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INTRODUCCION

000000000000000

En México, la cultura de los Bancos de Sangre de Cordén Umbilical (BSCU), se
puso de manifiesto hasta el afio 2002 (10 afios después de la creacién del primer
banco de cordén en el mundo) con la aparicion de los primeros bancos de cordén
para uso autélogo de origen privadoiag ¥ en el mes de junio del 2003 inicié
actividades el primer BSCU de caracter gubernamental, perteneciente a la
Secretaria de Salud a cargo del Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea
(CNTS).;sy El cual ha decidido mantenerse a la par con otros BSCU europeos
como el de Barcelona en Espafa, Leiden en Alemania y Milan entre otros, lo que
lo coloca como el primero totalmente automatizado en toda América Latina, que
ademas servira como una unidad de referencia para los demas BSCU en nuestro

pais.

Una prueba del trabajo que se esta realizando en este BSCU se observéd el 16 de
marzo del afo 2004 cuando se llevo a cabo el primer transplante de CPH
procedentes de sangre de cordon umbilical, recolectadas y procesadas por
personal del CNTS en un nifio de 10 afios de edad con Leucemia Aguda
Linfoblastica de Células T, con resultados exitosos hasta el momento.

Esto nos brinda una idea del esfuerzo que se esta realizando para consolidar un
proyecto que genere beneficios no solo econémicos, sino tambien reconocimiento
mundial al lograr la acreditacion en NETCORD-FACHT con todo lo que esto

representa.

El objetivo del presente trabajo es brindar la informacién recopilada al evaluar las
poblaciones celulares de la SCU por citometria de flujo antes y después de ser
procesadas con el nuevo sistema de centrifugacién celular Sepax de Biosafe, para
contar con referencias acerca de la eficiencia en la obtenciéon de CPH, mediante el
protocolo de adtomatizaciéﬂ con el que cuenta el BSCU del CNTS.
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Es decir se emplean metodologias que nos permiten la optimizacion de los
procedimientos evitando que sean técnico-dependientes y logrando con ello una
mayor trazabilidad en los resultados. Lo cual sin duda, nos ofrece que un proyecto
de esta magnitud no se encuentre destinado al fracaso y genere rendimientos en

todos los aspectos.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES.

Las células sanguineas maduras tienen un tiempo de vida limitado y, con
excepcién de los linfocitos, son incapaces de reproducirse asi mismas. Por
ello, el reemplazo de las células hematopoyéticas periféricas muertas es la
funcién de las células mas primitivas de la médula ésea, llamadas células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) o células madre. Los adelantos en la
investigacién cientifica aunados a los que se han dado en materia
tecnolégica durante este siglo nos permite contar ahora con Bancos de
Sangre de Corddén Umbilical (BSCU), los cuales son los encargados de
realizar los procedimientos de recoleccién, procesamiento, anélisis,
almacenamiento, clasificacién, seleccion, y envié de CPH, provenientes de
sangre de cordén umbilical (SCU) para transplante emparentado o no

emparentado.
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¢COMO SURGEN LOS BSCU EN EL MUNDO?

La presencia de las CPH en la SCU, se demostré por primera vez en el afio de
1974; lo que origind que se llevaran a cabo diversos estudios bioldgicos, dando
como resultado el primer trasplante de CPH procedentes de cordén umbilical
realizado por la Dra. Gluckman en el afio 1988, para tratar a un nifio con anemia
de Fanconi, con células procedentes de su hermano HLA idéntico. Este paciente a
la fecha cuenta con 22 afios de edad y se encuentra en perfecto estado de
salud (s 11,19)

El primer BSCU de donadores voluntarios no emparentados fue fundado en Nueva
York en 1993 por Pablo Rubinstein en el “New York Blood Center” en ese mismo
afno suministro la primera unidad de SCU no emparentada para la realizacién del
primer trasplante de este tipo en la “Universidad de Duke” en Durham. En la
actualidad este banco cuenta con el inventario mas importante de unidades de
SCU de EUA‘lslzu)

Mientras tanto, en Europa se funddé el primer BSCU de donadores no
emparentados en 1992 en la ciudad de Paris y en 1995 se fundé el grupo
Eurocord, con la finalidad de crear un registro de los trasplantes realizados con
SCU, realizando un seguimiento de los pacientes y un foro para el desarrollo de
estudios cooperativos. s 1g)

Paralelamente en la ciudad de Milan Italia, se creo el grupo NETCORD (red de
cordén), formado por un grupo de bancos de sangre de cordén umbilical, que
buscaban establecer normas de buena practica y cooperacidn entre los bancos y
centros de trasplante, surgiendo asi los estandares internacionales de NETCORD,
para asegurar unidades de SCU de alta calidad hematopoyética a cualquier centro

de trasplante a nivel mundial que las requiera ;s
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Es por esto que actualmente el programa de acreditacion de los BSCU en el
mundo esta basado en los estandares internacionales de NETCORD-FACHT, de
acuerdo a esto los BSCU miembros de NETCORD son: Alemania, Espafa, EUA,
Bélgica, Inglaterra, Italia, Francia, Finlandia, Israel, Japon y Sydneyi2o Yy existe
un buen grupo de bancos que desean acreditarse y unirse a la red mundial; entre
ellos el BSCU del CNTS, razén por la cual se ha dado a la tarea de realizar la
validacion de sus procedimientos, para cumplir primero con la normativa nacional
y posteriormente con los estandares que exige NETCORD-FACHT logrando asi su
objetivo primordial de alcanzar un inventario de 5000 unidades perfectamente
validadas de acuerdo a dichos estandares, de modo que puedan estar disponibles
y ser utilizadas en trasplantes por cualquier paciente mexicano que asi lo

I'EQUiEI'a.(sI:;g)
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1.1 CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS (CPH) O
CELULAS MADRE.

Historia del concepto de célula madre.

La teoria monofilética del desarrollo de las células sanguineas propone un
precursor celular comun, la célula madre, que bajo la influencia de factores
humorales, es capaz de auto reproducirse, proliferar y diferenciarse en todos los
tipos de células hematopoyéticas. sz

El volumen de células progenitoras comprende aproximadamente 1-2x10° células
madre en médula 6sea.;2536) A pesar de su baja concentracion, éstas células son
responsables de la produccién de mas de 10° células por dia de manera continua.
Sorprendentemente, sélo un pequefic nimero de células madre se esta dividiendo
en un momento dado (menos del 5%). La mayor parte estan en fase de reposo, el
estado Gy. Para mantener el volumen de células progenitoras y al mismo tiempo
seguir produciendo células para reemplazar las células sanguineas ya
diferenciadas envejecidas, las células progenitoras deben ser capaces de
mantener un equilibrio respecto a la maduracion y diferenciacion. Primero, una
célula progenitora puede dividirse en dos células hija, una de las cuales se va a
diferenciar, mientras que la otra permanece en el compartimiento de células
progenitoras; de manera alterna, por cada célula progenitora que produce dos
células hija, de las cuales ambas se diferencian, otra célula progenitora produce
dos células hija que permaneceran en el compartimiento de células progenitoras.
Con esto se logra que las células o el compartimiento de células progenitoras se
mantenga constante mientras se produce la progenie que se diferencie y
reemplace a las células envejecidas. Las células hija retienen la habilidad para
generar células de todos los tipos hematopoyéticos. Sin embargo, al cabo de un
tiempo se limitara a un solo tipo celular. (1938
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Como hemos mencionado, las CPH se encuentran tanto en sangre periférica
como en sangre de corddn, teniendo estas ultimas mayor interés en el tratamiento
de varias enfermedades por sus caracteristicas, las cuales se mencionan a

continuacion:

Caracteristicas de las células progenitoras hematopoyéticas de la sangre del

cordon umbilical: zg)

a ) Numero de células progenitoras hematopoyéticas.

La experiencia clinica ha demostrado que la SCU contiene suficientes células
hematopoyéticas como para reconstituir la hematopoyésis en pacientes de hasta
50 kilos de peso. Aunque ya se han realizado con éxito los primeros trasplantes de
SCU en pacientes adultos de peso superior;, no hay todavia suficiente
experiencia en adultos como para asegurar que la eficacia sea la misma en
receptores de mayor peso y superficie corporal.

b) Capacidad proliferativa de las células progenitoras hematopoyéticas.

Las células progenitoras hematopoyéticas de la SCU contienen una mayor
proporcién de células CD34+ primitivas con mayor capacidad clonogénica en
presencia de factores de crecimiento afiadidos y con capacidad mucho mayor de

generar colonias secundarias.

c) Alorreactividad disminuida.

