprotectores los intracelulares o penetrantes 

y los extracelulares o no penetrantes.25,26 

El modo de acción de los crioprotectores es muy complejo; su efecto 

protector proviene de: 1) su capacidad para vincularse con el agua, lo que evita 

la formación de cristales de hielo que pueden dañar los organelos 
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intracitoplasmáticos y 2) de su capacidad para reducir los efectos tóxicos de las 

altas concentraciones de solutos.26 

Los agentes intracelulares usados en la clínica son glicerol y dimetil 

sulfóxido (DMSO) y el extracelular de uso clínico es el hidroxietilalmidón (HES).25 

 

1.6.1.1 AGENTES CRIOPROTECTORES INTRACELULARES 

 

Los crioprotectores intracelulares difunden rápidamente a través de la 

membrana celular, por eso incrementa la osmolaridad durante el proceso de 

congelamiento, minimizando el daño causado por una velocidad de congelación 

lenta.25,26 

El glicerol se uso inicialmente en estudios con CPH. Sin embargo, el DMSO 

lo sustituyó rápidamente, por que difunde más rápido dentro de las células, pero 

a diferencia del primero este necesita manipulación extra post-descongelación. 

El DMSO se usa ampliamente a una concentración de 10% basado en 

estudios iniciales con eritrocitos criopreservados. Es efectivo en criopreservación 

de CPH usadas para la reconstrucción hematopoyética y es relativamente tóxico 

cuando se infunde en el paciente (no más de 1ml/kg de peso).26 

Otros crioprotectores de este grupo son: el 1,2- propanodiol y el 

etilenglicol.26 
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1.6.1.2 AGENTES CRIOPROTECTORES EXTRACELULARES 

 

Son sustancias de alto peso molecular que forman una barrera ajustada 

alrededor de la célula disminuyendo el grado de deshidratación vista en el 

congelamiento lento,25 suelen usarse asociados a criopreservantes 

intracelulares.26 

El HES, como ya se mencionó es el único usado en la clínica dentro de 

este grupo de crioprotectores, no se ha usado solo para criopreservación de 

CPH, pero aumenta sus capacidades con el DMSO.25 

Otros crioprotectores extracelulares son la sacarosa, glucosa, dextrosa, 

polivinil-pirrolidona, el dextrano y el polietilenglicol. 

Dependiendo de la permeabilidad del crioprotector utilizado y de su 

toxicidad, la adición se realiza a 4ºC, 37ºC o a temperatura ambiente. 

Pueden añadirse o extraerse en pasos, aumentando o disminuyendo 

gradualmente la concentración del crioprotector en el medio, lo que reduce el 

estrés osmótico sobre la célula a congelar; o bien añadirse o extraerse en un 

solo paso, lo que reduce el tiempo de exposición celular al crioprotector.26 

 

1.6.2 MÉTODOS DE CRIOPRESERVACIÓN 

 

De acuerdo a la velocidad de enfriamiento y descongelación los métodos 

de congelación pueden clasificarse como: 1) congelación lenta-descongelación 
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rápida, 2) congelación lenta-descongelación lenta, 3) congelación ultrarápida y 

vitrificación. 

En los dos primeros la adición del crioprotector suele hacerse por pasos y 

el descenso de la temperatura se realiza lentamente en un congelador 

programable. La descongelación lenta también se lleva a cabo mediante el uso 

de congelador programable, mientras que la descongelación rápida se hace a 

temperatura ambiente o en baño de agua a 30 o 37ºC, para evitar la 

recristalización. 

La congelación ultra-rápida implica una deshidratación celular rápida, 

utilizando altas concentraciones de crioprotector, usualmente DMSO y sacarosa, 

seguida de inmersión en nitrógeno líquido.26 

La vitrificación consiste en utilizar una solución altamente viscosa que al ser 

enfriada, aumenta su viscosidad hasta alcanzar la consistencia de un vidrio; 

posee la ventaja de que no produce daños celulares causados por la formación 

de hielo extracelular.24,26 

 

1.7 PROCESAMIENTO DE CPH 

 

Las dos razones principales para el procesamiento son: el gran volumen 

líquido y el contenido de eritrocitos.  

