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RESUMEN

Introduccion: En este estudio se investigd la relacion entre los factores maternos,
neonatales y geograficos con la cantidad de células nucleadas totales y células madre de
baja densidad/CD34+ de sangre de cordon umbilical. Las células madre CD34+ son
c¢lulas madre hematopoyéticas (CMH) las cuales tienen la capacidad de restablecer toda
la poblacion linfahematopoyética de la médula dsea, por esta razén estas células han sido
utilizadas para transplantes de médula 6sea para un amplio nimero de enfermedades
linfaticas y hematopoyéticas de origen maligno. Gracias a su facilidad de obtenciéon y
otras caracteristicas, las células madre de cordon umbilical se han convertido en una
alternativa terapéutica de las obtenidas en médula dsea.

Objetivos: Encontrar si existe influencia de los factores maternos, neonatales y
geograficos en la cantidad de células nucleadas totales (CNT) y células madre de baja
densidad CD34+ de sangre de cordon umbilical.

Materiales y Métodos: Mediante la realizacion de un estudio de cohorte retrospectivo de
tipo descriptivo se recopild los datos maternos y neonatales por medio de una encuesta
enviada a las madres, mientras que los datos de la cantidad de células madre CD34+ y
CNT se obtuvieron de los registros de Biocells Discoveries. Estos datos fueron tabulados
y analizados en el programa SPSS Statistics v17.

Resultados: En el analisis de los datos se encontr6 que existe una correlacion
significativamente positiva entre el peso de la muestra de sangre de cordon umbilical y la
cantidad de CNT y de células madre CD34+ (1=0,577 y r=0,487 respectivamente, ambos
con p<0,005). También se encontrd una relacion estadisticamente positiva entre un bajo
numero de células madre CD34+ y la ingesta de alcohol (p=0,005), presencia de
hipertension gestacional (p=0,019), presencia de preclampsia (p=0,023) y diabetes
gestacional (p=0,023). Por otro también se encontré que los bebes nacidos a término
presentan una mayor cantidad de células madre CD34+ que los nacidos pretérmino
(»=0,006). Por ultimo no existid ninguna relacion estadisticamente significativa entre el
peso al nacer con la cantidad de CNT y de células madre CD34+.

Conclusiones: Se encontrd que existen un nimero de factores maternos y neonatales que
influyen en la cantidad recolectada de células madre CD34 y de CNT.

Palabras Claves: Cé¢lulas madre de baja densidad CD34+, células madre
hematopoyéticas, factores maternos, neonatales y geograficos, células nucleadas totales,
sangre de cordon umbilical.



ABSTRACT

Introduction: This study investigated the relationship between maternal, neonatal and
geographical factors and its relationship with the number of total nucleated cells (TNC)
and low density/CD34+ stem cells from cord blood. CD34+ stem cells are also called
hematopoietic stem cells (HSCs), these cells have the ability to repopulate all the
lynphohematopoietic system, which is why these cells have been used for bone marrow
transplants in a wide number of diseases of lymphatic and hematopoietic malignant
origin. Thanks to its easy availability and other characteristics, the cord blood stem cells
have become an alternative treatment from those found in bone marrow.

Objectives: To find if there is any influence of maternal, neonatal and geography factors
in the number of total nucleated cells

(TNC) and low density/CD34+ stem cells from cord blood.

Materials and Methods: By undertaking a cohort descriptive retrospective study, data of
the maternal and neonatal factors was collected through a survey sent to the mothers,
while data on the number of CD34+ stem cells and TNC were obtained from Biocells
Discoveries records. These data was tabulated and analyzed in SPSS v17 program.
Results: Data analysis found that there is significantly positive correlation between the
weight of the cord blood sample and the amount of TNC and CD34+ stem cells (r =
0.577 and r = 0.487, respectively and both with p < 0,005). We also found a statistically
positive association between a low number of CD34+ stem cells and: alcohol intake (p =
0.005), presence of gestational hypertension (p = 0.019), presence of preeclampsia (p =
0.023) and gestational diabetes (p = 0.023). We also found that babies born at term had a
higher amount of CD34+ stem cells than those born preterm (p = 0.006). Finally there
was no statistically significant correlation between the weight at birth and the amount of
TNC and CD34+ stem cells.

Conclusions: We found that there are a number of maternal factors and neonatal that
influence the amount recollected of CD34+ stem cells and TNC.

