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Resumen El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) de la médula 6sea y de sangre periférica
es un recurso terapéutico para procesos malignos y no malignos. La falta de donantes compatibles
es una limitacién importante. El descubrimiento de que la sangre de cordén umbilical(CU) contiene un elevado nimero
de CPH y que puede ser empleada como una fuente alternativa de trasplante alogénico, llevé a ITMO a desarrollar
el programa BANCEL, la primera experiencia de su tipo en Argentina y Latinoamérica. Se solicitd la donacion de la
sangre que queda en el cordén umbilical y la placenta a mujeres en el Gltimo trimestre de su embarazo. Se con-
fecciono el consentimiento informado y la historia clinica familiar. Sobre 65 donaciones efectuadas se colectaron
55 (85%) y se criopreservaron 51 (78%). El volumen colectado medio fue de 110 ml, y el criopreservado de 35ml,
con una reduccion del 68% (75 ml). Se determinaron los sistemas eritrocitarios ABO y Rh; los antigenos de
histocompatibilidad, sistema HLA, clase |, loci Ay B, y clase Il, locus DR fueron tipificados por métodos de biolo-
gia molecular, PCR — SSOP. El screening de enfermedades infecciosas se efectu6 para brucelosis, sifilis, Chagas,
hepatitis By C, HIV — I y I, HTLV - | y Il, toxoplasmosis y citomegalovirus. Se descartaron 2 unidades positivas
para hepatitis B (anticore) y 2 unidades positivas para Chagas. Se estableci6 la cantidad de células nucleadas
totales (CNT), células CD34+ y la capacidad clonogénica, al momento de la colecta y luego de los procedimientos
de reduccién de volumen previo a la criopreservacion. Se comprobé una reduccién del 5% en CNT y en células
CD34 y del 10% en unidades formadoras de colonias (UFC), luego de la manipulacion de las muestras. Se deter-
mind un buen coeficiente de correlacion entre CNT y UFC totales.
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Abstract Umbilical cord hematopoietic progenitor cell bank. Transplantation of hematopoietic progenitor
cells (HPC) from bone marrow and mobilized peripheral blood is a standard therapy in malignant and
non malignant diseases. The lack of suitable donors is an important limitation. The discovery that umbilical cord
blood (CB) contains high numbers of HPC that can be used as an alternative source for allogeneic stem cell
transplantation led ITMO to establish BANCEL, the first Argentine and Latinoamerican experience of its kind. The
blood remaining in the umbilical cord and in the placenta was requested from women who were in the last quarter of
pregnancy. An informed consent together with a medical record focused on family disease was completed. Out of
65 donations, 55 (85%) were collected and 51 (78%) were cryopreserved. Mean collected volume was 110 ml with
68% (75 ml) reduction and mean cryopreservation of 35 ml; ABO and Rh blood group systems were determined,
HLA, class I, A and B Jloci, and class Il, DR Jlocus were typed by molecular biology methods using PCR-SSOP.
Infectious disease screening was carried out for brucellosis, syphilis, Chagas, hepatitis B and C, HIV | and I, HTLV
I and Il, toxoplasmosis and cytomegalovirus. Two positive units for hepatitis B (anticore) and two positive units for
Chagas were discarded. The quantity of total nucleated cells (TNC), CD34+ cells and the clonogenic capacity were
determined twice at the collection and after the procedures of volume reduction previous to cryopreservation. A 5%
reduction in both TNC and CD34 cells and a 10% in the colony forming units (CFU) were detected. A good correlation
coefficient between TNC and CFU was obtained.
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El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
(CPH) provenientes de la médula ésea o de la sangre
periférica es un recurso terapéutico de uso habitual para
el tratamiento de enfermedades hematoldgicas tales como
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leucemias agudas y crénicas, anemia aplastica seve-
ra, hemoglobinopatias y déficits inmunolégicos congé-
nitos! - 6. Desafortunadamente sélo un tercio de los pa-
cientes con indicacion de trasplante posee donante
histoidéntico en el sistema HLA, con lo cual un niumero
importante de pacientes queda al margen de esta solu-
cién terapéutica” 8.

