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I. RESUMEN 

 

TITULO: EFECTO DE LA CRIOPRESERVACION SOBRE LA CAPACIDAD 

CLONOGÉNICA EN CÉLULAS PROGENITORAS HEMATOPOYÉTICAS DE 

SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL. 

 

La sangre de cordón umbilical (SCU) es sumamente rica en células  progenitoras 

hematopoyéticas o bien,  células madre, las cuales tiene  un potencial de proliferación 

muy amplio. Después de múltiples estudios sabemos que recolectando y preservando 

esas células tenemos la posibilidad de utilizarlas en el tratamiento de una amplia 

variedad de patologías. La criopreservación en nitrógeno líquido es el método de 

elección para el almacenamiento de unidades de sangre de cordón umbilical. El 

procedimiento preserva la integridad celular pero es posible que impacte en su 

capacidad clonogénica. 

 

Objetivos: Observar  el efecto de la criopreservación sobre la capacidad clonogénica en 

células progenitoras hematopoyéticas de sangre de cordón umbilical.    

 

Material y métodos:  Se trata de un estudio retrospectivo y  observacional. Se revisó de 

manera retrospectiva el registro de  los cultivos de17  unidades de sangre de cordón 

umbilical utilizadas para trasplante, antes de la criopreservación así como los cultivos 

posteriores al descongelamiento de las unidades.  

 

Resultados: El efecto de la criopreservación fue estadísticamente significativo con 

disminución para la serie mieloide (CFU-GM) con una p de 0.027  y de incremento para 
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la serie eritroide ( CFU-E) con una p de 0.027 . No se encuentra efecto estadísticamente 

significativo para otros linajes celulares. 

 

Conclusiones: El efecto de la criopreservación fue estadísticamente significativo con 

disminución para la serie mieloide y de incremento para la serie eritroide. No se 

encuentra efecto estadísticamente significativo para otros linajes celulares. 

 

Consideramos es necesario aumentar el número de estas mediciones, ya que el tamaño 

de nuestra muestra es pequeño por lo que deberá corroborarse esta tendencia conforme 

aumente la experiencia en este tema ya que un aspecto de mayor interés con 

implicaciones clínicas y  motivo de otro estudio, es el efecto que los resultados pudieran 

tener sobre el éxito o fracaso del injerto. 
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II. INTRODUCCION 

 

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH), también denominadas células madre o 

células tallo son células con un potencial de proliferación muy amplio, a la vez que 

tienen una capacidad multipotencial, es decir,   tiene la capacidad de originar a células 

sanguíneas de los tres linajes: mieloide, eritroide y linfoide. 
(1)

 

 

La necesidad de buscar fuentes para obtener CPH diferentes a la médula ósea ha llevado 

al desarrollo de numerosas  investigaciones, entre ellos, Broxmeyer y colaboradores 

quienes demostraron en la década de los 80 la presencia de células madre 

hematopoyéticas en la sangre del cordón umbilical. 
(2)

 

 

Los estudios  realizados en 1993 por Mayani 
(3) 

y Piacibello 
(4)

 demuestran que la sangre 

de cordón umbilical contiene una elevada cantidad de células progenitoras 

hemopoyéticas circulantes desde la semana 14 de embarazo, con un mayor potencial 

para formar colonias de granulocitos, eritroides, monocitos y megacariocitos  in vitro 

que la sangre periférica de adultos. (5) (La frecuencia de progenitores clonogénicos en 

sangre de cordón umbilical es del 0,1% al 0,5% de las células mononucleares (MNC), 

mientras que en la sangre periférica de adultos es del 0,001% al 0,025% de las células 

MNC. )  (6). Esta condición  es permanente hasta el momento del parto en que su número 

es condicionado a ciertas condiciones ginecoobstétricas,
(7,8) 

estas células tienen la 

capacidad de repoblación medular a largo plazo. Como consecuencia, dicho tejido se ha 

convertido en alternativa para trasplante, 
(9,)  

ya que hoy sabemos que recolectando y 

criopreservando estas CPH tenemos la posibilidad de utilizarlas en el tratamiento  de 

una amplia variedad de patologías tales como leucemias agudas y crónicas, anemia 
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aplásica severa, hemoglobinopatías y déficits inmunológicos congénitos, entre 

otros.
(10,11).