Keywords: CD34+/low density stem cells, hematopoietic stem cells,
maternal/neonatal/geographical factors, total nucleated cells, cord blood
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Las células madres es una de las ramas de la medicina que presenta al momento el
futuro mas prometedor en lo que se refiere a la posible curacion de enfermedades
cronicas incurables. Enfermedades malignas, degenerativas, cronicas, etc. parecen tener
sus dias contados con el aumento exponencial en la investigacion de la medicina
regenerativa. En la actualidad el Unico linaje de células madres que se utilizan en
tratamientos clinicos es el de las células madres hematopoyéticas; actualmente se utilizan
para algunas enfermedades, muchas de ellas de origen hematopoyético (ver figura 1).

La células sanguineas maduras son producidas continuamente por precursores
menos diferenciados, los cuales provienen de progenitores mas primitivos, los cuales
originalmente provienen de las células madre hematopoyéticas (CMH). Estas células
tienen la capacidad de restaurar todo el sistema linfahematopoyético, por lo que es
importante poderlas extraer para el tratamiento de las enfermedades presentadas
anteriormente. La primera fuente de CMH fue la médula osea, la cual se la obtenia con
repetidas aspiraciones de la cresta iliaca posterior bajo anestesia local. Luego se encontrd
que las CMH de la médula 6sea se suelen desprender a la circulacion sistémica para
luego volver a la médula 6sea. Por esta razon se encontré que la obtencion de CMH a
partir de la sangre periférica era una mejor opcion que la puncion de médula 6sea
(Copelan, 2006). En un estudio se encontrd que las CMH obtenidas de sangre periférica
tenian una reconstituciéon hematopoyética mas rapida que las CMH de médula 6sea, pero
al poseer una mayor cantidad de linfocitos T se incrementaba la incidencia y duracion de
tratamiento de la enfermedad injerto vs. huésped cronica (Stewart BL, 2004). Por ultimo
se encontrd la presencia de CMH en la sangre de cordon umbilical, luego de realizar

exitosamente un tratamiento de anemia de Fanconi en un nifio(Gluckman E, 1989). La



sangre de cordon umbilical ha sido transplantada en mas de 6000 personas hasta el afio
2006, a pesar de que la sangre de cordon umbilical es rica en CMH esta carece de

volumen.

Transplante Autélogo
Céncer
Mieloma Multiple
Linfoma No-Hodgkin
Enfermedad de Hodgkin
Leucemia Aguda Mieloblastica
Neuroblastoma
Céncer de Ovario
Tumores de células germinales
Otras Enfermedades
Desordenes Autoinmunes
Amiloidosis

Transplante Alogénico
Céncer
Leucemia mieloblastica aguda
Leucemia linfoblastica aguda
Leucemia mieloblastica cronica
Sindromes mielodisplasicos
Sindromes mieloproliferativos
Linfoma No-Hodgkin
Linfoma linfoblastica cronica
Mieloma Multiple
Leucemia mieloblastica cronica juvenil
Otras enfermedades
Anemia aplasica
Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Anemia de Fanconi
Anemia de Blackfan-Diamond
Talasemia mayor
Anemia de células falciformes
Inmunodeficiencia combinada severa
Sindrome de Wiskott-Aldrich
Errores innatos del metabolismo
Figura 1. Enfermedades normalmente tratadas
con transplante de CMH. Fuente: (Copelan,
2006). CMH: células madre hematopoyéticas.

Una de las grandes ventajas que presenta las CMH de sangre de cordon umbilical es que
tienen menor probabilidad de producir la enfermedad injerto-versus-huésped, pero no

pierde el efecto leucémico de injerto-versus huésped (Wagner, Barker, & DeFor, 2002).



Todo esto ha llevado a la creacion de bancos de criopreservacion de células madre de
sangre de cordon umbilical. Alrededor de 21 paises almacenan un aproximado de
170,000 unidades de cordon umbilical. La Bone Marrow Donors Worldwide recolecta y

enlista los tipos de HLA (Copelan, 2006).

