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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EVALUACION DE UMBRALES MINIMOS DE CELULARIDAD
EN UNIDADES DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL EN EL

INSTITUTO NACIONAL MATERNO PERINATAL DEL PERU

Diana Torres'2a¢, Willy Ceron'2ac, Belinda Cérdova'?, Ricardo Rodriguez'?, Efrain Cabrera'?2, Raul Alegria'®,

José M. Céndor'2¢

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar criterios minimos de celularidad de las unidades de sangre de cordén umbilical (USCU) seguin
los estandares NETCORD en el Instituto Nacional Materno Perinatal de Lima, Peru, se realizé un estudio transversal
que incluyd 100 USCU; se determind el volumen, el recuento de células nucleadas totales (CNT) por hematologia y
el numero de células CD34+ totales, asi como también la viabilidad celular, por citometria de flujo. Se encontré que el
56% de las USCU no cumplen los umbrales minimos de celularidad para ser criopreservadas en un banco de sangre de
corddén umbilical. Se encontrd, ademas, que las USCU de recién nacidos de mayor peso y de sexo femenino presentan
mayor volumen y recuentos de células. En conclusion, es necesario considerar estas variables para optimizar la colecta
de las USCU y obtener mayores recuentos de células que permita almacenar unidades de alta calidad en un futuro
banco de sangre de corddn umbilical en Pera.

Palabras clave: Bancos de sangre; cordén umbilical;, sangre fetal; antigenos CD34; trasplante de células madre de
sangre del cordén umbilical; peso al nacer; criopreservacion; Perd. (fuente: DeCS BIREME).

EVALUATION OF MINIMUM THRESHOLDS OF CELLULARITY IN
UNITS OF UMBILICAL CORD BLOOD AT INSTITUTO NACIONAL
MATERNO PERINATAL IN PERU

ABSTRACT

A cross-sectional study that included 100 units of umbilical cord blood (UCB) was conducted to evaluate the minimum
criteria of cellularity in UCB units, according to NetCord standards at Instituto Nacional Materno Perinatal in Lima, Peru.
The volume, total count of nucleated cells by hematological tests and total number of CD34+ as well as cell viability by
flow cytometry were determined. The study revealed that 56% of UCB units do not fulfill the minimum criteria of cellularity
to be cryopreserved in an umbilical cord blood bank. Furthermore, the UCB units of newborns who weighed more and
were female had a higher volume and cell count. In conclusion, these variables must undoubtedly be considered to
optimize the collection of UCB units and obtain greater cell counts that enable the storage of high-quality units in a future
umbilical cord blood bank in Peru.

Key words: Blood banks; umbilical cord; fetal blood; antigens, CD34; cord blood stem cell transplantation; birth weight;

cryopreservation; Peru. (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Tanto la placenta humana como el cordén umbilical, fueron
considerados por muchos afios un material de desecho
posparto; sin embargo, a partir de las investigaciones
realizadas en los afios sesenta, las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) provenientes de las unidades
de sangre de cordén umbilical (USCU) se utilizan en la
terapia de diversas patologias hematoldgicas, asi como
en enfermedades quimio o radiosensibles (. Durante los
ultimos afios, estas CPH provenientes de las unidades de
sangre de corddn se han aprovechado en terapia celular por

las ventajas que presentan sobre las CPH de medula 6sea
y sangre periférica. Sin embargo, hay una limitante: el bajo
volumen que se obtiene resulta en una baja cantidad de
células CD34+, restringiendo su uso casi exclusivamente
a pacientes pediatricos o aquellos con peso corporal
menor a 35 kg. Aunque se han desarrollado técnicas para
superar esta limitante, como el uso de dos unidades de
CPH de sangre de cordon (proveniente de dos cordones
umbilicales) @3y la expansion celular ex vivo, sin embargo,
estas alternativas se encuentran en investigacién “9.