La idea de emplear células progenitoras de la sangre
contenidas en el cordén umbilical (CU) como fuente para
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reconstituir el sistema hematopoyético, ha surgido en los
ultimos afios. En 1974 Knudtzon® comunicé que la san-
gre placentaria poseia la capacidad de formar colonias
granulociticas. Posteriormente otros trabajos confirmaron
y ampliaron estos hallazgos®- 12, Pero el hito que marco
el comienzo de una nueva era fue la ejecucion en 1988
del primer trasplante en el cual se emplearon CPH proce-
dentes de placenta y cordon umbilical para reconstituir el
sistema hematico humano. El procedimiento fue ejecuta-
do por Gluckman y col®3, para el tratamiento de la anemia
de Fanconi, con éxito completo. Las células utilizadas fue-
ron colectadas y criopreservadas luego del nacimiento de
un hermano histoidéntico de la paciente. Afios mas tarde
en 1994, Kurtzberg y col. efecttian el primer trasplante
con CPH de CU no relacionado *. A partir de esa fechay
en especial en la segunda mitad de la década del 90 se
asiste a un aumento significativo en el nimero de este
tipo de trasplantes. Luego de los trabajos pioneros de
Rubinstein y col.*® en la organizacion de bancos de CPH
de CU, han surgido otros bancos creados en diferentes
paises!® -8, muchos de los cuales funcionan en red, tal
como lo es EUROCORD® 20,

En el afio 1998 nuestro Instituto, ITMO, comenz6 su
experiencia de obtencién, estudio, procesado y criopre-
servacion de CPH de CU; los primeros casos fueron
colectas de sangre de CU de hermanos de pacientes
gue padecian leucemia y no poseian dador histoidén-
tico?. Posteriormente se puso en marcha el programa
BANCEL, organizando la primera experiencia Argentina
y Latinoamericana de un banco de células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) de cordén umbilical (CU), para
pacientes no relacionados.

La estrategia que se ha seguido partié de tres
premisas bésicas: la obtenciéon de un nimero de células
adecuado, la reduccion del volumen a criopreservar y la
conservacion de la capacidad clonogénica del producto
obtenido.

El objetivo del presente trabajo ha sido informar so-
bre la metodologia desarrollada en el programa BANCEL.

Material y métodos

Criterio de inclusion: Si bien el cordon umbilical y la placenta
habitualmente son elementos desechables, existe el acuerdo
para solicitar a la madre la donacion de la sangre en ellos con-
tenida. La solicitud se efectud sin ningln tipo de coercion, re-
servando la autonomia de su decision, preferentemente en el
tercer trimestre del embarazo excluyendo a la mujer en trabajo
de parto, por encontrarse involucrada emocionalmente. Se le
explico a la futura madre cuél es la funcion de la placenta, cudl
es el destino que se le dara al material en caso de rechazar la
donacién y cual es el objetivo deseado para obtener las célu-
las alli contenidas. Se solicité y se obtuvo la firma de un con-
sentimiento informado para la donacién de la sangre y la reali-
zacion de pruebas diagnoésticas y estudios genéticos en san-
gre maternay del recién nacido. Se confeccioné una historia
clinica familiar, formularios de colecta y recepcion de la mues-
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tra. Se tuvieron en cuenta 2 principios éticos: que el procedi-
miento en si de colecta no provoca dafio, dolor o le quita algo
de valor al donante, y que el objetivo final sera la ejecucion de
un trasplante de CPH con el beneficio que esto implica para
un paciente que no posee donante histoidéntico.

Los estudios serolégicos para enfermedades infecciosas se
efectuaron en la madre a la firma del consentimiento informa-
do y en el momento del parto.

Colecta de sangre de corddn umbilical: Luego del nacimiento
se procedi6 al “clampeo” precoz del cordon, y tras el alumbra-
miento se obtuvo el mismo con la placenta, colocandose en un
dispositivo disefiado a tal fin. Efectuada la asepsia y la anti-
sepsia del cordén se procedi6é a cateterizar de manera distal
por puncioén la vena umbilical con aguja 18 G y a obtener en
circuito cerrado sangre placentaria por gravedad, en una bol-
sa que contiene 20 ml de anticoagulante CPD-A. La reduccion
del volumen se efectud de acuerdo al protocolo modificado de
Rubinstein y col?2. Para ello se agrego Hidroxietilstarch (HES)
en relacion 1: 5, con centrifugado de la mezcla durante 15 mi-
nutos a 400 G, descarte de eritrocitos y procesamiento de la
interfase y el plasma.