Si bien, la capacidad de proliferar de los linfocitos T de la SCU frente a estimulos
alogénicos primarios es similar a la de la sangre o la médula 6sea del adulto, su
actividad citotoxica basal es menor. También se han observado niveles inferiores
en varias citocinas, inmadurez funcional de las células dendriticas y menor
actividad celular NK (natural killer), aunque este ultimo hallazgo no ha sido

uniformemente comprobado.
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Los citados hallazgos podrian explicar, al menos en parte, la menor intensidad de
las reacciones injerto contra huésped (EICH) observadas en los trasplantes con
SCU y que permiten emplear unidades con diferencias en el complejo mayor de
histocompatibilidad en 1 y hasta 3 antigenos.

d) Expansion «ex-vivoy de las células progenitoras hematopoyéticas.

La capacidad de expansiéon de las células progenitoras hematopoyéticas de la
SCU es superior a las de la medula 6sea o las de sangre periférica después de
movilizacion. Si bien los resultados mas espectaculares se han obtenido con CPH
comprometidas, estudios recientes parecen demostrar que también las células
progenitoras mas primitivas como las CD34+ CD38- pueden ser expandidas. De
confirmarse la posibilidad de expandirse las células progenitoras hematopoyéticas
primitivas, tendria una importante repercusién en la aplicacion de la SCU tanto en

el terreno de los trasplantes como en el de la terapia génica. (1 2

A partir de anélisis sistematicos se ha encontrado que las células progenitoras
hematopoyéticas expresan en su superficie un antigeno en particular que permite
su identificacién de poblaciones raras altamente enriquecidas de células madre.
De acuerdo a lo anterior el antigeno CD34+ es el marcador universal de las CPH
por lo que su identificacién, purificacién y caracterizacién ha sido posible mediante

estudios inmunofenotipicos (34
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1.2 LA IMPORTANCIA DEL ANTIGENO CD34+

Antigenos de diferenciacion lecucocitaria (CD)

Los antigenos leucocitarios se comenzaron a descubrir gracias al desarrollo de los
anticuerpos monoclonales (AcMo). Un antigeno leucocitario es una proteina de
superficie de algun tipo de leucocito.

Para hacer una nomenclatura sistematica, inmunélogos de todo el mundo
concordaron la nomenclatura CD. “CD” (“cluster of differentiation”) significa grupo
de diferenciacién y viene seguido de un nimero ordinal. Este nombre deriva del
hecho de que al madurar las células adquieren y/o eliminan proteinas en su
superficie: antigenos leucocitarios. Existen mas de 160 proteinas con CD
asignado; ademas existen 3 tipos de proteinas (BCR , TCR , HLA) que marcan el
reconocimiento especifico del antigeno por el sistema inmune y que no han

recibido un numero CD de identificacion. s 3

El antigeno CD34+ es una glicoproteina tnica transmembranal entre 105-120Kd
4.1640), fue descubierto a mitad de los 80's por el desarrollo de anticuerpos que
reconocieran un subgrupo de células de la médula ésea en estado de inmadurez y
es un antigeno leucocitario especifico para diferenciacion celular cuyo gen se
localiza en el cromosoma 1q32.(3. Se encuentra presente en las CPH inmaduras,
en todas las unidades formadoras de colonias de células hematopoyéticas en
médula ésea y sangre e incluye progenitores unipotenciales (CFU-GM, BFU-E) y
progenitores pluripotentes (CFU-GEMM, CFUMix y CFU-Blast). Tambien se
encuentra en las células endoteliales y aproximadamente 1% de timocitos
humanos. (1)

La frecuencia de las células CD34+ varia entre la médula dsea, la sangre
periférica del adulto, del nifio, la SCU y la placenta; sin embargo, las células
CD34+ disminuyen rapidamente después del nacimiento, hasta un 30% del valor
inicial a las 48 horas. La velocidad de disminucién es maxima en las primeras 4

horas de vida. s
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La identificacion del antigeno CD34+ ha tenido una especial importancia en la
evaluacion de la capacidad hematopoyética de un injerto, ya que la expresion de
ésta molécula corresponde con los estadios mas precoces de diferenciacion
hematopoyética.(1g)

Existe una relacion entre el nimero de células CD34+ que se infunden y el tiempo
transcurrido hasta el injerto, la dosis relativa de CD34+ transplantadas es de
100,000 células/ Kg de peso corporal.

En la actualidad el método de eleccién para la cuantificacion del marcador CD34+
se realiza por citometria de flujo, el procedimiento puede realizarse en menos de 1
hora, lo que lo convierte en una metodologia rapida, objetiva y cuantitativa. 1423

De esta forma la expresion en la superficie del antigeno CD34+ ha llegado a ser
rapidamente el mecanismo de identificacion usado como base para el contaje,
aislamiento y manipulacién de CPH humanas, y ha tenido especial importancia en
la evaluacién de la capacidad hematopoyética de un injerto, ya que la expresién
de ésta molécula corresponde con los estadios mas precoces de diferenciacion

hematopoyeética. (3 1)

-10 -
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1.3 HEMATOPOYESIS.

La hematopoyésis consiste en la formacién y el desarrollo o0 maduracion de todas

las células de la sangre.

Hematopoyésis embrionaria.

Durante el desarrollo embrionario, la hematopoyésis ocurre en diferentes sitios.
Extraembrionariamente se da después de la implantaciéon del blastocito, con la
aparicion de las primeras células primitivas eritroides en los islotes sanguineos del
saco vitelino hacia el dia décimo octavo después de la gestacion 102639 ¥ se trata
de una hematopoyeésis exclusivamente eritroide.

El origen de las células hematopoyéticas en mamiferos esta relacionado con el
término de la gastrulacion y la formacién del mesodermo, (una de las tres capas
germinales, las cuales daran origen a los o6rganos y tejidos corporales.)s Los
eritroblastos del saco vitelino aparecen junto con el primer vaso sanguineo
embrionario, lo cual sugiere que las células endoteliales y las células sanguineas

tienen un precursor comun. 26 38)

El desarrollo de los eritroblastos primitivos en el saco vitelino es critico para la
supervivencia del embrién y sus caracteristicas mas importantes son:
* Presentan una mayor rapidez de maduracién
¢ Una incrementada sensibilidad a la eritropoyetina
¢ Un periodo de vida mas corto comparado con los eritroblastos fetales y los
del adulto y por ultimo,
e Las células son anormalmente grandes, debido a que la maduracion
nuclear se retrasa en comparaciéon con la maduraciéon citoplasmatica sin

que esto signifique una formacién deficiente.

11 -
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Los progenitores eritroides primeros formadores de unidades eritroides (BFU-E) y
las unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E), se encuentran presentes
en el saco vitelino a las 4 semanas de gestacion y su deteccion es dificil a partir de
la 72 semana; sin embargo se sabe que permanecen en la circulaciéon hasta las 12
semanas de gestacion. zg

La formacion leucocitaria y plaquetaria (mielopoyesis y megacariopoyesis) se
inicia en el higado fetal, ya que ahi se encuentran la CFU-GEMM y la CFU-GM,
pero la produccién de éstas células no se considera significativa hasta el inicio de
la hematopoyesis en la medula ésea.

A partir de la semana 16, aparece la hematopoyésis mieloide y linfoide. Es asi
como la medula ofrece el mayor sitio de hematopoyésis después de las 24
semanas de gestacion. En definitiva, se observa que practicamente desde el
establecimiento de la circulacién en el embrién se pueden detectar precursores
CBIU|3I’GS‘(32,33}

Hematopoyésis en el adulto

En el adulto, la hematopoyésis se desarrolla en la médula 6sea, el tejido que da
origen a todas las células de la sangre se conoce como tejido hematopoyético.
Desde el momento que tienen la capacidad de autorrenovarse, las células
progenitoras hematopoyéticas mantienen un nivel estable de multiplicaciones
durante toda la vida.

La hematopoyésis se encuentra regulada y en una persona sana, por lo general, la
cantidad de células nuevas que se forman son proporcionales a la cantidad de
células viejas que se pierden o mueren. Es conveniente tener en cuenta que el
tiempo de vida de las diferentes células sanguineas es muy variable y puede ir
desde horas (neutréfilos) o dias (eritrocitos) hasta 20-30 afios para algunos

linfocitos.
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Los mecanismos que regulan la hematopoyésis dependen de varios factores; el
primero es el control en la produccién de las diferentes citocinas que estimulan la
médula y que son producidas por las células del estroma; el segundo es el control
simultaneo en la produccion de las citocinas estimulantes de la médula que son de
origen exogeno y derivan de macréfagos y linfocitos T activados; el tercero
consiste en la regulacion en la expresion de los receptores para las citocinas
hematopoyéticas, tanto en las CPH como en las unipotentes que van madurando;
finalmente, el cuarto es el control de las poblaciones de células maduras
mediante la estimulacién de la muerte celular programada y el inicio de la
apoptosis.