Los bancos de criopreservacion pueden ser de 2 tipos principalmente; privados o
publicos (dependientes de un hospital privado o estatal). Los bancos privados son
instituciones con fines de lucro en donde los padres deciden preservar las CME de sangre
de cordon umbilical de su hijo, por lo que pagan a dichas instituciones para la
recoleccion, procesamiento y almacenamiento de la sangre de cordén umbilical (SCU).
Estas células estan a disposicion de la familia, ya sea para el mismo nifio, otro hijo, o
algun familiar que lo requiera, siempre y cuando tenga compatibilidad HLA. El otro tipo
de bancote criopreservacion es el banco publico, estos son bancos de criopreservacion en
donde el donante no tiene que correr con los gastos, en estos bancos el receptor es el que
paga por las unidad de cordon umbilical necesarias para su tratamiento segin su

compatibilidad e indicacion médica (Lubin BH, 2009).

En el Ecuador actualmente existen 3 bancos de sangre de cordon umbilical, todos
privados. Los tres bancos son Biocells Discoveries, Cordon de Vida y Cryomed. De estos
tres bancos solo uno de ellos procesa y preserva las células dentro del Ecuador, este es
Biocells Discoveries. En le caso de Cordon de Vida sus muestras son procesadas en
Panama y las de Cryomed son procesadas en Tampa, EUA. De estas tres empresas

ninguna de ellas procesa y almacena células como banco publico por el costo que este



procedimiento involucra. Dentro de los Estados Unidos el costo de proceso inicial es de
$1,110 a $1,750 por cada muestra con cargos de $115 a $125/unidad por afo (Lubin BH,
2009), sin contar los costos de analisis de infecciones, y conteo celular de cada muestra.
Debido a los elevados costos y a la escasez de pacientes que se sometan a transplantes
con CMH de SCU en el Ecuador, la creacién de un banco publico se ha visto algo
retrasada al igual que la implementacién de un banco publico dentro de los bancos
privados ya existentes. Por esta razon es de gran importancia que al seleccionar un
donante de sangre de cordon umbilical este tenga una muestra con una cantidad de
células adecuada, para de esta manera no malgastar fondos en el procesamiento y
almacenamiento de una muestra que no va a cumplir los requisitos necesarios para un
transplante de CMH. Debido a que la creacion de un banco publico de SCU es algo
inminente en el pais, es necesario realizar estudios que analice los factores maternos,
neonatales y geograficos que pueden influenciar en la cantidad de CMH; de esta manera
se podria tener una referencia de los parametros adecuados para tener una muestra
adecuada que pueda ser utilizada exitosamente en un futuro transplante de CMH, y con
esto no malgastar los fondos en muestras que deban ser desechadas en el futuro por su

mala calidad.

De tal manera el proposito de este estudio es recopilar, por medio de una
encuesta, los factores maternos, obstétricos, neonatales y geograficos, recolectar los datos
del conteo de células nucleadas totales y de células CD34+ (es el marcador de superficie
con el cual se reconocen a las CMH) obtenidas en las muestras de SCU; todo esto para

poder realizar un analisis estadistico para determinar los factores de importancia y tener



una muestra adecuada para un futuro transplante. Con este analisis se espera poder tener
una posible referencia de factores que tienen que presentarse en el embarazo, parto y del
bebé para tener una muestra adecuada de CMH. Debido a que no se tiene bancos
publicos, el estudio se realizard con las muestras de SCU y las pacientes del banco

privado Biocells Discoveries desde Abril del 2006 a Febrero del 2009.

FUNDAMENTOS TEORICOS

El uso de células madre es unas de las grandes promesas a futuro en el campo de
la medicina. Su potencial uso en la medicina regenerativa y en el tratamiento de
enfermedades genéticas ha sido constantemente noticia en la comunidad médica. Estos
hechos han permitido un persistente avance en el entendimiento de su biologia y sus
propiedades, las cuales cada dia asombran mas (Higgs, 2008). Estudios recientes han
mostrado una gran éxito; ya que inclusive células somaticas totalmente diferenciadas
(como los fibroblastos de la piel) pueden ser reprogramadas y llegar a presentar
caracteristicas de células madres embrionarias, las cuales se las denomina células madres
pluripotenciales inducidas (Takahashi K, 2006). A pesar de que esta nueva rama de la
medicina avanza a pasos agigantados ain no existen definiciones exactas con respecto a
la naturaleza de los diferentes tipos de células madres; y debido a la extensa informacion
proporcionada en el Internet y la idiosincrasia al momento de dar definiciones existe
mucha confusion en este aspecto (Melton & Chad, 2006). Por esta razoén es importante

empezar tratando de definir lo que es una célula madre y sus diferentes tipos y describir



las propiedades de dichas células madres para determinar con mejor precision su

naturaleza.