Estudios efectuados en sangre de corddn: Los recuentos de
células nucleadas totales (CNT) se efectuaron con empleo de
un contador automético Coulter J5. Se asign6 un especial in-
terés a los tests para establecer el nimero de células que ex-
presan el marcador de membrana CD34 y la capacidad
clonogénica de las células obtenidas y procesadas. Para ello
se utilizé citometria de flujo y test de unidades formadoras de
colonias hematicas (UFC). Los estudios en las distintas frac-
ciones colectadas fueron: en sangre total (0.5 ml) se determi-
no células nucleadas totales (CNT), células CD34+, viabilidad
y UFC; en glébulos rojos (9.5 ml) se efectud el estudio de los
grupos sanguineos, sistema ABO y Rh-Hr, cifra de CNT,
tipificacién para antigenos HLA, Clase | y I, loci A, B, y DR
por biologia molecular y estudios bacteriolégicos; en plasma
(9.0 ml) se determiné CNT, investigacion de enfermedades in-
fecciosas y estudios microbioldgicos; en el producto final (0.5
ml) se estudio la viabilidad, la cifra de CNT, de células CD34 +
y de UFC.

Citometria de flujo: La citometria de flujo permitié definir una
poblacién homogénea de células CD34+, mediante el analisis
de caracteristicas morfolégicas y la definicion de antigenos de
superficie con empleo de anticuerpos monoclonales anti-CD45
y anti-CD34. El protocolo empleado para cuantificar las célu-
las CD34+ fue el ISHAGE %, con utilizacion de anticuerpos
monoclonales anti CD45-FITC, anti CD34-PE y control isotipo-
PE. Se utiliz6 un citometro de flujo FAC Scan (BD-USA)

Se lisaron eritrocitos y se analizaron 50.000 eventos con
empleo de un software Lysis Il. Se busc6 determinar la pobla-
cion de interés CD34+, con minima interferencia de marcacion
no especifica y de restos celulares.

El nimero absoluto se calcul6 en base a la formula:

N° absoluto células CD34+= Recuento de CNT (x10%1) x N°
total eventos CD34+ x 1000/Nro total de eventos CD45+

Unidades formadoras de colonias(UFC): Se evalu6 la for-
macion de unidades formadoras de colonias hematicas (UFC)
para las series granulocitica, eritroide, macrofagica y megaca-
riocitica (GEMM); para las series granulocitica y macrofagica
(G-M) y para la serie eritroide (BFU-E) ?4. Los cultivos celula-
res se efectuaron en medio semisolido de metilcelulosa al 0.9%
en medio de ISCOVE (Stem Cell Tec.), suplementado con:
30% suero bovino fetal, 1% albamina sérica bovina, 10* M
2-mercaptoethanol, 2 mM L-glutamina, 50 ng/ml rh-Stem Cell
Factor, 20 ng/ml rh-GM-CSF, 20 ng/ml rh-IL-3, 20 ng/ml rh-IL-
6, 20 ng/ml rh-G-CSF, 3 U/ml rh-eritropoyetina. Se sembra-
ron en cada pocillo, por triplicado, 500 pl de medio de cultivo,
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con una concentracion celular final de 1.0 x10%/ml. Todos los
cultivos fueron efectuados por triplicado, en placas de plastico
de 35 mm de didmetro, durante 14 dias con incubacion a 37
0176C, 100% de humedad y atmosfera de CO, al 5%. Se efec-
tué la lectura con microscopio invertido, considerandose una
colonia a la agrupacién de mas de 50 células para definir UFC-
GEMM y UFC-GM vy con la presencia de hemoglobina para
BFU-E.