Sin embargo, en diversas circunstancias fisioldgicas y/o patolégicas, la
hematopoyésis puede disminuir o bien tiene que incrementarse para aumentar los
numeros de algunas poblaciones de células sanguineas. En este (ltimo caso, las
CPH pueden mostrar una extraordinaria capacidad proliferativa.

Numerosas circunstancias comunes, como la desnutricion, la prematuridad o el
envejecimiento, pueden modificar la tasa de produccién de las células sanguineas
y, al variar alguno de los cuatro factores mencionados, provocan cambios en las
cantidades de tejido linfoide disponible.

El sistema hematopoyético incluye érganos y tejidos que desempefan una funcién
en la proliferacién, maduracién y destruccién de células sanguineas. Estos tejidos
y 6rganos comprenden el sistema mononuclear fagocito, bazo, ganglios linfaticos,
timo, medula 6sea y el higado. La medula ésea es el principal sitio de produccién
celular sanguinea después del nacimiento.

El bazo es importante para seleccionar eritrocitos y extraer inclusiones
eritrocitarias. El higado también remueve eritrocitos envejecidos o dafados,

leucocitos y plaguetas, pero no es un filtro tan discriminatorio como el bazo. %%
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Las CPH se estimulan para proliferar y diferenciarse mediante factores de
crecimiento hematopoyéticos, estos factores incluyen factores estimulantes de
colonia e interleucinas, que interactiian con su célula blanco mediante receptores
celulares trasmembranales unicos.

Después de la adhesion del factor de crecimiento a su receptor, su sefial se envia
a lo largo de la membrana celular al citoplasma y por ultimo al nicleo.

Estos factores tienden a ejercer su funciéon en el microambiente de la medula. Las
células del estroma en la medula también desempefian una funcién vital en la
proliferacion y diferenciacién celular.
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Fig. | Esquema de la Hematopoyesis. CHT = célula totipotencial hematopoyética.
UFC= unidad formadora de colonias. UFB = unidad formadora de brotes. Bl=
blastos. LM = linfoide mieloide. GEMM = granulocitos, eritrocitos, monocitos,
megacariocitos. L = linfoide. EG = eritrocitos y granulocitos, megacariocitos. M =
monocitos. G = granulocitos. Meg = megacariocitos. Bas = basofilos. Eo =
eosindfilos. LB = linfocitos B. LT = linfocitos T. LGG = linfocitos grandes
granulares.
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1.4SANGRE DE CORDON UMBILICAL
El desarrollo de nuevas posibilidades de estudio fenotipico y funcional de las CPH
hizo que, durante los ochenta, numerosos investigadores volvieran a profundizar
en el estudio de la ontogenia hematopoyética. Descubriendo entre otras cosas,
que la sangre de la placenta, facilmente accesible a través de la puncion de la
vena umbilical, posee unas cualidades diferentes de la sangre adulta, e incluso de
la sangre de recién nacidos varios dias después del parto. (25
Dos de estas cualidades son de especial relevancia:
a) la sangre placentaria posee una concentracién relativamente elevada de CPH
de gran capacidad proliferativa y b) casi no existen células responsables de la
respuesta inmune: esto puede ser debido a la tolerancia entre el bebé y la madre y
la falta de contactos previos con antigenos externos. Estas caracteristicas
convirtieron la sangre de cordén umbilical (SCU), habitualmente desechada, en
una fuente de progenitores hematopoyéticos potenciaimente Gtil en
trasplantes.(s 21
Una vez demostrada la capacidad de implante de los progenitores de la SCU entre
familiares histocompatibles, la mayor permisividad inmunologica de las células
inmunocompetentes de la SCU y contando, ademas, con la experiencia previa del
desarrollo estratégico de los registros de donantes no emparentados de médula
6sea, se propuso la utilizacién de donaciones no emparentadas con el objetivo de
completar el abanico de posibles para donantes alternativos de progenitores
hematopoyéticos. Ello podia mejorar las expectativas (y de hecho asi ha
sucedido) del 60/70% de los pacientes que carecen de un donante familiar
idoneo. Cabe recordar que los transplantes de medula 6sea requieren una
compatibilidad del 100% En la actualidad hay mas de 70.000 unidades de SCU
disponibles, de las cuales aproximadamente la mitad estan en BSCU Europeos y
se han realizado mas de 1500 trasplantes alrededor del mundo.(11) Ademas se ha
venido dando un desarrollo tecnolégico que les permite a los BSCU en el mundo

automatizar los procedimientos de recoleccion de CPH.
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CAPITULO 2

LA AUTOMATIZACION DE LOS BSCU

Hoy en dia, los BSCU a nivel mundial buscan continuamente Ia
automatizacién, que los procesos no sean técnico dependientes y que
tengan una trazabilidad comprobable.;zq Por ello hacen uso de los
adelantos cientificos y tecnolégicos que les permitan contar con equipos de
vanguardia. En este capitulo, revisaremos el uso y funcionamiento del
Procesador celular Sepax de Biosafe®; los fundamentos béasicos de la
citometria de flujo, la quimica de los fluorocromos;, los AcMo, sus
aplicaciones en hematologia, propiamente en el procesamiento de SCU y la
determinacién de las células CD34+.
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Los BSCU, cuentan con una gran responsabilidad en la terapéutica actual; si bien,
el procesamiento de SCU consta de diferentes etapas, las cuales se pueden dividir
de manera general en:

* Fase de donacion del producto.

+ Fase de transporte de la unidad de SCU al BSCU.

» Fase de procesamiento de la unidad.

* Fase de envio de la unidad al centro de trasplante.
No es posible aislar cada una de ellas de manera individual, por ello surge la
necesidad de mantener controles para asegurar que las propiedades del producto
se conservaran al término de cada etapa logrando asi que solamente las CPH
funcionales se encuentren en la circulacion del receptor.
Sin duda, esto es prioritario para el BSCU del CNTS, por ello ha implementado
controles de calidad, para las CPH al momento de su obtencién, (calidad
trasfusional) y al momento de ser trasfundidas (calidad hematopoyética).
Los primeros involucran todos los criterios de inclusion (los cuales se resumen en
el capitulo 4 de este trabajo), la informacién brindada y recopilada del donador
misma que sera tratada con la mas estricta confidencialidad, estudios serolégicos
reportados para los marcadores de infectividad en la historia clinica, siempre
tomando en cuenta el caracter altruista del proceso.
Dentro de los controles de calidad hematopoyéticos encontramos a aquellos
propios de la caracterizacion del producto, contenido celular, viabilidad celular,
contenido de CPH, mediante citometria de flujo, grupo ABO/Rh y el HLA,
procesamiento de la unidad en sistemas cerrados y automaticos como el Sepax de
Biosafe; el sistema de congelacién controlada con almacenamiento final en
nitrégeno liquido Bioarchive System TG3626, una tecnologia que emplea un
sistema de cddigo de barras para almacenar cada una de las unidades mediante

un brazo robético.
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Por ultimo, se cuenta con otros controles como las hojas de reportes de
incidencias durante el traslado de la unidad al BSCU, la identificacion del personal
encargado del traslado de la misma, fecha, hera y firma de la recepcion de la
unidad de SCU en el BSCU, en el ambito del trasplante se cuenta con técnicas
validadas de descongelacion para comprobar nuevamente la caracterizacion y
viabilidad celular antes de la transfusion. Y la implementacién de los cultivos

clonogénicos para evaluar la funcionalidad de las mismas in vitro.

Asi mismo son importantes los estudios que demuestren la esterilidad del producto
después del procesamiento de la unidad.

Todo esto nos permite obtener una trazabilidad éptima reduciendo al maximo los
posibles errores y generando un interaccién entre todos los participantes
destacando siempre la importancia que cada uno de ellos tiene y la necesidad de
cumplir con los criterios para ofrecer unidades de calidad tanto trasfusional como
hematopoyética.
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2.1 CONCENTRADOR CELULAR SEPAX DE BIOSAFE

El almacenamiento de las unidades de SCU una vez que se habian procesado
requeria de un espacio demasiado amplio; ademas de los efectos téxicos de la
administracion del DMSO como agente crioprotector por ello se realizaron muchos
estudios con el fin de establecer técnicas de reduccion de volumen de la unidad de
SCU,;11). evitando al maximo la pérdida significativa de las células nucleadas.