HISTORIA Y DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS MADRE

Adicionalmente es importante hablar sobre el descubrimiento y la historia detrés
de las células madres. El campo de la investigaciéon y aplicacion de la medicina
regenerativa, y el estudio de la biologia celular de las células madres se inicié luego de
los estudios pioneros de Roy Stevens y Barry Pierce en teratomas y teratocarcinomas de
raton en los afios 1960’s. Stevens se enfocaba mas en desarrollar y explotar lineas de
raton con elevada incidencia en dichos tumores para encontrar el origen celular de estos
mismos. Por otro lado, Pierce se enfocaba en estudiar la naturaleza del teratocarcinoma
que le proporcionaba la cualidad de mantener un crecimiento infinito. Luego un
sorprendente experimento de Pierce en 1964 mostr6é de forma inequivoca, que al realizar
un transplante a un huésped histocompatible, una célula morfoldégicamente indiferenciada
podia dar crecimiento a un teratocarcinoma autosustentable con una amplia variedad de
tejido diferenciado. Esta célula se la dio el nombre de célula cancerigena embrionaria
(EC), la cual fue la primera célula pluripotencial en ser categorizada (Gardner, 2006).
Con el hallazgo de esta célula se iniciaron modelos de estudio en los aspectos del
desarrollo, lo cual generd una gran interrogante sobre la base de su malignidad; ;era

consecuencia de cambios genéticos o era simplemente porque células embrionarias no



pudieron relacionarse en sitios ectdpicos en que fueron transplantadas? La mejor forma
de resolver esto era colocando células EC en tejido embrionario y no en tejido adulto.
Esto derivo a otro estudio en donde se colocaron células (EC) en blastocitos normales. El
hallazgo volvid a sorprender, ya que se esperaba que las células se desarrollen de manera
maligna y eliminen al huésped, sin embargo se encontré que las células malignas del
donador continuaron con un desarrollo normal en casi la mayoria de 6rganos y tejidos del
huésped. De todas maneras se encontraron problemas ya que dichas células EC formaron
quimeras mas modestas y dispersas en la progenie y en algunos casos formaron tumores,
ya sean teratocarcinomas o mucho mas especificos como los rhabdomiosarcomas. Esto
generd que se realicen investigaciones en los blastocitos, extrayéndolos y colocandolos
en medios de crecimiento enriquecidos y, se desarrollaron una mayor cantidad de lineas
celulares de las que se obtenian de las células (EC). Estas células que exhibian las
mismas caracteristicas de la células (EC), pero sin tantos efectos adversos, se las llamo
células madres embrionarias (ES, por sus siglas en inglés de embryonic stem) (Gardner,
2006). Otro estudio que también colabor6 en el descubrimiento de células madre adultas
fue el estudio de Till y McCulloch en 1961; en este estudio se reportdé que las células
raras de la médula dsea de un raton al ser transplantadas en otro raton (el cual habia sido
irradiado de manera letal), migraban al bazo y generaban nddulos hematopoyéticos en
dicho o6rgano, nodulos que se derivaban de una célula clonada del raton donante. Esto
gener6 las bases tedricas para estudios posteriores de transplante medular, de la presencia
de células con capacidad de autorrenovacion, diferenciacion y propiedades especificas
dentro de la médula o6sea (es decir la presencia de las conocidas células madres

hematopoyéticas) (Yoder, 2009).