Sistema ABO y Rh(D): El grupo sanguineo, sistema ABO y
el factor Rh (D) se determiné mediante los anticuerpos anti A,
anti B, anti AB y anti D (Gamma Biologicals).

Tipificacion del sistema HLA: La tipificacion del sistema HLA,
en los loci A, By DR se efectué mediante empleo de PCR —
SSO, con sondas de Life-Code (USA), ( 36 sondas para locus
A, 37 para locus B, 37 para locus DR).

Microbiologia: Los estudios microbiolégicos buscaron deter-
minar contaminaciones por gérmenes aerébicos, anaerébicos
y hongos (bacteriologia directa y cultivos de identificacién).

Estudios seroldgicos para enfermedades infecciosas: Se
realizaron los siguientes estudios con el fin de determinar la
presencia de enfermedades infecto contagiosas en muestras
de SCU y de la donante (madre): deteccion de brucelosis
mediante aglutinacién en placa (Wienner lab.), sifilis mediante
técnica de VDRL (Wienner lab.), Chagas mediante doble de-
terminacién: Hemaglutinacion indirecta (Wienner lab.) y ELISA
(BiosChile). Se empled ELISA para hepatitis B (antigeno de su-
perficie y anticuerpos anticore, Biokit), hepatitis C (Biokit),
HIV 1y Il (Biokit), HTLV | y Il (Ortho), toxoplasma (1gG e IgM,
Biokit), CMV (IgG e IgM, Biokit) y antigeno p24 de HIV (Coulter).

Criopreservacion: Las células obtenidas fueron criopreser-
vadas con descenso controlado de la temperatura, luego de
suspender en medios de cultivo RPMI 1640, albumina huma-
na al 5% y DMSO al 10% en N, liquido y conservados a
-180° C. Se criopreservaron muestras de plasma, alicuotas ce-
lulares y ADN para estudios ulteriores.

Resultados

Se efectuaron 65 solicitudes de donacién obteniendo un
resultado afirmativo en todos los casos (Tabla 1). Las
cosechas efectuadas fueron 55, y se criopreservaron 51
(78 %).

En la Tabla 2 se aprecian los tiempos de gestacion,
tipo de parto, sexo y peso del recién nacido.

TABLA 1.— Colecta de células progenitoras hematopoyéticas
de cordon umbilical. Causas de fracaso en la colecta

Colectas: 55
(85%)

Donaciones: 65 Criopreservadas: 51

(78 %)

Causas de colectas no
criopreservadas
(n=4)
- Nro de células < 6 x108: 3
- Ruptura de bolsa : 1

Causa de colectas
no efectuadas
(n=10)

- Malformaciones : 1
- Acretismo placentario: 1
- Descarte obstétrico: 2
- Ausencia de clampeo: 2
- Ruptura de cordén:2
- Cordén escurrido: 2
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El volumen de sangre de CU colectado tuvo una me-
dia de 110 ml, con un volumen criopreservado de 35 ml,
una reduccioén del 68%, siendo la media del intervalo
colecta-criopreservacion de 14 hrs., (Tabla 3) . La viabi-
lidad fue del 99% en las células pre-criopreservacion y
del 90% en 5 muestras tomadas al azar luego de des-
congeladas.

La distribucion de frecuencias de los grupos sangui-
neos, sistema ABO y Rh se aprecia en la Tabla 4.

Los resultados de los estudios seroldgicos efectua-
dos para determinar la presencia de enfermedades in-
fecto-contagiosas se aprecian en la Tabla 5. Se deter-
miné positividad seroldgica para Chagas en 2 casos y
para hepatitis B (HBc) en otros dos.