Grandes volúmenes significan más DMSO y mayor volumen de infusión al 

paciente. 
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Una simple centrifugación antes de congelar, permite remover el exceso de 

volumen. El volumen retirado es determinado por la concentración final de célula 

deseada, esta es usualmente de 100x106 de células nucleadas mL. 

Algunos separadores celulares recolectan un alto número de eritrocitos con 

CPH. Los eritrocitos son hemolizados durante el congelamiento y 

descongelamiento por métodos diseñados para preservar CPH, los restos de 

eritrocitos pueden causar coagulación intravascular diseminada o daño renal; 

para disminuir esto, se puede simplemente centrifugar para producir buffy coat. 

El proceso de congelamiento–descongelamiento tampoco preserva los 

granulocitos. Los restos de estas células quizá sean los posibles responsables 

de algunas reacciones observadas en pacientes durante la infusión de CPH. 

Otra posibilidad es con gradiente de densidad y centrifugación. La densidad 

del medio de soporte, que puede ser con Ficoll-diatrizoato o Percall, es 

aproximadamente 1.077. La centrifugación puede realizarse en una centrífuga 

refrigerada, en un procesador de células sanguíneas o en un separador de 

células.12 
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2 OBJETIVOS 

 

o Proponer el diseño de una unidad de terapia celular para el 

procesamiento y criopreservación de células progenitoras 

hematopoyéticas provenientes de SP movilizada, dentro de las 

instalaciones del Centro Nacional de la Transfusión Sanguínea 

(CNTS). 

o Proponer la metodología a seguir para el procesamiento y 

criopreservación de células progenitoras hematopoyéticas, en dicha 

unidad. 
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3 JUSTIFICACIÓN 

 

No existe ninguna institución del Sector Salud, hospitales privados o 

públicos con infraestructura específica para una unidad de terapia celular, que 

incluya el procesamiento y criopreservación de progenitores hematopoyéticos de 

SP o de médula ósea, si bien dentro de sus bancos de sangre cuentan con 

servicio de procesamiento y criopreservación de progenitores hematopoyéticos, 

sus instalaciones no cubren la totalidad de los estándares de seguridad y calidad 

de éstas áreas. 

El Centro Nacional de la Transfusión Sanguínea (CNTS) como centro de 

referencia y gracias al empuje que ha demostrado al establecer el banco de 

sangre de cordón umbilical, CordMx, bajo altos estándares de calidad y 

seguridad tanto transfusional como de trabajo, marca la tendencia en cuanto a 

terapia celular se refiere, por ello sería idóneo que este centro cuente con una 

unidad de terapia celular formalmente constituida que responda a las demandas 

de la población mexicana. 
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4. LA UNIDAD DE TERAPIA CELULAR 

 

La unidad de terapia celular debe contar con 4 áreas básicas: unidad de 

recolección, unidad de procesamiento, unidad de criopreservación y banco 

paralelo. Solo la unidad de recolección no estará físicamente dentro de las 

instalaciones del CNTS, ésta se encontrará en los hospitales que cuenten con la 

experiencia necesaria para llevar a cabo la recolección de CPH por aféresis. 

 

Unidad de Recolección. En está se llevarán a cabo, las pláticas 

informativas a los donantes, así como la firma de los documentos de 

consentimiento informado, de responsabilidad médica y la recolección de las 

CPH por aféresis según la experiencia de cada centro extractor. 

 

4.1 INFRAESTRUCTURA FÍSICA EN EL CNTS 

 

Todas las áreas de la unidad de terapia celular dentro del CNTS deberán 

contar con el siguiente diseño: 

 

- El piso debe nivelarse y cimentarse según la carga a soportar debida a 

los equipos (tanques de nitrógeno líquido), esta información es 

suministrada por el fabricante y requerida por la NOM-059-SSA1-1993 

Buenas prácticas de fabricación para establecimientos de la industria 

química farmacéutica dedicados a la fabricación de medicamentos.28 
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- Acabados interiores: el acabado del piso y los muros debe ser de 

material impermeable y monolítico (de una sola pieza) y sus esquinas 

deben ser redondeadas (acabado sanitario) de acuerdo con la NOM-

059-SSA1-1993. 