Los bancos de sangre de corddon umbilical (BSCU), son
instituciones responsables de la colecta, procesamiento

Instituto de Hemaféresis y Terapia Celular “THEMATEC”. Lima, Pert.
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y criopreservacion de estas unidades. NETCORD,
organizacion que agrupa BSCU de donadores no
emparentados en todo el mundo ©®), fue creada con el
propdsito de estandarizar y mejorar la calidad de las
muestras obtenidas. Para tal fin, esta red internacional ha
elaborado estandares de funcionamiento de los BSCU, los
cuales se agrupan en el documento International Standars
for Cord Blood Collection, Processing, Testing, Banking,
Selection and Release . Estos parametros estandar
indican las pautas que se deben seguir desde el método
de colecta hasta la entrega de las USCU para trasplante.
Dentro de estos estandares internacionales para trasplante,
se recomienda infundir un minimo de 2,0 x107 células
nucleadas totales (CNT) viables por kg, en adultos o 3,7x10”
CNT viables/kg en nifios (. Para eso, es necesario obtener
un numero maximo de células después de la colecta y el
proceso de criopreservacion/descongelamiento.

Estudios en BSCU internacionales indican que un alto
porcentaje (hasta 80%) de USCU son excluidas y no
criopreservadas 67, la primera causa de exclusion se
debe al incumplimiento de los parametros minimos de
celularidad en relacion al volumen 'y, por tanto, al numero
de células presentes en la unidad.

El objetivo de este estudio es evaluar el volumen,
recuento de CNT, recuento de células CD34+ de las
USCU obtenidas en el Instituto Nacional Materno
Perinatal (INMP) de Lima y compararlos con los criterios
minimos de celularidad NETCORD para establecer el
porcentaje que satisface los criterios de aceptacion para
ser criopreservadas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizdé un estudio transversal entre los meses de
marzo a mayo de 2014, fueron colectados USCU de
recién nacidos de madres que aceptaron y firmaron
el consentimiento informado. Las muestras fueron
colectadas en bolsas de sangre simple (Terumo, EE.
UU.), con 63 mL de anticoagulante citrato-fostato-
dextrosa (CPD), en partos vaginales con la técnica de
colectain utero, realizado en el INMP de Lima. Se colecté
la maxima cantidad posible de sangre, el volumen se
determind mediante la diferencia del peso de la unidad
y el peso inicial de la bolsa con anticoagulante; ademas,
se realizaron los recuentos de CNT, células CD34+ y

viabilidad celular. El procesamiento de las USCU se
realizé en los laboratorios del Instituto de Hemaféresis
y Terapia Celular (IHEMATEC). El recuento de CNT fue
determinado en un autoanalizador hematolégico ADVIA
2120 (Siemens, Alemania). El recuento de células
CD34+, y el porcentaje de viabilidad celular se midié
en el citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson,
EE. UU.), segun el protocolo ISHAGE.

Se analizaron las variables, sexo y peso del recién
nacido, con relacién a los parametros minimos de
celularidad, y se determind el porcentaje de USCU.
Se utilizé estadistica descriptiva para caracterizar a
la muestra, asi como pruebas de normalidad (test de
Kolmogorov-Smirnov). Los parametros de celularidad
segun el sexo del recién nacido, fue comparada
mediante la prueba t de Student, un valor de p<0,05
fue considerado significativo. Se utilizé correlacion de
Pearson, con un nivel de significancia p<0,01, para
correlacionar el peso de recién nacido con las variables
de celularidad. Los datos fueron analizados en el
programa estadistico STATA 11.0.

Toda la informacién se obtuvo previa firma del
consentimiento informado y se manejé6 de manera
estrictamente confidencial y solo por parte de los
investigadores. El proyecto fue aprobado por el comité
de ética del Instituto Materno Perinatal de Lima: CARTA
N097-DG/N309-OEAIDE-INMP-13.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 103 muestras, dos fueron
excluidas por presentar coagulos y una, por problemas
técnicos en la colecta. Por lo tanto, 100 muestras fueron
analizadas por hematologia y citometria de flujo. Del total de
recién nacidos, el 52% fueron del sexo femenino. El promedio
de peso de los recién nacidos fue de 3332,6 + 352,56 g, con
un peso minimo de 2130 g y un maximo de 4540 g.