 

 

La criopreservación tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y 

funcionabilidad celular a temperaturas bajas, este no es un proceso exento de problemas 

ya que puede inducir variaciones extremas en las propiedades químicas, térmicas y 

eléctricas las cuales pueden alterar las membranas celulares, los organelos y la delicada 

interacción célula-célula inherente en las células y tejidos a criopreservar en la mayoría 

de los casos.(12) 

 

Un adecuado proceso de criopreservación es dependiente del conocimiento de las 

propiedades fisicoquímicas de la célula y o el tejido, puesto que este proceso está 

afectado por diferentes variables como especie, tipo y estadio de la célula a congelar. 
(13)

 

 

Bioquímicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes 

(metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol), azúcares (glucosa, lactosa, 

sucrosa, sacarosa) y el dimetil sulfóxido, los crioprotectores pueden clasificarse también 

en agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo a la permeabilidad celular.(14,15) 

 

Los crioprotectores penetrantes son de bajo peso molecular y permeables a través de la 

membrana celular. Son utilizados: el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y 

propanediol (PROH).  

 

El dimetil sulfóxido es un solvente bipolar hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde 

el descubrimiento de sus propiedades crioprotectoras por Lovelock en 1959.
(16) 

Su 
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acción crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir acumulación 

excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y la 

formación de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana, su bajo peso 

molecular permite la entrada rápida través de la membrana celular,  modula la 

estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolípidos, así como también afecta los procesos 

de solvatación de agua. Se han sugerido las interacciones electrostáticas de DMSO con 

fosfolípidos lo cual parece ser crítico para la crioprotección de la membrana.  

 

Los métodos de criopreservación podemos clasificarlos de acuerdo a la velocidad de 

congelamiento y descongelamiento en protocolos de congelación lenta-descongelación 

lenta, congelación lenta-descongelación rápida en las cuales la adición del crioprotector 

suele hacerse por pasos el descenso de la temperatura se realiza lentamente en un 

congelador programable. La descongelación rápida se hace rápidamente a temperatura 

ambiente o en un baño de agua a 30°C para evitar la recristalización. La congelación 

ultrarrápida fue originalmente descrita para la congelación de embriones, por Trouson 

en 1986. Implica la rápida deshidratación celular, utilizando altas concentraciones de 

crioprotector, usualmente DMSO y sacarosa, seguida de inmersión en nitrógeno líquido. 

Según recientes investigaciones en criobiología, el almacenaje en nitrógeno líquido es el 

método de criopreservación más adecuado para la conservación funcional de unidades 

de sangre de cordón umbilical (SCU) para fines de trasplante. (18,19). El procedimiento 

—dependiendo del buen manejo de la unidad— tiende a preservar mayormente la 

viabilidad celular de las CPH, no obstante es posible que impacte en su capacidad 

proliferativa 
(20,21,22).
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III   JUSTIFICACION 

 

 

Para poder  garantizar unidades de SCU poscongelación con un número adecuado de  

células progenitoras hematopoyéticas  es necesario conocer el efecto de la 

criopreservación  sobre la capacidad clonogénica en ellas.  
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IV      PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

¿Cuáles son los efectos de la criopreservación  sobre la capacidad clonogénica en 

células progenitoras hematopoyéticas de sangre de cordón umbilical.  ? 
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V. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Observar  el efecto de la criopreservación sobre la capacidad clonogénica en células 

progenitoras hematopoyéticas de sangre de cordón umbilical.    
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VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Observar  el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias granulocíticas (CFU-G). 

 

2. Observar el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias monocíticas (CFU-M). 

 

 

3. Observar el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias  granulomonocíticas 

(CFU-GM). 

 

4. Observar el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias eritroides tempranas y 

tardias (BFU-E y CFU-E). 