- La altura de las paredes estará en relación con el tamaño de los equipos 

que estén en cada área, permitiendo su manejo y/o movilidad libremente. 

- Necesidades eléctricas: se contará con tomacorrientes separados de los 

equipos y del voltaje necesario para cada equipo según la información 

referida por el fabricante, es deseable contar con conexiones al sistema 

de emergencia, además de equipos reguladores de voltaje y de 

respaldo (no breake). 

- Recambio de Aire: el área debe estar ventilada constantemente con un 

mínimo de 20 recambios por hora a través de filtros HEPA 99.99% de 

eficiencia, para separar partículas de hasta 0.22 µm; además, se debe 

contar con una temperatura de 18 a 23°C y una humedad relativa del 

50-70% con base a lo establecido en el punto 8.4.1 de la NOM-059-

SSA1-1993. 

- Espacio entre equipos: el espacio entre equipos debe ser mínimo de 1 

m según el punto 8.2 de la NOM-059-SSA1-1993. 

 

Unidad de Procesamiento. Es donde se llevará acabo el proceso de 

reducción de volumen, así como el acondicionamiento de la unidad para su 

criopreservación. Para ello deberá contar con el siguiente equipo: campana de 
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bioseguridad clase II, desplasmadores, separadores celulares automáticos y un 

sistema de computo para la gestión de resultados de manera electrónica, lo que 

garantizará la rastreabilidad y el aseguramiento de la identidad de cada unidad. 

Unidad de Criopreservación: Esta área además de contar con el diseño 

descrito anteriormente deberá contar con: 

 

- Abastecimiento de nitrógeno líquido: es necesario tanques de baja 

presión de 20 a 30 psig (137-207 kpa); la capacidad de estos tanques 

es de 520L, siendo necesario contar con un sistema de carga y 

descarga dentro del área de criopreservación. El tanque de alta presión 

contiene alrededor de 1420L de capacidad y puede operar a presiones 

de hasta 170 Lb/pulg2 (1164 Kpa), pero requiere de una instalación 

especial a base de tubería recubierta de aislante para el suministro de 

nitrógeno líquido a una temperatura de -196°C. 

- Accesorios para el área: Deben incluirse lectores de temperatura y 

humedad, sensor del nivel de oxígeno, entrada de aire frío y/o caliente 

con regulador de temperatura (15 a 30°C), dos llaves de salida de 

nitrógeno líquido para soportar una presión de 20 a 30 psig, un 

manómetro de carátula y una crioválvula con terminal de ½ pulg.  

- De ser posible ventana abatible de emergencia en caso de contingencia 

por descendimiento del nivel de oxígeno dentro del área. 
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En esta área se localizarán los tanques de nitrógeno líquido para 

almacenamiento de las unidades, así como el congelador biológico programable. 

 

Banco Paralelo: en ésta área se realizará la detección de las poblaciones 

CD 34+, ensayos de viabilidad por citometría de flujo, biometría hemática con 

contador celular automático, grupo sanguíneo por inmunoaglutinación, pruebas 

de histocompatibilidad con primers específicos para secuencias de nucleótidos 

(SSP), cultivos clonogénicos (técnica de Stem Cell Technology), pruebas 

serológicas (VIH, HBV, HCV por ELISA automatizado con quimioluminiscencia, 

sífilis y brucella por aglutinación en placa, toxoplasma y citomegalovirus; por 

detección de anticuerpos IgG e IgM por inmunofluorescencia, IFA y chagas por 

ELISA en placa de micropocillos). 

 

4.2 TÉCNICAS DE REDUCCIÓN DE VOLUMEN 

 

Se proponen dos metodologías de reducción de volumen: una manual y 

otra automatizada, con la finalidad de procesar las unidades bajo cualquier 

circunstancia. 