TABLA 2.— Tiempo de gestacion, via del
parto, sexo y peso del recién nacido

Gestacion Media : 39.8 semanas (r: 38 - 42)

Parto Vaginal 36 — (71%)
Cesarea 15 — (29 %)

Sexo del Masculino : 24 - (47 %)
Recién nacido Femenino: 27 - (53 %)
Peso x: 3.434 g. (r: 2.500 - 4.700 g )
r: rango

TABLA 3.— Volimenes colectados y criopreservados

Volumen colectado:
Volumen criopreservado:
Reduccién de volumen:

110 ml (r: 65 — 229)
35 ml (r: 21 — 256)
75 ml (68 %)

Intervalo Colecta — Criopreservacién

X: 14 horas (r: 1 — 30 hrs)
Viabilidad : 99 % (azul tripan)

r: rango

TABLA 4.— Frecuencias de los
grupos sanguineos

@® Sistema ABO N =51

Grupo A =23 (45%)
Grupo 0 =22 (43%)
GrupoB =5 (10%)
Grupo AB= 1 (2%)

® Sistema Rh —Hr
Rh(D) Positivo : 43 (84%)
Rh(D) Negativo: 8 (16%)
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TABLA 5.— Resultados de estudios seroldgicos en 51 unidades de sangre
materna y de cordon

N =51 Madre SCU
Brucelosis Aglutinacién Negativo Negativo
Sifilis VDRL Negativo Negativo
Chagas HAI 1 Positivo (2%) 1 Positivo (2%)

Elisa 1 Positivo (2%) 1 Positivo (2%)
Hepatitis B HbsAg Negativo Negativo
Anti-HBc 2 Positivos (4%) 2 Positivos (4%)
Hepatitis C Anti-HVC Negativo Negativo
HIV-1Tyll Anti-HIV I-11 Negativo Negativo
p24 Ag Negativo Negativo
HTLV -1y Il Anti-HTLV I-1I Negativo Negativo
Toxoplasma  1gG 11 Positivos (22%) 8 Positivos (16%)
IgM Negativo Negativo
CMV IgG 35 Positivos (69%) 35 Positivos (39%)
IgM Negativo Negativo

HAI : Hemaglutinacién Indirecta
SCU: Sangre de Cordén Umbilical

TABLA 6.— Valores celulares iniciales y finales de
corddén umbilical

Células Valor Inicial Valor Final
medio medio
CNT x 10° 1.30 1.24
n=>51 (0.7 - 2.9) (0.3 -2.75)
CD34 x 10¢ 5.04 4.75
n=>51 (1.6 - 23.2) (1.36 - 27.8)

CNT : células nucleadas totales
CD34 + : células CD 34 +

TABLA 7.— Unidades formadoras de colonias hemaéticas en
sangre de cordon umbilical

Unidades Valor inicial Valor final
medio
UFC-GEMM (x 10%) 69 62
n=>51 (10 -373) (10 — 284)
UFC-GM (x 10%) 145 132
n=51 (27 — 490) (12 - 476)
BFU-E (x 10%) 80 69
n=>51 (3-343) (9 - 247)

UFC-GEMM: unidades formadoras de colonias granulocito-eritroide-
macrofagico-megacariocitica.

UFC-GM: unidades formadoras de colonias granulocito-macrofagica.
BFU-E: unidades formadoras de colonias eritroide.

En la Tabla 6 se aprecian los valores de CNT y de
células CD34+ obtenidas en la colecta de sangre de cor-
don, previo al proceso para disminuir su volumeny lue-
go de su manipulacion, previo a la criopreservacion.
Como se ve la disminucién del nimero de células solo
fue del 5%, en ambos casos.

La medida de la capacidad clonogénica de la CPH de
CU y de su variacion por el procedimiento para reducir
el volumen se aprecia en la Tabla 7.

Como se aprecia en las cifras de la Tabla, el proceso
de reduccion de volumen provoca una disminucion del
10% de la formacion de colonias. Las caracteristicas

1000
900 - .
800 - .
700 A
600 -

L X4

500 -
400 -
300 -

UFC totales (x 10%)

*
*
200 U AN
100 -

CNT (x 10%)

Fig. 1.— Correlacion entre células nucleadas totales (CNT) y
unidades formadoras de colonias hematicas (UFC) totales
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morfoldgicas de las mismas no presentan modificacio-
nes segun el momento de su realizacion.

Finalmente se comparan los resultados entre el nu-
mero de CNT obtenidas, los valores de células CD34+,
y las UFC-totales (UFC-GEMM, UFC-GM y BFU-E),
empleando andlisis de regresion lineal (Figura 1).

