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Resumen

La sangre de corddn umbilical ha pasado de ser un desecho bioldgico a ser una fuente potencial de
células madre hematopoyéticas con capacidad regenerativa, por lo cual, el procesamiento y criopreservacion
después de su obtencidn en condiciones que garanticen su utilizacidn es clave en un transplante exitoso. El
almacenamiento de células madre hematopoyéticas de sangre de corddn umbilical es realizado tanto en bancos
de caracter publico como privado. Nuestro objetivo fue realizar un andlisis de la experiencia de un banco de
sangre de corddn umbilical en Colombia, en el cual se caracterizaron los procesos de obtencién, transporte,
procesamiento y criopreservacion. Para ello se disefid un estudio de serie de casos, en el que se analizaron
1080 registros de la base de datos del Banco de Células Stem de Colombia S.A. Este andlisis evidencié que el
tiempo transcurrido antes del procesamiento de las muestras fue menor de 12.7+10.3 horas y el volumen
promedio de 68,2+27,6 mL; el recuento inicial de células nucleadas tuvo un promedio de 1,03 x 109 cm/
mm?, con un valor absoluto de CD34+ criopreservadas de 161,7+199,7cel/uL, el porcentaje de células
CD34+ de las muestras fue de 0,228%, el 88,6% de las muestras estudiadas tenfan un porcentaje de viabilidad
superior al 95%, 21 muestras que corresponden al 1,9% presentaron hemocultivo positivo y el 100% de las
pruebas seroldgicas para enfermedades infectocontagiosas fueron negativas.
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Abstract
Characterization of the Processes of Obtaining, Transporting, Processing and Cryopreservation of Samples
of Umbilical Cord Blood Obtained from January 2006 to February 2008 in Colombia Stem Cells Bank
Umbilical cord blood has gone from being a biological waste to being a potential source of hematopoietic
stem cells with regenerative capacity, making, processing and cryopreservation after collection under conditions
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that ensure their use is key to a successful transplant. The storage of hematopoietic stem cells from umbilical

cord blood banks is conducted in both public and private character. Our objective was to analyze the experience

of a bank of umbilical cord blood in Colombia, which characterizes the processes of production, transportation,

processing and cryopreservation. To do this, we designed a case-series study, which analyzed 1080 records from

the database of Stem Cell Bank of Colombia SA.

This analysis showed that the time elapsed before the processing of the samples was less than 12.7 = 10.3 hours
and the average volume from 68.2 = 27.6 mL, the initial count of nucleated cells averaged 1.03 x 109 cm /mm?, with
an absolute value of cryopreserved CD34 + of 161.7 = 199.7 cell / uL, the percentage of CD34 + cells from the
samples was 0.228%, 88.6% of the studied samples had a viability rate higher than 95%, 2| samples corresponding

to 1.9% had positive blood cultures and 100% of serological tests for infectious diseases were negative.

Key words: cell viability, cryopreservation, myeloid leukemia, stem cells, umbilical cord

Introduccion

Las células madre hematopoyéticas (CMH) provenientes
de sangre de cordén umbilical (SCU) se han convertido en
una alternativa terapéutica para muchas enfermedades, tales
como Leucemia Mieloide Aguda (AML) (1), enfermedad de
Krabbe (2) y sindrome de Wiskott Aldrich (3) entre otras;
por lo cual los Bancos de Sangre de Cordén Umbilical
(BSCU) desde sus inicios, en el ano de 1993 en Nueva
York, son cada vez m4s frecuentes (4,5).

En Colombia existen tres bancos de criopreservacién
de SCU. Sin embargo, a pesar de la existencia de éstos,
no hay hasta el momento una ley o norma que los rija en
criterios como el transporte, recoleccién, procesamiento
y criopreservacién. Razén por la cual cada Banco de SCU
ha definido sus criterios de acuerdo a su experiencia, que
varfa dependiendo del sitio de entrenamiento del personal
técnico. Algunos se han entrenado en bancos de cordén
publicos acreditados por NETCORD (6) y otros en Bancos
de Unidades de Fertilidad. Por esta razén, se realizé un
andlisis de los procesos de recoleccion, de procesamiento
y de criopreservaciéon de muestras de SCU que fueron
recolectadas y criopreservadas entre los meses de Enero
de 2006 a Febrero del 2008 en el Banco de Células Stem
de Colombia; banco privado con certificacién ISO-9001

dirigido por profesionales entrenados en un banco publico

acreditado por NETCORD.

Materiales y métodos

Obtencion de datos

Se realizé un estudio de serie de casos, descriptivo y
retrospectivo de las muestras de SCU. Se analizaron 1080
registros de la base de datos del Banco de Células Stem de
Colombia en un periodo comprendido entre Enero del
20006 a Febrero del 2008, estas muestras fueron remitidas
de ciudades colombianas y del exterior. S6lo se tuvieron en
cuenta las muestras de SCU que tenian como minimo los
datos de: volumen de SCU, recuento celular inicial y final,
tiempo de procesamiento, nimero de células CD34+, %
de células CD34+, viabilidad, hemocultivos y pruebas de
enfermedades infecciosas. La obtencién y la revision de la
base de datos fueron autorizadas por el Banco de Células
Stem de Colombia.