 

 

5. Observar el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias mixtas (CFU-MIX). 

 

6.  Observar el efecto de la criopreservaciòn en células progenitoras hematopoyéticas 

en base al número de unidades formadoras de colonias de células 

hematopoyéticas pluripotenciales (HPP-CFC). 
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VII. MATERIAL Y METODOS 

 

Se trata de un estudio descriptivo y retrospectivo   llevado a cabo en el  Banco Central 

de Sangre  del Centro Médico Nacional la Raza (BCS CMNR). Las unidades utilizadas 

son las ya recolectadas de febrero de 2006 hasta febrero del 2008  y que han sido 

descongeladas y reconstituidas para utilizar en trasplante de acuerdo al manual de 

procedimiento clave 2430-003- 006 del IMSS. 

 

Se estudiaron 17 unidades de SCU utilizadas para trasplante y obtenidas por donación 

altruista, previo a su almacenaje en bioarchivo, se realizó en gabinete de seguridad 

biológica tipo II-A, el cultivo de 100,000 células MNC de las unidades de SCU en un 

medio semisólido hecho a base de metilcelulosa adicionado con factores de crecimiento 

celular (SCF, GM-CSF, IL3, Epo). Los cultivos se mantuvieron por 28 días en 

incubadoras a 37°C, con una atmósfera con 5% de CO2 y 95% de humedad. La 

cuantificación se realizó al microscopio invertido con objetivo 10x, cuantificando el 

número de unidades formadoras de colonias desarrolladas esto es: granulocíticas (CFU-

G), monocíticas (CFU-M), granulomonocíticas (CFU-GM), eritroides tempranas (BFU-

E) y eritroides  tardías (CFU-E), mixtas (CFU-MIX) y células hematopoyéticas 

pluripotenciales (HPP-CFC).  

 

Una vez descongelada cada una de las unidades y reconstituidas en el gabinete de 

seguridad, con una solución de albúmina al 5% en dextran (PM 40,000) (PISA), se 
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tomaron nuevamente alícuotas de 100,000 células MNC para realizar el cultivo de 

colonias. Todas en las mismas condiciones postcongelación.  

 

Para cada una de las unidades de SCU se contaba por tanto con la cuenta de 

progenitores antes y después de criopreservación determinándose el rango de variación 

entre ellas.  

 

Dado que el proceso de recolección, mantenimiento y trasplante de SCU está incluido 

dentro de un programa institucional, ya cuenta con consentimiento informado y se 

apega a las normas y leyes que rigen la donación de órganos y tejidos  en donde se 

aclara que la información obtenida puede ser usada para investigación.  

 

El análisis estadístico se realizo  mediante estadística descriptiva y t de student  para 

muestras pareadas.  
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VIII. RESULTADOS 

 

CUADRO 1. Numero de colonias antes y después del proceso de crio preservación. 
 

 

 

CFU-G: unidades formadoras de colonias granulocíticas.  

 CFU–M: unidades formadoras de colonias monocíticas.  

CFU-GM: unidades formadoras de colonias  granulomonocíticas. 

BFU-E: unidades formadoras de colonias eritroides tempranas. 

CFU-E: unidades formadoras de colonias eritroides tardias. 

CFU-MIX: unidades formadoras de colonias mixtas. 

HPP-CFC: unidades formadoras de colonias de células hematopoyéticas 

pluripotenciales. 

 

  

CFU-G 

 

CFU-M 

 

CFU-GM 

 

CFU -E 

 

BFU- E 

 

 

CFU-MIX 

 

 

HPP-CFC 

Pre 

cong 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

Pos 

cong 

Pre 

cong 

Pos 

Cong 

PROMEDIO 49.5 41.2 37.4 40.9 8.4 3.7 46.9 100.6 124.7 158.1 4.7 3.7 6.3 4.5 

DESVIACIÓN 

ESTANDAR 20.3 29.8 18.1 27.5 9.6 2.8 45.1 80.7 57.0 78.9 2.5 2.0 2.1 1.7 

SIGNIFICANCIA 

ESTADISTICA 

 

0.392 

 

0.867 

 

0.027 

 

0.027 

 

0.179 

 

0.912 

 

0.320 
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IX. DISCUSION 

 

Las posibilidades actuales y futuras de tratar con células progenitoras hematoyéticas de 

sangre de cordón umbilical enfermedades, tanto  hematológicas, neurodegenerativas  

entre otras entidades,  ha llevado a la investigación de los factores que pudieran 

influenciar para obtener una mejor calidad en la toma, almacenamiento y aplicación de 

SCU. 