De esta manera surge un sistema de bombeo y centrifugacion celular, que trabaja
como un pequefio separador de células sanguineas, capaz de procesar bajos
volimenes de sangre de forma automatizada en un ambiente cerrado y estéril, el
Sepax Biosafe® (Figura 2).

Figura 2. Equipo Sepax-Biosafe

El sistema esta basado en la separacion por centrifugacion de acuerdo a la
densidad y tamafio de las particulas sanguineas lo que permite que las células
progenitoras hematopoyéticas puedan ser separadas de la sangre de cordodn,
reduciendo el volumen inicial colectado (120-140ml) hasta 20ml 4,1z recolectados
en bolsas individuales en un volumen estandarizado para que después puedan
sean sometidas al proceso de criopreservacion, expansion celular o infusion al

paciente que lo necesite. (19
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El equipo utiliza un kit de separacion (Sepax-CS 530) para procesar la sangre de
cordon umbilical el cual se describe en la siguiente figura:

H —_
A Espiga para la boisa de la muestra de origen.

B. Camara burbuja.

C. Pinza para [a holsa de origen.

D. Boisa de PVC de 600 mL.

E. Camara de separacion de 200 mL.

F. Monitor de presion luer con filtro microbiano.

G. Liave de paso miiltiple.

H. Boisa de congelacion para termogénesis con 25 mL de volumen nominal
L Puerto de conexién para inyecciin de DMSO.

J. Montaje para aguja de ventilacion.

K. Conectores luer.

Figura 3. Kit de separacion Sepax CS-530

A continuacién se describirA mas detalladamente el proceso de reduccion de
volumen utilizando este sistema.
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Descripcion general del proceso automatizado.

El procedimiento inicia con el llenado de la camara de separacion. La SCU de la
bolsa de origen, es aspirada dentro de la camara por un movimiento descendiente
del piston. La fase de llenado termina cuando el sensor 6ptico detecta que el tubo
de abastecimiento se encuentra vacié o bien, cuando detecta que la camara esta
llena.

Al inicio del periodo de sedimentacién , la cAmara empieza a girar a lo largo de su
eje. La centrifugacion dura algunos minutos dando como resultado una 6ptima
separacion de los componentes sanguineos.

Finalmente, en la fase de extraccién y recoleccién, los componentes sanguineos
separados son distribuidos dentro de sus respectivas bolsas de recoleccion. La
SCU ahora separada en plasma, buffy coat y células rojas, es empujada fuera de
la camara de separacion, los primeros 4mL de plasma son recolectados en la
bolsa para células blancas (criobolsa) esto para recuperar el remanente de SCU
que se encuentra en las tuberias y otros 8mL de plasma son dirigidos a la bolsa de
recoleccion de células rojas para limpiar la tuberia, el plasma sobrante es
recolectado en la bolsa correspondiente hasta que el sensor dptico detecta la
primera célula. Esta deteccion inicia el cambio automatico de las valvulas y la
recoleccion del buffy coat en la bolsa de recoleccion de células blancas, una vez
que se ha recolectado el volumen establecido de buffy coat la posiciéon de las
valvulas cambia automaticamente para recolectar las células rojas en la bolsa
correspondiente; el procedimiento termina cuando el piston llega al tope de la

camara de separacion. (1131

-21-



LA AUTOMATIZACION DE LOS BSCU

El equipo, realiza la separacion de las CPH (Buffy coat), el plasma y las células
rojas a partir de un sensor integrado, produce una concentracion de las CPH en
un volumen final de 26.3+/-11.6mL, el producto final es recolectado directamente
en la bolsa de congelacion y se encuentra listo para la adicion del DMSO
(crioprotector) sin ninguna manipulacion (11). (Figura 4). La media de recuperacién
celular mediante esta técnica es mayor al 80%, por lo que se acepta una
recuperacion entre un 80 y 90%.

El protocolo utilizado de acuerdo a los estandares internacionales establecidos por
NETCORD-FACT (Protocolo de Sangre de Cordon Umbilical-HES) esta disefiado
para el proceso de rutina de SCU para aislar la fraccion de glébulos blancos
enriquecida con CPH

1. Fase de Llenado 2. Fase de 3. Fase de Extracciéon y Recoleccién
Sedimentacian 3a)Plasma  3b)Leucocitos  c)Eritrocitos

Figura 4. Protocolo de Separacion
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Principales componentes y caracteristicas del equipo.

o Motor centrifugo y gabinete adaptado para recibir una camara desechable
(Kit de separacion), centrifuga con un rango de velocidad de 1700 a 8000
rpm.

o Sistema neumatico de bombeo con capacidad de vacio y presién para
llenar y vaciar la camara de separacion, el flujo puede ser ajustado entre
10-180 ml/min

o Dispositivo detector integrado (CCD) para medicién del volumen en la
camara de separacion (deteccion de acuerdo a la absorbancia de los
componentes)

o Espigas giratorias para la seleccion de la llave de paso para controlar la
direccion del flujo en el kit de separacion.

o Detector dptico de la linea para supervisar los diferentes componentes que

atraviesan por la tuberia.(ay

Ventajas del Equipo Automatizado. (11

» Separacion de los componentes sanguineos de forma automatizada

o Unidades de Sangre de Cordéon umbilical constantes con una
reproducibilidad del 100%

¢ Reduccion del tiempo de procesamiento

* Ausencia de contaminacién por ser un sistema cerrado

¢ Ademas las células obtenidas se pueden almacenar por afos usando un
volumen menor del agente crioprotector, y conservando buena viabilidad.

¢ Este sistema puede ser configurado por el operador, de tal forma que se
obtengan productos estandarizados con respecto al volumen final.
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Otra herramienta util en el procesamiento de SCU es la citometria de flujo la cual
constituye un método reciente e innovador de analisis celular mediante el estudio
de diversas propiedades fisicoquimicas y biolégicas de la célula incluida en un
flujo liquido isoténico.

El desarrollo de esta rama ha sido impulsado de forma importante por los avances
de los Gltimos afios en campos tan diversos como la produccién de anticuerpos
monoclonales (AcMo), la quimica de los fluorocromos, la tecnologia laser, las
tinciones histoquimicas y la cibernética, entre otros. Asi, su empleo como
herramienta analitica ha sufrido una importante difusién en el conjunto de
especialidades biomédicas como la inmunologia, hematologia, oncologia, biologia
celular. Probablemente y por diversas razones, la hematologia ha sido de las
primeras y mas beneficiadas por el uso de esta tecnologia.

2.2 CITOMETRIA DE FLUJO (CF)

Las células son unidades extraordinariamente complejas, capaces de exhibir
cambios moleculares sutiles asociados a estados fisiolégicos o patolégicos bien
definidos. El analisis de moléculas en distintos compartimentos celulares ha
permitido la identificacion de marcadores biolégicos de utilidad diagnostica y
prondstica con la capacidad de modificar de manera sustancial las practicas
medicas encaminadas a preservar o restaurar la salud. La CF es asi, una
herramienta que posibilita el analisis de grandes cantidades de células individuales
a una velocidad alta, haciéndolas pasar en un fluido isoténico a través de una
columna y bajo la accién de un rayo laser, lo cual origina una dispersion de la luz y
emision de fluorescencia, que es recolectada y transformada en valores digitales

almacenados en un computadora. (23 24)
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FUNDAMENTOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO.

Desde un punto de vista practico y de forma semejante con la microscopia, la CF
desarrolla sus aplicaciones a través de un soporte fisico: el citometro de flujo. En
él pueden llevarse a cabo basicamente dos funciones distintas, Por un lado, el
analisis de células u otras particulas y por otro su separacion fisica por fenémenos
electrostaticos, por esta razon el citometro de flujo se divide en tres
compartimentos funcionales: hidraulico, éptico y electronico. 29
El primero consiste en un sistema complejo de fluidos con diferentes presiones
que obligan a las células a pasar, en un arreglo constante y secuencial, a través
de un pequefio orificio hacia un punto espacial conocido como “de interseccion” o “
de interrogacion”22.27) ; en este, las células son iluminadas por una frecuencia de
luz muy intensa, y sus diversas reacciones son detectadas por un sistema
complejo de lentes, filtros y espejos que conducen a las sefiales luminosas hacia
fotodiodos y fotomultiplicadores. Estas sefales son digitalizadas y colectadas por
un ordenador electronico que integra la informacién recibida de cada una de las
células en su paso por el punto de interseccién. Los instrumentos pueden analizar
asi desde una centena hasta millares de células en unos cuantos segundos.
La fuente luminosa de la que estan provistos la mayoria de los citémetros de flujo
es un rayo laser, habitualmente de Argén, enfriado ya sea por aire o por agua. La
intercepcion del flujo con la fuente luminosa genera informacion sobre distintas
caracteristicas morfolégicas, estructurales y funcionales de las particulas.
En términos generales dicha informacion posee un valor relativo y se engloba en
dos tipos de parametros: 24

+ Los derivados de la dispersion de la luz y

¢ Aquellos que estan relacionados con la emisién de luz por fluorocromos

presentes en la particula al ser excitados por la luz del laser
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El paso de una célula delante de la fuente luminosa hace que la luz incidente se
disperse en todas direcciones lo que nos arroja la siguiente informacion acerca de
la particula.

e La luz dispersada en la direccién frontal, perpendicular al laser, se llama
forward scatter light (FSC), ésta es cuantificada por un detector situado
delante de la fuente luminosa y es proporcional al tamano de la célula.