Se obtuvo la mejor correlacién entre CNT y UFC-to-
tal, r = 0,849, indicando que la capacidad clonogénica
de las unidades de sangre de cordon umbilical es mayor
al incrementar el nmero de CNT de dicha unidad, sin la
existencia de un plateau.

Los resultados obtenidos al comparar CNT vs. célu-
las CD34 y células CD34 vs. UFC-total, demuestran
una correlacion reducida. (r=0,560 y r=0,541 respecti-
vamente).

Discusion

El alotrasplante de CPH con origen en la médula 6sea o
en la sangre periférica es un recurso limitado en su apli-
cacion por la falta de donantes histoidénticos; frente a
esta realidad se ha recurrido a fuentes alternativas de
CPH que permitan ampliar las posibilidades de obtener
donantes compatibles.

La sangre contenida en el corddn umbilical y la
placenta ha demostrado ser una fuente rica en CPH. Su
empleo en alotrasplante ha sido posible al constituirse
bancos en los cuales son colectadas, procesadas, estu-
diadas y criopreservadas. El programa BANCEL fue ela-
borado para poner en marcha un banco de CPH de CU
dentro de normas de calidad establecidas por progra-
mas similares desarrollados con anterioridad® - 27.

La respuesta a la solicitud de donacion fue altamente
positiva con un excelente rendimiento para este tipo de
précticas cuya explicacion hay que buscar en el «clampleo»
precoz del cordén umbilical y en la ejecucion del procedi-
miento por personal con entrenamiento previo.

La tipificacion de antigenos de Histocompatibilidad,
Sistema HLA mediante técnica de biologia molecular de
mediana resolucion permitié asignar alelos con mayor
precision que la serologia tradicional.

La capacidad clonogénica del producto obtenido que-
do demostrada por el estudio de la formacion de UFC,
en la colecta inicial y en el producto a criopreservar.

Trabajos previos efectuados al comienzo de la insta-
lacion de los bancos de CPH de CU referian una pérdi-
da de células considerable al reducir el volumen y des-
aconsejaban su uso?®-30. En nuestra experiencia solo
ocurrié una pérdida entre el 5y el 10% del valor inicial,
todo lo cual avala el procedimiento de reduccion del vo-
lumen con todo lo que significa la disminucion en el em-
pleo de la mezcla de criopreservacion, del espacio re-
queridos en tanques de nitrodgeno liquido y en el costo
general del procedimiento.
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En forma paralela fueron criopreservadas muestras
de plasma, células y ADN. Las mismas estan destina-
das a efectuar controles de calidad, post criopreser-
vacion, frente a un requerimiento para trasplante de la
unidad.

El plasma esté destinado principalmente a la reitera-
cion de estudios seroldgicos. Las células permiten con-
firmar luego de su descongelado su namero, la cantidad
de células CD34+ y la capacidad clonogénica. EI ADN
asegura poder reiterar la tipificacion de antigenos HLA.
Un trozo de cordoén es criopreservado para su eventual
empleo en técnicas de expansién sobre estroma.

Las CPH de CU han demostrado ser una fuente al-
ternativa valida para el trasplante. EI nimero de células
con el fenotipo CD34+ y la capacidad clonogénica de la
misma evaluada por la formacién de unidades
formadoras de colonias hematicas (CFC) aseguran su
potencial para reconstituir el tejido hematopoyético en-
fermo.

En forma simultanea con esta idea ha surgido la po-
sibilidad del empleo del CPH en modelos de expan-
sioén % lo que permitiria su empleo en trasplante de
pacientes de mayor peso y de transferencia génica,
con insercién de retrovirus modificados con genes tera-
péuticos para el tratamiento de diversas enfermedades.

El desarrollo del programa BANCEL ha demostrado
la factibilidad de la creacion de un banco de células
progenitoras hematopoyéticas de cordén umbilical en
nuestro pais, con la criopreservacion de muestras de
calidad y capacidad clonogénica aptas para su empleo
en alotrasplante. El programa tiene previsto una colecta
final de 1000 muestras, para permitirle alcanzar una es-
cala clinica de provision de muestras.

Agradecimiento: Este trabajo se efectu6 con subsidio del
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