 

El potencial hematopoyético de la SCU es definido por el número de células 34 +, así 

como de las unidades formadoras de colonias, por lo que el  éxito del trasplante se ha 

asociado con el número de células nucleadas totales y las unidades formadoras de 

colonias. 
(23)

 

 

Algunos autores ya han estudiado el impacto de los factores obstétricos, neonatales y de 

la toma de SCU que pudieran influenciar en el número de UFC GM tales como raza de 

los padres, peso del producto, edad gestacional, sexo y peso encontrando que el peso del 

producto y la raza de los padres pudiera estar influyendo  en la cantidad de unidades 

formadoras de colonias. 
(24, 25) 

En cuanto a la forma de la toma ya sea intra o extrautero 

no se ha encontrado influencia en el número de unidades formadas de colonias, aunque 

aún existe controversia en todos estos factores.
(26)
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Es este trabajo se ha estudiado si el factor de almacenamiento o, mejor dicho de 

criopreservación influye en la cantidad de unidades formadoras de colonias viables que 

se obtienen para trasplante, encontrando que el efecto de la criopreservación fue 

estadísticamente significativo con disminución para la serie mieloide (CFU-GM) y de 

incremento para la serie eritroide (BFU-E y CFU-E). No se encuentra efecto 

estadísticamente significativo para otros linajes celulares. Consideramos que una 

explicación de ello pudiera ser  el hecho de que las colonias más susceptibles no 

resistieron los cambios del medio dejando a otras colonias menos susceptibles los 

nutrientes y factores de crecimiento,   incrementándose su número; aunque también 

pudiera estar relacionado con la forma en que realizo el cultivo y la experiencia del 

personal, en este caso no es un factor a considerar debido que el personal que realizo 

todo el procedimiento tiene amplia experiencia en el campo sin intervenciones de otro 

participante. (Opinión personal).  

 

Un punto importante a considerar es que en los pacientes trasplantados las primeras 

colonias que nos indican el éxito o fracaso de un injertado  de  trasplante de células 

progenitoras hematopoyeticas es la presencia de monocitos en sangre periférica,  esto 

debido probablemente a que son tengan una taza mayor de actividad clono génica, por 

lo que podríamos pensar que los hace más susceptibles a los cambios ambientales, 

llámese sustrato y crio preservación. Es probable que  posterior a la crio preservación 

las colonias de  UFC GM cambien de estado de G0 a G1 aumentando su actividad 

metabólica y por lo tanto susceptible a las influencias ambientales, lo que propiciaría 

una disminución de estas colonias al ser sometidas a estrés. 
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X. CONCLUSIONES 

 

El efecto de la criopreservación fue estadísticamente significativo con disminución para 

la serie mieloide (CFU-GM) con una p de 0.027  y de incremento para la serie eritroide 

(CFU-E) con una p de 0.027. No se encuentra efecto estadísticamente significativo para 

otros linajes celulares aunque es necesario aumentar el número de estas mediciones, ya 

que el tamaño de nuestra muestra es pequeño por lo que deberá corroborarse esta 

tendencia conforme aumente la  experiencia en este tema. 

 

Consideramos que es necesario continuar estudiando el efecto de la criopresevación en 

estas colonias y ampliar los estudios hacia los efectos en el ciclo celular, disponibilidad 

de sustrato y su interacción entre ambos.  

 

 Un aspecto de mayor interés con implicaciones clínicas y  motivo de otro estudio, es el 

efecto que los resultados pudieran tener sobre el éxito o fracaso del injerto y que 

algunos autores ya lo han empezado a estudia como factor predictor de injerto.  
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