¢ Otra caracteristica analizada es la luz reflejada y dispersada en un angulo
de 90° , en este caso la magnitud de la dispersion de la luz depende de la
combinacién de un conjunto de factores entre los que se incluyen las
membranas y las estructuras internas de la célula, estd se conoce como
side scatter light (SSC) y es proporcional a la complejidad interna de la

célula.

Al ser colectadas las diferentes emisiones fluorescentes a 90° es necesario
disponer de un sistema 6ptico que, mediante la combinacién adecuada de espejos
dicroicos, lentes y filtros separen la informacién originada por la luz dispersada
lateralmente y por cada uno de los distintos fluorocromos presentes en la célula
para finalmente enviarla al fotomultiplicador correspondiente .

Por ultimo, todas las sefiales luminosas FSC y SSC son convertidas en impulsos
eléctricos amplificados y transformados en codigos digitales para poder ser
analizados en una computadora, de esto se encarga el sistema electronico.

De acuerdo con las necesidades del operador, el procesador elabora histogramas
con informacién sobre parametros diferentes. Ademas nos brinda la posibilidad de
seleccionar distintas subpoblaciones celulares y analizar sus caracteristicas
individualmente, permitiendo un analisis multidimensional de gran sensibilidad y

objetividad.
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A modo de ejemplo se muestra la Figura 5, un primer histograma de dos
parametros el cual se construye con la intensidad de dispersion de la luz en
sentido frontal (FSC) y en sentido lateral (SSC). Si se analizan leucocitos de
sangre periferica (SP), en este histograma se agruparan las células pequenas y no
granulares (linfocitos) en un lugar cercano al origen de ambos ejes; mientras que
las células grandes y granulares (polimorfonucleares) se ubicaran por el contrario,
lejos del origen de ambos ejes; una tercera poblacién de tamano y granularidad
intermedia (monocitos) se localiza entre las dos poblaciones anteriores. Ademas
podemos observar que sin preparar poblaciones enriquecidas en linfocitos, es
posible crear una ventana electrénica que aisle esta poblacién leucocitaria y
condicionar que la deteccion de fluorocromos se limite a ella y de esta manera
obtener informacién en otros histogramas referentes tnicamente a los eventos

contenidos en la ventana de linfocitos.
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Figura 5. Histograma
para el analisis de
subpoblaciones
linfocitarias
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FLUOROCROMOS UTILIZADOS EN CITOMETRIA DE FLUJO.

En la mayor parte de los casos, las células deben tratarse con moléculas
bifuncionales que, por un lado identifican la presencia de una determinada
estructura celular y por el otro, emiten sefales fluorescentes al ser excitadas por la
fuente de luz. Los mas populares de este tipo de moléculas son los AcMo
conjugados con fluorocromos, Estos se mezclan con las células y, a la vez que se
unen a sus antigenos especificos “marcan” a la célula con el fluorocromo al que
estan conjugados, siendo la intensidad de fluorescencia detectada por el citometro
directamente proporcional al nimero de moléculas unidas al antigeno.i21

Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben luz a una determinada
longitud de onda y emiten a otra diferente. Se caracterizan por sus espectros de
excitacion y de emisién, por lo que su utilizacion esta condicionada por el tipo de
laser del que disponga el citometro y de la longitud de onda a la que se exciten
ellos mismos. El espectro de excitacion y emision varia con los diferentes
fluorocromos. Si disponemos de una laser con una longitud de onda de 488 nm los
fluorocromos que utilicemos deberan ser capaces de ser excitados a esta longitud
de onda y ademas emitir en longitudes lo mas lejanas posibles entre ellas. 7

La intensidad de fluorescencia también depende del fluorocromo utilizado, ya que
hay fluorocromos que emiten con mayor intensidad que otros.
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La tabla 1 nos muestra los Fluorocromos mas utilizados en la citometria de flujo (23

Fluorocromos mas utilizados en citometria de flujo.

Tipo de Fluorocromo Maximo de Maximo de Unién
excitacion emision

Reactivos de Unidn covalente (unién a
proteinas, Igs, lectinas, etc.):

FITC, FDA 490nm 520nm
Ficoeritrina B 480-565 nm 578nm
Rojo-Texas 596 nm 620nm
TRITC 554 nm 573nm
XRITC 580-582nm 601-604nm
Aloficocianina 650nm 660nm
PerCP 488nm 675nm
ADN/ARN: Yoduro de propidio 536nm 623nm ADN
Bromuro de etidio 510nm 595nm ADN
Naranja de acridina 480nm 520nm ADN
440-470nm 650nm ARN
DAPI 350nm 470nm ADN-AT
Hoechst 33342 340nm 450nm ADN-AT
Pironina Y 549-561nm 567-574nm ADNdc
560-562nm 565-574nm ADNdc
497nm 563nm ADNdc
Naranja de tiazol 453nm 480nm ARN
Mitramicina 450nm 560nm ADN-GC
Cromomicina A3 450nm 555nm ADN-GC
Potencial de
membrana: Rodamina 123 511nm
DiO-Cn 485nm 505nm
Dil-Cn 548nm 567nm
dl-Cn 646nm 668nm
di-Ba Isopr. 493nm 668nm
pH: 6-Carboxifluoresceina 485nm 520nm
450nm (pH bajo)
BCECF 505nm 530nm
460nm (pH bajo)
DCDHB 340-360nm 500-580nm
340-360 (pH bep) 420-440nm
Calcio: Fura3 335nm 512-518nm
360nm (Ca bajo) 505-510nm
Indo 1 330nm 390-410nm
350nm (Ca bajo) 482-485nm
Flo-3 506nm 526nm

-BCECF =2'7"- bis (2-carboxietil)-5(y6) carboxifluoresceina.- DCDHB = 2,3,-diciano-1,4 -
dihidroxibenzeno.-FITC: Isotiocianato de fluoresceina. -PE: Ficoeritrina. -PerCP: Proteina Clorofila
Peridinina. -TRITC: Isocianato de Tetrametil Rodamina
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El desarrollo de fluorocromos cuyos espectros de absorcién son semejantes, pero
los de emisidén son discriminables, permiten que una misma preparacion celular
sea tratada en forma simultdnea con multiples anticuerpos, cada uno de ellos
conjugado con un fluorocromo diferente. Al ser introducidos en el citometro de
flujo, la computadora es capaz de colectar la intensidad de cada sefial
fluorescente en cada una de las células que son analizadas permitiendo asi definir
diversas poblaciones celulares normales o anormales con base en la expresion y/o
intensidad de expresidn de multiples antigenos.

En algunas ocasiones ciertos fluorocromos producen el llamado fenémeno
Quenching, referido como la transferencia de energia entre dos moléculas
marcadas con el mismo fluorocromo, y que estan suficientemente cercanas.
Debido a ello una molécula puede ser excitada por la luz del laser y por la luz que

emite la otra molécula.(ag

2.3 DETERMINACION DEL ANTIGENO CD34 POR CITOMETRIA DE FLUJO.

En la actualidad la cuantificacion del marcador CD34 se realiza por citometria de
flujo, el método recomendado para la validacién de CPH de cordén umbilical es el
de la Sociedad Internacional de Hemoterapia e Ingenieria de Injertos

(International Society of Hematotherapy and Graft Engineering ISHAGE) por
citometria de flujo en plataforma unica, que permite obtener el contenido de
CD34+ por unidad de volumen. 4

La ISHAGE inicialmente disefid una serie de pautas para la cuantificacién de
células CD34+ basado en cuatro parametros de la citometria de flujo usando el
anticuerpo monoclonal antiCD45 conjugado con la FITC y el anti CD34 conjugado
con el PE.
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Con este procedimiento, una cuenta absoluta de CD34+ es generada
incorporando la cuenta de leucocitos procedentes de un analizador automatizado
de células conocido como método de la doble plataforma.(ss.17)

Mas tarde el método de la ISHAGE fue modificado, agregandose un nimero
conocido de microesferas fluorescentes, también se incorporé cloruro de amonio
para eliminar los requerimientos de lavado-centrifugado de la muestra y el uso de
fijadores; esto convirti6 a el citbmetro de flujo en un instrumento Gnico para la
cuantificacion absoluta de células CD34+,.(4

En un experimento por separado, se incorporé un tinte de viabilidad en el
protocolo para determinar la cantidad de células CD34+ viables en forma absoluta.
Estas modificaciones convirtieron el protocolo basico, en un método de plataforma
Unica para determinar la cuenta absoluta de células CD34+ asi como su viabilidad,
utilizando directamente el citometro de flujo.4) disminuyendo asi, los problemas
originados al hacer uso de la metodologia manual, y convirtiéndolo en un
procedimiento sumamente sensible que contribuye a la automatizacion del
procesamiento de SCU.