Andlisis estadistico

Se elaboré una base de datos, que fue procesada con el
paquete estadistico SPSS. © versién 11.05 para Windows®.
Se realizé un anlisis descriptivo univariado, construyendo
tablas y graficas, elaboradas con los estadigrafos segtin el
nivel de medicién de las variables, de manera que para las
variables cualitativas se obtuvo la distribucién porcentual de
frecuencias mientras que para las variables cuantitativas se

calcularon medidas de tendencia central. Posteriormente, se
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TIEMPO ANTES DEL PROCESAMIENTO

Figura 1. Distribucién del tiempo de recoleccién de muestra
antes del procesamiento. Desv. Tip: desviacién tipica. N: tamafo
de la muestra.

hizo un andlisis mediante la prueba de Chi* ()?) para valorar
la fuerza de asociacion. Es importante recalcar que para
eliminar los efectos del control de sesgos y expectativas de
los investigadores (validez), el procesamiento estadistico fue
desarrollado por personal de bioestadistica independiente
del grupo clinico de investigacién. Los datos obtenidos
fueron comparados con los requisitos expuestos en la

literatura mundial.

Resultados

Las muestras se tomaron durante procedimientos de
cesrea (73.3%) y de parto natural (26,7%). Al realizar el
andlisis sobre el origen de las muestras procesadas, se pudo
determinar que el 60.8% de éstas procedian de la ciudad
de Bogotd, y el resto de otros lugares. Se hizo un andlisis
sobre el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y
el inicio del procesamiento en el Banco de Células Stem de
Colombia, encontréndose una media de 12.7+10.3 horas,
observiandose una distribucién multimodal asimétrica
positiva con respecto a la media; indicando que en la
mayoria de las muestras, el tiempo de transporte fue menor
de 12.7£10.3 horas, Figura 1.

Caracterizacién del procesamiento
Se realizé una caracterizacién del procesamiento
y obtencién de células. El volumen de SCU presentéd

un promedio de 68,2+27,6 mL, con un valor mximo de
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Figura 2. Categorizacion del volumen de la muestra.

240 mL. Para una mejor evaluacién se categorizaron en los
niveles A: <40 mL, B: 40-60 mL, C: 60-80 mL y D: >80
mL. En la Figura 2 se muestra los porcentajes obtenidos
en cada uno de las categorias.

El recuento inicial de células nucleadas presenté un
promedio de 103.0 x107, con un minimo de 117.0
1x06 y un méximo de 453.0 x107. Se encontré que las
células totales post procesamiento fueron de 581 x 106 en
promedio. A partir de lo anterior se pudo analizar que en
el procedimiento de reduccién de volumen se perdieron
en promedio 455.0x106 células mononucleares (CMN)
oscilando entre un minimo de 246x104 y un méximo de

356x107, con una perdida en general del 30%.

Células progenitoras hematopoyeticas (CD34+)

En cuanto al niimero de células CD34+, se observa en la
Tabla 1 que el promedio absoluto fue 161,7 £199,7cel/pL,
con un porcentaje promedio de 0,228%, que oscilé entre
un minimo 0,06% y un méximo de 4,79%.

Se procedi6 a categorizar el porcentaje de CD34+
obtenido utilizando los criterios recomendados por la
literatura (6,7) que se observa en la Figura 3, donde el
70.7% de las muestras tiene un porcentaje superior al
0.1% de CD34+.

Respecto a la viabilidad, se puede afirmar que en el
88,6% de las muestras tuvo un porcentaje superior al 95%.

Finalmente, se analizaron los resultados de pruebas infecciosas
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Tabla1. Datos descriptivos de células CD34 +.

Media
CD34/ul 1080 161,7 78.76 199,65 4.09 1352
TOTALCD34 1080 3.234.086,11 1.575.200 3.993.194,16  81.800 27.020.000
%CD34 1079 022 0,15 292409 006 4790
%VIAB 1079 98,12 99,36 04244 806 100
ET: Error tipico, Min: valor minimo, Mdéx: Valor Méximo, VIAB: Viabilidad
% CD34
ki || B || e | e
CEL.TOT.IN.
B0
0.1-0.3% g -4.0xE8.0 -8.0xE8.0
§ -< 40E8.0
Figura 3. Distribucién por categorias del porcentaje de CD34 + <40 60-80ml
de la muestra. 40-60 ml >=-80 ml

(VIH1-2, VHB, VHC, VDRL) y de contaminacién
(hemocultivo), encontrdndose que 21 (1,9%,) presentaron
hemocultivo positivo, todas ellas tomadas durante el
parto natural (las cuales fueron informadas y descartadas
inmediatamente). Los resultados para pruebas infecciosas
fueron negativas en el 100% de los casos.