 

4.2.1 PROCEDIMIENTO MANUAL 

 

La reducción de volumen por medio manual dependerá de cuando los 

dispositivos automatizados tengan alguna falla técnica. 



 54

La técnica se basa en la centrifugación a 1600 rpm por 15 min. a 4ºC para 

posteriormente extraer el plasma ajustando el volumen final a 100mL.29 Dicho 

concentrado de células blancas se trasvasará a una bolsa de criopreservación 

para la adición del criopreservante. 

 

4.2.2 PROCEDIMIENTO AUTOMATIZADO 

Un procedimiento automatizado permite la uniformidad entre unidades pues 

el proceso será homogéneo en parámetros críticos como tiempo y velocidad 

constante de centrifugación, por ello se propone el uso del SEPAX y el kit CS490. 

 

4.2.2.1 EQUIPO AUTOMATIZADO SEPAX (BIOSAFE) Y KIT 

DE SEPARACIÓN 

 

El equipo SEPAX de Biosafe (figura 6), es un equipo automatizado para la 

separación de células sanguíneas nucleadas totales, dicha separación se lleva a 

cabo por centrifugación de acuerdo a la densidad y tamaño de las partículas 

sanguíneas.30 

 

 

 

 

 

Figura 6 Equipo SEPAX de Biosafe 
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El Kit de separación usado para el procedimiento con SP, es el kit CS 490 

(figura 7); el cual, es un kit estéril de uso único compuesto por una cámara de 

separación, un juego de tres llaves de paso, 2 bolsas de 500mL, una para 

plasma y la otra para eritrocitos, un punto libre para conectar diferentes tipos de 

bolsas de criopreservación, filtro y bayoneta para conectar la bolsa de 

recolección. 

 

Figura. 7 Kit CS 490 para la 

separación a partir de SP.31 

 

 

 

4.2.2.2 PROTOCOLO DE REDUCCIÓN DE VOLUMEN PARA 

SEPAX 

 

El protocolo de reducción establecido para el equipo SEPAX de Biosafe, 

permite procesar muestras con volúmenes de entre 80-600 mL usando ciclos 

múltiples (Figura 8) para lograr la reducción máxima del volumen en orden de 

70-80% con pérdida mínima de células. El volumen final esta en función de la 

concentración celular y del volumen inicial recolectado y puede establecerse 

entre 20-150 mL. Una vez terminado el protocolo, la cámara se lava con plasma 

para la recuperación máxima de células. 
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Figura 8 Gráfica que 

representa un ciclo 

dentro del protocolo 

de reducción de 

volumen. 

 

 

 

Volumen final del 
producto 

Ajustable de 20 a 150 mL 

Presición +/- 2 mL 

Duración del proceso 
Volumen hasta 220 mL                          1 ciclo     ≈      15 min. 
Volumen entre 220 y 440 mL                2 ciclos   ≈      20 min. 
Volumen entre 440 y 660 mL              3 ciclos  28 ≈      25 min. 

 

4.3 CRIOPRESERVACIÓN 

 

La criopreservación inicia con la adición de una mezcla de DMSO, 

disolución múltiple de electrolitos, albúmina y citrato, en un tiempo de 7 min. 

sobre acumuladores de frío. Para dividir posteriormente el volumen final en dos 

bolsas de criopreservación, las cuales serán introducidas en cánisters metálicos 

para su conservación a temperaturas criogénicas. 

Se toman muestras para cultivos microbiológicos aerobios y anaerobios, 

cultivos clonogénicos y otra alícuota para realizar estudios adicionales si son 

requeridos.32 
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Estas muestras se congelarán en las mismas condiciones que las unidades 

contenidas en los cánisters metálicos con el congelador biológico programable. 

Una vez que las unidades se han congelado a -120°C, se retiran del congelador 

biológico para colocarlas dentro del tanque de nitrógeno líquido, en la posición 

indicada en el mapa del tanque. 

 

Volumen final del 
producto 

100 mL por bolsa (se congelan dos bolsas por unidad). 