Figura 6. Citometro de Flujo Facscalibur BD San
José California
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LA AUTOMATIZACION DE LOS BSCU

Continuando con las aportaciones de otras areas en la citometria de flujo
revisaremos brevemente que son y que utilidad tienen los anticuerpos

monoclonales.
ANTICUERPOS MONOCLONALES (AcMo)

Los anticuerpos son Inmunoglobulinas producidas por las células plasmaticas
(linfocitos B activados y totalmente diferenciados) capaces de combinarse
especificamente con el antigeno que causé su produccion. Las Inmunoglobulinas
estan presentes en el suero y fluidos tisulares, pudiéndose encontrar en forma
soluble como anticuerpos. o sobre la superficie de los linfocitos B como receptores
de antigeno. Constan de dos cadenas pesadas y dos ligeras cada una de las
cuales contiene una region variable en un extremo. La gran diversidad en la
secuencia de aminoacidos de las tres regiones da cuenta de las diferentes
especificidades de union al antigeno de cada anticuerpo. (sg) (Figura 7).

Regibén variable

Regidn constante

= Cadena Pesada -

Figura 7. Esquema de una Innnmmoglobulina
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LA AUTOMATIZACION DE LOS BSCU

Los AM fueron producidos por vez primera en 1975.

Son anticuerpos especificos para un solo antigeno. Y son el principal reactivo
utilizado en CF al estar conjugados con fluorocromos, permitiendo en una forma
rapida, sencilla y objetiva diferenciar poblaciones y subpoblaciones celulares con
distinta actividad funcional.(13

La técnica clasica utilizada para producir anticuerpos monoclonales consiste en
inyectar un animal (en general ratones, ratas o conejos) con la sustancia contra la
que se desea obtener anticuerpos. La presencia de la sustancia extrafa induce a
los linfocitos B a fabricar anticuerpos. Estas células son extraidas y fusionadas con
una linea celular de mieloma. Las células no fusionadas se eliminan. Llegados a
este punto, cada célula fusionada - llamada hibridoma - fabrica un Gnico tipo de
anticuerpo, un anticuerpo monoclonal. El hibridoma que produce el AcMo deseado
se identifica y esta nueva linea celular se utiliza para producir grandes cantidades
del anticuerpo.

En los ultimos afos, gracias al conocimiento de la genética de la formacion de los
anticuerpos, podemos clonar los genes que codifican para el anticuerpo y

producirlo en alguin organismo, sin necesidad de generar el hibridoma .3
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OBJETIVOS

CAPITULO 3

OBJETIVOS

e e e SN
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio de una metodologia de separacion celular
automatizada asociada a la obtencion de células progenitoras
hematopoyéticas en un banco de sangre de cordén umbilical utilizando la

citommetria de fiujo.

OBJETIVO PARTICULAR.

Comprobar que la automatizacién es una opcion adecuada para la
obtencién de Células progenitoras hematopoyéticas de sangre de cordén
umbilical verificando la presencia de éstas células por citometria de flujo
antes y después de ser separadas con el equipo Sepax de Biosafe.




DISENO DE LA PRUEBA

CAPITULO 4

DISENO DE LA PRUEBA

Planteamiento del problema

El BSCU del CNTS es el primero en México que cuenta con una metodologia
completamente automatizada para la obtencién de CPH procedentes de la SCU,
por ello tiene que comprobar la eficiencia de este procedimiento; por lo que hace
uso de las herramientas disponibles como la citometria de flujo para evaluar el

desempefio de los demas equipos incluidos en sus procesos.
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JUSTIFICACION.

El BSCU del CNTS, opera siguiendo los estandares internacionales establecidos
por NETCORD-FACHT para ofrecer CPH de alta calidad hematopoyética, para
ello cuenta con un procedimiento completamente automatizado. Razoén por la cual
se lleva a cabo este estudio para evaluar la eficiencia en la separacion celular del
equipo Sepax de Biosafe® analizando las poblaciones celulares presentes en la

SCU al inicio y al termino del procesamiento, utilizando la citometria de flujo.

Este estudio se dividié en diferentes etapas:
1. La recoleccion de la SCU en hospitales pertenecientes a la Secretaria de
Salud.
2. El envio de dichas unidades al BSCU para su procesamiento.
3. La recoleccion y procesamiento de las unidades.
4. La criopreservacion de las mismas en el BSCU.
Cada una de éstas se describe de manera general a continuacion.

4.1 MATERIAL Y METODOS

Para la obtencion de CPH procedentes de SCU se utilizé un procesamiento
completamente automatizado, utilizando el sistema de separacidn y concentracion
celular Sepax de Biosafe®. La criopreservacion de CPH se realizé mediante el
sistema de congelacién controlada con almacenamiento final en nitrégeno liquido
Bioarchive System TG3626. Las unidades de CPH contenian 10% de DMSO, 1%
de Dextran 40 y 0.8% de Hespan como criopreservante.
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Los estudios de validacion incluyeron:

* cuenta de células nucleadas iniciales y finales,

s determinacion de CD34+ y viabilidad celular por citometria de flujo
(Facscalibur, BD), al momento de recibir la unidad y al término de su
procesamiento.

¢ estudios serologicos,

* estudios microbioldgicos y,

» tipificacion del sistema ABO/Rh y HLA.

De manera general los criterios de inclusion para cada unidad se muestran en la
tabla 2.

CRITERIOS DE INCLUSION PARA LAS UNIDADES DE SCU RECOLECTADAS.

EDAD MINIMA DE LA DONANTE 18 ANOS
SEMANAS DE GESTACION >34 SEMANAS
TIEMPO DE MANIPULACION <48 HORAS
VOLUMEN DE SANGRE NETA >80 mL
CELULAS NUCLEADAS / mL 5-30X10°
CELULAS NUCLEADAS TOTALES AL
INICIO >8X10°
RECUPERACION DE CELULAS
NUCLEADAS POSTMANIPULACION > B0%

TABLA 2. CRITERIOS DE INCLUSION PARA LAS UNIDADES DE SCU
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DISENO DE LA PRUEBA

4.2 METODOLOGIA

Donadores.

La seleccién de las donadoras y la toma de muestra fue realizada siguiendo los
protocolos establecidos por NETCORD-FACHT. Se analizaron 30 muestras de
SCU, recolectadas al momento del parto y previo consentimiento informado a la
madre, en la Unidad de Tococirugia de hospitales pertenecientes a la Secretaria
de Salud. Todas las donadoras completaron un cuestionario estandarizado para
documentar su historia médica y su posible exclusiéon por factores de riesgo para
la transmision de algunas enfermedades, asi mismo, todos firmaron la hoja de

consentimiento antes de realizar la donacion.

RECOLECCION DE SCU

La técnica de recoleccion de las 30 muestras se llevé a cabo inmediatamente
después del nacimiento del producto, ya sea en parto eutécico o cesarea, cuando
la placenta se encontraba aun dentro del utero, realizando un doble pinzaje
(venoclusion) a 10cm del ombligo, y se corté el vinculo del recién nacido con la
placenta, localizando la zona en donde se realiza la puncion de la vena (lugar mas
distante posible) con previa asepsia de la zona con solucién de yodo, se hizo la
puncion de la vena umbilical (figura 8) con la aguja de la bolsa estéril de
recoleccion (B.S. CORD CPD Grifols), la cual contenia 25mL de citrato fosfato
dextrosa (CPD) y la SCU fue recolectada por gravedad agitando la bolsa de
recoleccion en forma circular para evitar la formacién de coagulos y favorecer el
flujo hacia la bolsa de recoleccion, se pudo realizar también una segunda puncién
con previa asepsia de la zona a fin de recolectar el mayor volumen posible de
sangre; el volumen aproximado de la recoleccion se encontré entre 80-150 ml.
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Todo el material recolectado junto con los documentos referentes a la donacion se
colocaron dentro de la bolsa hermmética (Figura 9) y se depositaron en un
contenedor especial a temperatura ambiente para ser enviados al laboratorio de
procesamiento y almacenamiento del BSCU dentro de las 24 horas siguientes a su
recoleccion.