Se determind el porcentaje de USCU que no cumplian
los criterios minimos para ser criopreservadas;
comparando los valores obtenidos en nuestras
unidades en relacion a volumen y celularidad versus los
criterios minimos de celularidad segun los estandares
NETCORD (Tabla 1). Se obtuvo que 56% de las USCU
analizadas, no cumplieron los criterios minimos.

Tabla 1. Distribucion de frecuencias en las unidades de sangre de cordén umbilical

NETCORD Media DE Minimo Maximo
Volumen (mL) 40-60 63,3 21,2 24 134
CNT x 108/mL 6,0 2,0 1,3 11,9
CNT x 108/mL 25,0 7,8 3,2 1,2 16,7
CD34+ viables /uL 15,7 9,4 0,6 45,0
CD34+ viables x 10° 21,25 2,0 1,3 0,1 6,1
Viabilidad (%) 285 95,8 4,9 76,3 100

CNT: células nucleadas totales; DE: desviacion estandar
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Unidades de sangre de cordén umbilical

Los parametros de volumen, el recuento de CNT totales
(CNT x108), el recuento de células CD34+ viables totales
(x10°) y el porcentaje de viabilidad celular se muestran
en la Tabla 1. Del mismo se presenta la distribucion de
frecuencias de los parametros de volumen, recuento de
CNT y recuento de células CD34+ totales, segun el sexo
del recién nacido. Se encontré un mayor promedio en
el volumen colectado (p<0,05) y mayor promedio para
recuento de CNT x108 (p<0,05) en las USCU colectadas
de recién nacidos de sexo femenino (Tabla 2).

Se obtuvo una correlaciéon positiva, estadisticamente
significativa, entre el peso al nacer con los parametros
de volumen (r=0,3359, p<0,01), recuento de CNT
(r=0,2873, p<0,01) y células CD34+ vivas totales
(r=0,3599, p<0,01).

DISCUSION

Solamente el 44% de las USCU alcanzaron los umbrales
minimos de celularidad para ser criopreservadas.
Ademas, las USCU de recién nacidos de mayor peso
y de sexo femenino presentaron mayor volumen y
recuentos celulares.

Segun NETCORD, los umbrales minimos de volumen
para las USCU son entre 40 y 60 mL, sin embargo,
la evidencia que correlaciona volumen con indices
de injerto hematopoyético sigue siendo poco clara
con respecto a los volimenes minimos ®. En relacion
al promedio de volumen de las USCU se obtuvo un
promedio de 63,32 mL con un rango de 24 -134 mL, el
cual fue inferior al promedio de volumen reportado por
Jaime-Pérez et al. (2011), en un estudio realizado en
México, donde obtuvieron un volumen medio de 106,3
mL con un rango de 48,0-213,2 mL ©,

Asi también al estudio realizado por Lopez et al. (2008), en
Guatemala, quienes reportaron volimenes de entre 41,35-
158,24 mL (9, En contraste, Mahantappa et al. (2008), en
un estudio realizado en la India, obtuvieron volimenes
entre 10 mLy 125 mL (", Evidenciando asi una variabilidad
en el volumen de la colecta de las USCU.

volumen de las USCU y el mas importante a tomar en
cuenta cuando se trata de trasplante de CPH de sangre
de corddn umbilical ®. Los estudios reportan una media
de 13,0 x108 con un rango de 7,0 a 29,0 x108 CNT (1213,
Un estudio realizado por Liu et al. (2012) en China,
donde analizaron solo las unidades con mas de 60 mL
de volumen, reportaron una media de 13,32 + 3,63 x108
CNT (4. En nuestro estudio obtuvimos un promedio de
7,77 x108 CNT, que es menor en comparacion con estos
estudios.