Andlisis de asociaciones

Al evaluar la relacién entre el volumen de la muestra
y el recuento de células totales iniciales se encontré una
asociacién significativa con base en la prueba de Chi
cuadrado con p<0.05, como se puede ver en la Figura 4;
donde la proporcién de células iniciales <4x108 disminuye
a medida que se incrementa el volumen, generando una
mejor calidad de las muestras almacenadas. En la Figura
5 se muestra el porcentaje de CD34+, que presentd una
asociacion significativa con valor p<0.001. La obtencién
de células CD34+ es directamente proporcional al

volumen de la muestra.

Figura 4.Volumen en correlacion con el recuento celular. CEL.
TOT.IN: Células totales iniciales; los cuadros grandes encierran
tamafo de la muestra para cada clasificacién.
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Figura 5. Porcentaje de CD34 en relacion al volumen de la
muestra. Los cuadros blancos encierran el tamafio de la muestra

para cada asociacién.
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Discusion

El protocolo de recolecciéon y procesamiento de las
muestras de SCU para almacenamiento de CMH en
el Banco de Células Stem de Colombia es basado en el
protocolo bésico publicado por Rubinstein en 1995 (7),
que consiste en un proceso manual de separacién bajo un
sistema cerrado estéril. La crio-preservacién es realizada
utilizando DMSO como crio-preservante y el proceso
de congelamiento es efectuado mediante una curva de
enfriamiento controlada en un equipo automatizado,
y finalmente son almacenadas en nitrégeno liquido a
-196°C (8). El nimero de CMH CD34+ y la viabilidad
es verificado por el conteo de células CD34 por técnica
de citometria de flujo.

Para determinar la eficiencia de este sistema, se
establecié que el tiempo transcurrido desde la toma de
la muestra y el procesamiento fue de 12.7 £10.3 horas,
siendo este tiempo dptimo para mantener la calidad de la
muestra, ya que como se mostrd en un estudio reportado
por el Banco de Células Stem de Colombia, la viabilidad
disminuye un 30% después de las 48 horas de la toma de
la muestra (9), encontrandose dentro del pardmetro de
tiempo sugerido por la norma NETCORD FACT (10).

La reduccién de volumen manual utilizando una bolsa
Transfer Freezing bag” con sistema cerrado, genera una
disminucién del 30% de la recuperacién de la muestra.
Datos similares fueron reportados en comunicacién
personal con instituciones que procesan manualmente.
Mientras CordMx (Banco de Sangre de Cordén
Mexicano), quien procesa bajo un sistema de separacién
y concentracién celular automatizado (Sepax-Biosafe),
reportd, en el 2005, un porcentaje de recuperacién de
un 80% (11), disminuyendo la pérdida celular, por lo
cual este sistema es recomendado por la red internacional
NETCORD FACT (6), que el Banco de Células Stem
implementard en los préximos afos.

Los criterios de aceptacién utilizados en el Banco de
Células Stem de Colombia, entre los que se encuentra un
volumen minimo de 40mL, también fueron analizados,
encontrdndose un volumen de muestra promedio de
68,2+27,6mL con un maximo de 240mL. Al realizar una
clasificacién de las muestras se pudo determinar que un
13.2% se encuentran con un volumen bajo y un 29.5% de

las muestras recibidas tenfan un volumen superior o igual
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a 80 mL, consideradas desde este aspecto, como muestras
Optimas. Es importante anotar que el 56.4% superaban
los 60 mL, criterio considerado como deseable para su
posterior utilidad.

CordMx maneja un volumen minimo para
procesamiento de 80 mL (11). Hay que tener en cuenta que
el contraste de volumen estd directamente relacionado con
la posibilidad de realizar el congelamiento de las muestras
con bajo volumen, con la aprobacién de los padres, previa
informacion de las posibilidades de utilizacién y la firma
del consentimiento informado en los bancos privados,
mientras que en los publicos, la muestra es regida por los
criterios y las decisiones exclusivamente del Banco.

El segundo criterio de aceptacién de una muestra de
SCU es el recuento inicial de células nucleadas, siendo
este de 400 millones. Se encontré un promedio de 103.0 x
107cmn/mm3 teniendo como valores minimos y madximos
117.0 x106 y 453.0 x107 respectivamente. El ndmero
de CD34+ criopreservadas en el Banco de Células Stem
de Colombia (cuyo andlisis se realiza en la plataforma
de citometria de flujo estandarizada por la sociedad
internacional de ingenieria de tejidos hematopoyéticos
ISHAGE) (12) arrojé un promedio de 3.23 x 104 similar
a los reportados por CordMx de 2.68 x106 (11).

Se puede decir que los pardmetros analizados en
el banco de Células Stem de Colombia, manejan una
media similar a los regidos por NETCORD, pudiendo
asi garantizar los productos criopreservados y las técnicas
realizadas en el laboratorio para el procesamiento y

almacenamiento de células Stem hematopoyéticas de

scu. N@VA
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