Figura 8. Toma de SCU

El tiempo maximo de procesamiento de las unidades fue de 40 horas a partir de su
obtencién.

De cada muestra de SCU se realiz6 la cuantificacion de las células nucleadas
utilizando un citémetro de flujo de la casa comercial Becton Dickinson al recibir la
muestra en el BSCU del CNTS (muestra inicial). Posteriormente se volvié a
realizar la determinacion de las células nucleadas al termino del procesamiento, es
decir, una vez que se concentraron las células nucleadas utilizando el equipo
Sepax (muestra final).
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4

Figura 9. Bolsa hermética con el

| 2,y

material recolectado

PROCESAMIENTO DE SCU.

Se procesaron 30 muestras de SCU, provenientes de hospitales pertenecientes a
la Secretaria de Salud utilizando el procesador celular Sepax S-100 (Biosafe) y
realizando el conteo de las poblaciones celulares mediante citometria de flujo al
inicio y al término del proceso, utilizando un citbmetro de Flujo (FACScalibur BD),
empleando el método de plataforma simple ISHAGE. Para cada poblacion o grupo
celular se calcularon sus intervalos de confianza y se evalué mediante un modelo
lineal sobre la concentraciéon final de cada uno, el papel que tuvieron las
concentraciones iniciales y el volumen de muestra recolectada.

Ademas se evalud la eficiencia del proceso ponderando el numero de células/uL
de los grupos celulares finales en funcién de lo valores iniciales.

Asi mismo, para cada poblacion o grupo celular se calcularon su intervalos de
confianza y se evalué mediante un modelo lineal sobre la concentracién final de
cada uno, el papel que tuvieron las concentraciones iniciales y el volumen de
muestra recolectada de SCU.
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PROCESAMIENTO DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL UTILIZANDO EL
SISTEMA SEPAX DE BIOSAFE®

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Se utilizd Hidroxi-etil almidén (HES). EI HES es un coloide artificial derivado del
almidon y compuesto principalmente por amilopectina. Las propiedades coloidales
del HES en solucién 60 g/l (6%) son muy similares a los de la albumina humana.
La adicion de HES a la sangre aumenta la velocidad de sedimentacién de los
eritrocitos; fue por esta razéon que se utilizé, para mejorar la eficacia en la
separacion de las células nucleadas, mediante centrifugacion.

La gran reducciéon de eritrocitos y plaquetas también contribuyé de manera
importante para la viabilidad post-descongelacion. El proceso permitid una
reduccién de volumen de SCU en un volumen fijo predeterminado.

DETERMINACION DE POBLACIONES CELULARES POR CITOMETRIA DE
FLUJO.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos dirigidos contra la
molécula CD34+ se pueden usar para identificar las células CD34+ por citometria
de flujo. En éste ensayo se obtuvo la tincién de las muestras de sangre cuando
fueron agregados los reactivos. Los anticuerpos marcados con el fluorocromo en
el reactivo se unen especificamente a los antigenos de superficie de la célula,
mientras que el colorante para acidos nucleicos tifie al ADN y ARN de todas las
células nucleadas. El sedimento liofilizado en el tubo TruCOUNT se disolvié
liberando un nimero conocido de micro esferas fluorescentes.

Se agregd cloruro de amonio para lisar los eritrocitos antes de adquirir la muestra
en el citometro de flujo. Durante el andlisis el nimero absoluto de células CD34+
fueron determinadas dividiendo el nimero de eventos celulares de CD34+ entre el
numero de eventos de micro esferas fluorescentes y el resultado se multiplicé por
la concentracion de micro esferas. ( ver capitulo 5)
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Para evaluar la viabilidad de las células se agregé el colorante 7-amino-
actinomycin D (7-AAD). Ya que todas aquellas celulas 7 -AAD positivas (es decir,
aquellas células que absorben el colorante por dafio en la membrana celular), no

son viables.

REACTIVOS

s Anticuerpo monoclonal anti-CD45 marcado con fluoresceina (FITC) clona
2D1, Becton Dickinson and Company Becton Dickinson immunocytometry.

USA
= Anticuerpo monoclonal anti-CD34+ marcado con PE, clona My10 y clona
8G12. Becton Dickinson and Company Becton Dickinson

immunocytometry. USA

» Tubos TruCOUNT"R conteniendo una pastilla liofilizada con un numero
conocido de perlas fluorescentes de 4.2mm. Becton Dickinson and
Company Becton Dickinson immunocytometry. USA

* Colorante 7 -amino-actinomicina D (7 -AAD) BD VIA-PROBE ™. Becton
Dickinson and Company Becton Dickinson immunocytometry. USA

» Solucién de lisis de cloruro de amonio , PharM Lyse ™. Becton Dickinson
and Company Becton Dickinson immunocytometry. Becton Dickinson and
Company Becton Dickinson immunocytometry. USA

» Liquido de revestimiento, FACSFlow ™ Becton Dickinson and Company
Becton Dickinson immunocytometry. USA

= Solucién de pentalmidén Hestar® al 6%. México

» Kit de calibracién, CaliBRITE™3, perlas de calibracién 3. Becton Dickinson
and Company Becton Dickinson immunocytometry. USA

= Centrifuga clinica

= Agitador vortex

= Sistema de procesamiento celular Sepax Biosafe,

AR



CALCULO DE RESULTADOS

CAPITULO 5

CALCULO DE RESULTADOS
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Se utilizé la siguiente ecuacion para determinar la concentracion de células CD34+
totales y viables en la muestra de SCU al recibir la unidad y al término del
procesamiento de ésta con el equipo Sepax de Biosafe® tambien se empleo para
determinar los valores en cel/uL de las células monucleares (MNCs), de las
células blancas (WBC) y de los leucocitos.

Los datos requeridos se obtienen del cuadro de resultados que se encuentra en la
hoja de reporte correspondiente (Figura. 10)

CD34+ Totales = No.CélulasTotales (eventos) X No. Perlas prueba* X Factor de Dilucién
No. De Perlas* (eventos) Volumen de Muestra

= Células Totales CD34+/uL

CD34+ Viables =No.CélulasViables(eventos)X No.Perlas de prueba** X Factor de Dilucion
No. De Perlas"® (eventos) Volumen de Muestra

= Células Viables CD34+/pL

*El nimero de Perlas se encuentra marcado en la bolsa de tubos BD TruCOUNT usados para la
prueba.

** El nimero de perlas es el que se obtiene de la hoja de datos del citémetro de flujo.

Posteriormente se realizé el analisis estadistico empleando el software *R
Statistic®”", desarrollado por laboratorios Bell, dicho programa nos permiti6 realizar
las graficas y el analisis de regresién, ya que es adecuado dado el nimero de
muestras incluidas en nuestro estudio n=30 utilizando ademas el sistema
operativo Linux®.

El modelo para evaluar el analisis de regresion fue el siguiente:

[Conc. Finaﬂ = a [I]+ B volumen
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CALCULO DE RESULTADOS
CENTRO NACIONAL DE LA TRANSFUSION SANGUINEA

INVESTIGACION, DESARROLLO Y CONTROL DE CALIDAD

REPORTE
CELULAS CD34+ EN SANGRE DE CORDON UMBILICAL
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Figura 10. Hoja de reporte del citometro de flujo.
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CAPITULO 6

RESULTADOS
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RESULTADOS

Los intervalos de confianza al 95% de los diferentes grupos celulares, y la
eficiencia en la recoleccion de las células al termino de su procesamiento con el
equipo SEPAX luego del andlisis por citometria de flujo se muestran en la tabla 3.

Intervalos de confianza y promedio de las unidades iniciales y finales para las poblaciones

celulares
Volumen SCU CD34+ linfocitos MNCs WBCs CD34+
inicial (mL) TOTALES (cel/pL) (cellpL) (cellpL) VIABLES
(cel/uL) (cel/uL)
inicio Inicio Inicio Inicio Inicio
102.05< 24.7< 3150.2< 974.6< 11617.21< 23.95<
110.36< 30.76< 3555.4< 1227.01< 12439.56< 29.94<
118.67 36.83 3960.42 1479.4 13261.61 35..93
Final final Final Final Final
93.42< 11166.37< 3744.35< 32316.44< 92.34<
124.24< 12800.1< 4511.77< 37336.16< 123.15<
155.0 14463.8 5279.19 42355.87 153.97
Eficiencia (%) [301.2 260.02 267.70 200.1 311.32

TABLA3. INTERVALOS DE CONFIANZA AL 95% PARA CADA SUBPOBLACION CELULAR
ANALIZADA Y % DE EFICIENCIA EN LA RECUPERACION CELULAR.