En el contexto de trasplante de USCU, el antigeno de
superficie CD34 ha sido asociado a tasas de injerto.
Por tanto, se ha recomendado tener un valor umbral
minimo de 1,25 x10° células CD34* viables por USCU;
sin embargo, la validacion cientifica de este valor sigue
siendo discutible (. Mediante el protocolo ISHAGE,
Morales et al. (2011) reportaron un promedio de células
CD34* de 5,04 x10° con un rango de 1,6 — 23,2 x10° 2y
Volpe et al. (2011) obtuvieron una media de 3,1x108 (12,
No obstante, nuestras unidades presentaron una media
de 2,0 x108, con un rango de 0,1-6,1 x10° células CD34*
viables totales, reforzando la idea que obtuvimos una
baja celularidad.

Segun Netcord-Fact M. En el presente estudio, de las 100
unidades analizadas, solo el 44% USCU cumplié con los
parametros de volumen, CNT, CD34* y viabilidad. Por
tanto, se tendria que descartar antes del procesamiento
y criopreservacion el 56% de las USCU, por baja
celularidad. El volumen y los recuentos de células
obtenidos estan influenciados por diversos factores
obstétricos, uno de ellos es el sexo del recién nacido,
donde los estudios concuerdan con el nuestro en que
las USCU de bebés de sexo femenino tiene mayores
recuentos de células. Otro factor importante asociado
a estos parametros es el peso del recién nacido, el cual
en nuestro estudio mostré una correlacién positiva baja
pero estadisticamente significativa (1519,

Asimismo, un factor determinante para obtener mayor
volumen de colecta y, por lo tanto, mayores recuentos

celulares, es el tiempo de clampaje del cordén umbilical,
el protocolo de tiempo de clampaje de cordén umbilical

El recuento de células nucleadas totales es otro
parametro comunmente reportado en adicion al

Tabla 2. Distribucién segun el sexo del recién nacido para volumen, recuento de células nucleadas totales y recuento
de células CD34+ totales

Femenino (N=52) Masculino (N=48)

Media DE Min Max Media DE Min Max Valor p
Volumen (mL) 69,96 21,6 28 134 56,12 18,4 24 111 p<0,05
Células nucleadas totales x102 8,59 3,3 1,2 16,7 6,9 29 2,5 13,2 p<0,05
Células CD34+ totales x10° 2,15 1,2 0,3 5,9 1,84 1,3 0,1 6,1 p=0,06

DE: Desviacion estandar; Min: minimo; Max: maximo; NS: No significativo
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que maneja el personal del Instituto Materno Perinatal de
Lima es de entre 1 a 3 min (clampaje tardio), después del
nacimiento del bebé ?°2", Pues entre los primeros 2y 3
min sin clampar el cordén umbilical existe una trasfusion
de la sangre placentaria al recién nacido de 35-40 mL
por kg de peso @". Esto también podria explicar los
recuentos obtenidos en la poblacion del INMPL, mas
bajos que los reportados en varios estudios realizados
en poblaciones extranjeras. Por otro lado, obtuvimos un
volumen promedio mayor al sugerido por NETCORD, en
un gran porcentaje de USCU el nimero células fue bajo.

En relacion a las limitantes, debe considerarse que en este
estudio los recuentos de células CD34+ fueron realizados
previo al procesamiento de la unidad, lo que podria indicar
que los recuentos celulares podrian disminuir hasta 10%
en un analisis posprocesamiento, tomando en cuenta
que la recuperacion celular debera ser mayor al 90% @.
Existen otros factores que pueden ser analizados en
futuros estudios en nuestra poblacién, como el niumero
de embarazos y abortos previos, semana de gestacion,
peso de la placenta, longitud del cordon umbilical, entre
otros, que también podrian influir en las USCU. Por otro
lado, el costo del procesamiento y almacenamiento de las
USCU es una fuerte limitante para el establecimiento de
BSCU en paises en vias de desarrollo.
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En conclusion, el estudio muestra que hay un alto
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alcanzan los criterios minimos para ser criopreservadas.
Consideramos que hay diversos factores que puedan
influir en los recuentos celulares de esas unidades, es
asi que sugerimos optimizar las colectas para tener un
buen almacenamiento y una buena recuperacion celular.
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