Viabilidad  84±11% 

 

5 IMPACTO 

 

Para las instituciones de salud en México como ya se mencionó, las 

leucemias son un problema grave pues se ubican dentro de los primeros lugares 

de muerte en edad preescolar y escolar. También se sabe que el 40% de los 

pacientes con dicha afección llega a ser candidato a trasplante, pues no 

responden a la quimioterapia. 

Poner al alcance de todos los centros de transplante el servicio de 

criopreservación, fortalece el programa de trasplante en México, pues muchos 

pacientes aún se siguen tratando con trasplantes de CPH obtenidos de MO y SP 

como se observa en la figura 9. 
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TRANSPLANTES DE CPH POR AÑO
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Figura 9 La gráfica ilustra 
la evolución de los 
transplantes de CPH en 
México en los últimos 6 
años, hasta mayo 2006.33 

Fuente CENATRA 
www.cenatra.gob.mx/ 
cnt/Grafica_tot.php. 
 
 
 

 
 

 
 

El CNTS tiene la capacidad de ofrecer metodologías automatizadas para la 

reducción de volumen de unidades de SP y MO, lo cual es fundamental pues al 

reducir el volumen también se eliminan sustancias no deseadas y se reduce el 

uso de otros compuestos como el DMSO que es tóxico según el volumen 

presente en la unidad. Además, este tipo de procedimiento aumenta la 

capacidad hematopoyética y favorece el injerto. Bajo este tenor, el CNTS ha 

desarrollado técnicas para evaluar la calidad de la unidad garantizando su injerto, 

a través de estudios como: cultivos microbiológicos, citometría de flujo y cultivos 

clonogénicos, con lo que se reforzará el programa de transplante evitando dar 

unidades con baja calidad hematopoyetica y evitando el no injerto. 

La posibilidad de contar con estos procedimientos favorecerá a toda la 

población que así lo requiera, reforzando la línea gubernamental de que la salud 

debe ser un derecho de todos lo mexicanos, ya que contar con una unidad de 
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terapia celular de estas características en México abatirá los costos, con lo que 

se reforzaran los alcances de las instituciones de salud en materia de trasplantes. 

Esto último se ha demostrado con la existencia de CordMx, el banco de 

sangre de cordón umbilical del CNTS, que desde su inicio logró reducir de costo 

de los trasplantes en un 70%, ya que se evitó la importación de CPH de sangre 

de cordón umbilical. 
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6 CONCLUSIONES 

 

El establecer una unidad de terapia celular en el CNTS fortalecerá el 

programa de trasplante en México, de diferentes maneras: 

 

� Abriendo un nuevo marco de posibilidades en cuanto al trasplante de 

MO y SP mediante el procesamiento y la criopreservación. 

� Implementando técnicas automatizadas dentro de la unidad de 

terapia celular, que garantizan la rastreabilidad de las unidades a lo 

largo de todo el proceso. 

� Reduce costos, favoreciendo a la población, en especial a los 

sectores marginados. 

� Ofrecen unidades con un buen pronóstico de injerto, gracias a los 

ensayos de cultivos clonogénicos y a la citometría de flujo. 

� Montando las técnicas manual y automatizada, lo que permitirá su 

funcionamiento aún por fallas técnicas propias del equipo, con lo que 

no se detendrá el funcionamiento de la unidad de terapia celular. 
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7 ABREVIATURAS USADAS 

 

ANLL   Leucemia No Linfocitaria Aguda 

CPH   Células progenitoras hematopoyéticas 

CSF   Factor Estimulante de Colonias 

DMSO  Dimetil Sulfóxido 

EICH   Enfermedad Injerto Contra Huésped 

G-CSF  Factor Estimulante de Colonias de Granulocito 

GM-CSF  Factor Estimulante de Colonias de granulo-monicito 

HES   Hidroxietilalmidón 

HLA   Antígeno Leucocitario Humano 

MAPC   Células progenitoras multipotenciales adultas  

MO   Médula Ósea 

MSC   Células mesenquimales o estromales 

SP   Sangre Periférica 
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