Las eficiencias en la concentracion de las subpoblaciones leucocitarias al término
del procesamiento con el Sepax, se muestran en la tabla 4 de acuerdo a los
coeficientes en relacién a la concentracién inicial y al volumen inicial, las cuales
son diferentes de cero. El modelo explica la cantidad de variacion de acuerdo a la

R? ajustada.

Concentracion Volumen R*
inicial

CD34+ TOTALES 0.417 0.022 0.47
CD34+ VIABLES 0.416 0.021 0.47
LINFOCITOS 0.756 No significativa 0.55

MNCs 0.625 No significativa 0.35

WBCs 0.582 0.0154 0.37

TABLA 4. COEFICIENTES DE REGRESION LINEAL RELACIONANDO CONCENTRACION FINAL VS

CONCENTRACION INICIAL Y VOLUMEN.
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RESULTADOS

En los siguientes histogramas se muestran los rangos obtenidos para cada una
de las subpoblaciones leucocitarias presentes en la SCU en cel/pL realizando el
conteo mediante citometria de flujo al momento de recibir la muestra (muestra
inicial) y al término del procesamiento de las unidades de SCU utilizando el Equipo
Sepax de Biosafe (muestra final).
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Histograma 1. Rangos encontrados para las células CD34+ totales en
cel/pL en las muestras de SCU iniciales y finales.
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Histograma 2. Rangos encontrados para las células CD34+ viables en
cel/ul en las muestras de SCU iniciales v finales.
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Histograma 3. Rangos encontrados para los linfocitos en cel/pL
presentes en las muestras de SCU iniciales y finales.
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Histograma 4. Rangos encontrados para las MNCs en cel/pL presentes en las
muestras de SCU iniciales y finales.
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Histograma 5. Rangos encontrados para los WBCs en cel/pL presentes en las
muestras de SCU iniciales y finales.
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Por ultimo se muestra la relacion entre el volumen inicial y las muestras
procesadas durante el presente trabajo, ademas la misma relacion pero tomando
el total de las unidades de SCU aceptadas para su criopreservacion en el BSCU
del CNTS al mes de enero del 2004. (Histograma 6)

S

Histograma 6. Relacién entre el nimero de células CD34+ I.-otalesy el volumen
recolectado de SCU en 159 muestras criopreservadas en el BSCU.(fig. by c)
Rangos de volumen de SCU en mL de las muestras recolectadas durante el presente

trabajo (Fig. a)
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La tabla nimero 3 nos muestra que al término del procesamiento de las unidades
de SCU en el equipo Sepax de Biosafe, existe un incremento significativo en los
valores para cada grupo celular; lo cual nos indica que el proceso es altamente
confiable, en la medida que se encuentran valores mayores en todos los casos
en uno o dos ordenes de magnitud, de modo que muestra medidas de eficiencia,
ponderando los valores antes y después en los grupos, nos indican valores entre
un 200 y 300 por ciento.

Para poder explorar la eficiencia en la separacion de los diferentes grupos
celulares mediante el Sepax se planteo el siguiente modelo de regresion lineal
Eonc. Final:l = a [ l:l + B volumen; esté modelo involucra la concentracion
final en funcion de la concentracion inicial de las diferentes subpoblaciones
leucocitarias en el volumen de la unidad de SCU. Por ello la tabla 4 muestra que
los grupos celulares estan en todos los casos definidos en gran medida por las
estimaciones iniciales y ademas, el volumen es importante para explicar los
valores obtenidos en la concentracion de las poblaciones finales de CD34+
totales, CD34+ viables y WBCs.

Los histogramas nos muestran que existen un incremento en los rangos para
todas las poblaciones, los resultados de la citometria de flujo al momento de recibir
las unidades en el BSCU nos indica que existen esas subpoblaciones leucocitarias
en la SCU y una vez que la unidad es procesada por el Sepax se da una
concentracién real de la capa leucocitaria obteniendo para las células CD34+
totales y viables los incrementos mayores en su conteo final.
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Por otro lado, en algunos de los analisis, el volumen de SCU resulté ser una
variable relevante para explicar los valores finales, de modo que se muestra cual
es el comportamiento de las muestras de este estudio, tomando el total de las
muestras aceptadas hasta el mes de enero del 2004 (n=159) para su
criopresevacion el BSCU del CNTS y su relacién con los valores de CD34+ totales
reportados para las mismas. (histograma 6 figura c). Y se observa que la
tendencia puede ser lineal y arrojar un volumen optimo para una eficiencia mayor
del equipo Sepax alrededor de los 120 mlL; con lo cual se corrobora las

especificaciones dadas por el fabricante.

Es posible observar que existe una dispersion real de los datos, por ello se
muestran las figuras a y b del histograma 6, en donde se muestran los valores
obtenidos de SCU en mL para las unidades, primero mostramos la relacién en las
unidades involucradas en este estudio y posteriormente el resultado del total de
las unidades, encontramos que desafortunadamente las muestras cercanas al
volumen optimo 120 mL son pocas, sin embargo a pesar de esto los resultados en
cuando a celularidad son alentadores, ya que como se menciona en el capitulo 5
se exige un porcentaje de recuperacion celular mayor al 60% para validar las
unidades. Por lo que sabemos que el Sepax nos arroja rendimientos éptimos a
pesar de trabajar con volumenes diferentes de SCU en cada unidad recolectada.
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El desarrollo de nuevos instrumentos, sistemas cibernéticos de analisis,
reactivos, anticuerpos monoclonales, fluorocromos y sondas moleculares
aplicables a la citometria de flujo, indican que el crecimiento de ésta
tecnologia apenas se ha iniciado, por ello es importante que los centros
privados o publicos de atencién medica o en nuestro caso, de aquellos
centros dedicados al transplante de CPH procedentes de SCU hagan
esfuerzos por implementarla como una metodologia de rutina para el

procesamiento de las unidades.

La citometria de flujo permite explorar sistemas donde estan en juego
relaciones de grupos celulares y una serie de factores propios de
procedimientos operativos, que en nuestro caso son el punto de partida
para evaluar el desempefio de un procedimiento automatizado de
concentracion celular utilizando el equipo Sepax de Biosafe® y demostrar
que dicho procedimiento genera rendimientos significativos en la
separacion de los leucocitos de los demas grupos celulares.

Todas las subpoblaciones leucocitarias presentes en la SCU muestran
incrementos significativos al término de su concentraciéon utilizando el
equipo Sepax de Biosafe®, teniendo para las células CD34+ totales y
CD34+ viables las eficiencias mayores en promedio, y se observa también
que éstos grupos dependen del volumen presente en la muestra de SCU
inicial pero con pendientes menores, lo que nos podria indicar que el
volumen dptimo para obtener un mayor nimero de células CD34+ sera de
120 mL, sin embargo no es posible observarlo realmente debido al numero

de muestras que se analizaron.
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o Asi encontramos que las ventajas que nos ofrece este sistema de
concentracion celular son: la estandarizaciéon del procedimiento con una
recuperacion de varios ordenes de magnitud entre las estimaciones finales
e iniciales, una reduccion significativa de los tiempos del procesamiento,
desarrollo del mismo dentro de un sistema cerrado, lo cual disminuye el
riesgo de contaminacién bacteriana y otros problemas asociados al trabajo
de las unidades en sistemas abiertos.

o Aunado a esto la adicion de la citometria de flujo, nos permite asegurar para
el protocolo de trasplante, una medicién exacta de células CD34+
presentes en la unidad de SCU criopreservada. Lo cual sera importante
para el éxito del trasplante.

o Por otro lado, se sugiere repetir este analisis con un mayor numero de
muestras con la finalidad de determinar una relacion lineal para obtener un
volumen de recoleccion ideal.
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El futuro

Claramente, los avances tecnolégicos de las metodologias empleadas para llevar
a cabo los procedimientos de recoleccién, procesamiento y almacenaje de Células
Progenitoras Hematopoyéticas procedentes de Sangre de Cordén Umbilical nos
permiten contar con procesos automatizados que aseguran la calidad
hematopoysética y trasfusional de las unidades empleadas en los trasplantes, sin
dejar de lado la concientizacion de médicos y pacientes de la necesidad de la
donacién, del compromiso que se adquiere y del trabajo en equipo para maximizar

los progresos siguiendo los estandares de calidad.
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