DEFINICION Y PROPIEDADES DE LAS CELULAS MADRE

Con todo este antecedente es importante definir que es una célula madre; a pesar
de que hay un extenso periodo de tiempo desde su descubrimiento no se ha llegado a una
definicion exacta. La mejor forma de definir una célula madre es por las propiedades que
esta presenta (Melton & Chad, 2006). Propiedades las cuales se requieren para los
multiples procesos de reemplazo celular a causa de pérdidas por dafios tisulares y
envejecimiento. Procesos como los que se ve en la médula 6sea, la cual produce una gran
cantidad de globulos blancos por minutos debido a la perdida de estos en el
mantenimiento de la inmunidad; de la misma manera se tiene las células epiteliales del
intestino y la piel que estdn en constante renovacion para mantener la integridad de dicha
capa (Yoder, 2009). De tal forma que una célula madre se define de manera funcional
como una célula con la capacidad de auto-renovacion y de la misma manera con la
capacidad de generar células diferenciadas. Es decir que tiene la capacidad de dividirse y
mantener las mismas propiedades de la célula madre o de dividirse en células con menor
potencialidad (Melton & Chad, 2006). En los animales vertebrado se tiene 2 tipos de
células madres: las células madres embrionarias ES y las células madres adultas, estas
ultimas son las células madres responsables de la regeneracion de tejidos especificos
(Yoder, 2009); es importante afadir un criterio adicional de definicion para el caso de las
c¢lulas madre adultas, ya que existen células madres adultas transitorias, es el criterio de
la auto-renovacion. Esta ultima propiedad debe de permanecer durante toda la vida de la

células, es decir del ser viviente, para considerar una célula adulta como célula madre



(Melton & Chad, 2006). Con todo esto es importante definir cada una de las propiedades
expuestas anteriormente. En primer lugar se tiene la auto-renovacion, como ya se indicd
anteriormente, es la propiedad de generar una capacidad proliferativa suficiente para
durar una vida entera, es decir ser inmortal. Segundo, se tiene la propiedad de
clonabilidad, que es la capacidad de producir una o mas copias exactas de dicha célula
(Melton & Chad, 2006). Por ultimo se tiene la propiedad de la potencialidad, debido a
que se conoce que las células madre poseen diferentes grados de potencialidad durante su
desarrollo, es importante definir la potencialidad segin sus diferentes tipos (ver figura 2).
Dentro de la potencialidad se tiene: 1) células totipotentes que poseen la capacidad de
generar todas la células necesarias del desarrollo, incluyendo las células necesarias para
el trofoblasto y la placenta (estas se encuentran en el zigoto y en las etapas mas temprana
del desarrollo embrionario); 2) células pluripotentes las cuales se pueden diferenciarse en
cualquier tipo de célula presente en uno de los tres tipos de tejidos embrionarios
(ectodermo, mesodermo y endodermo; 3) células multipotentes son las que tiene la
capacidad de diferenciarse en células pertenecientes a un linaje especifico (como son las
células madre hematopoyéticas, las cuales solo pueden formar células del componente
sanguineo); 4) células unipotentes, estas son células que solo pueden generar un tipo de
c¢lula madura manteniendo la capacidad de auto-renovacion, lo cual las diferencia de las
c¢lulas normales (como la células madres espermatogonicas) (Nandoe Tewarie, Hurtado,
Bartels, Grotenhuis, & Oudega, 2009) (International Society for Stem Cell Research,
2008). De esta manera una definicion mas acertada segun la funcionalidad de la célula
madre es: “una célula madre es entidad auto-renovable, clonable, multipotencial, de tal

manera que puede generar varios tipos diferentes de células” (Melton & Chad, 2006).



Con esto la International Society for Stem Cell Research define a una célula madre
embrionaria como una célula derivada del interior de la masa celular de un blastocito que
es auto-renovable, pluripotencial y teéricamente inmortal; mientras que la célula madre
adulta es una célula que se encuentra en los diferentes tejidos de un organismo
desarrollado las cuales permanecen en un estado indiferenciado, de donde se pueden
originar diferentes tipos de células especializadas del tejido que estas provienen

(International Society for Stem Cell Research, 2008).
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Figura 2. Etapas de diferenciacion desde célula
madre embrionaria hasta neurona. Fuente:
(Nandoe Tewarie, Hurtado, Bartels,
Grotenhuis, & Oudega, 2009)



DESARROLLO EMBRIONARIO DURANTE LA PRIMERA SEMANAS

Es importante recordar brevemente algo de embriologia para entender de donde se
obtiene las células ES, dentro de todo el desarrollo embrioldgico nos vamos a orientar en
la primera semana de desarrollo, ya que en esta es de donde se pueden obtener las células
ES. Luego de que el espermatozoide es liberado dentro de la vagina este hace su
recorrido hasta la trompa de Falopio, que es el lugar usual donde sucede la fertilizacion
del 6vulo. Al encontrarse el espermatozoide con el 6vulo se dan las diferentes fases de la
fertilizacion (ver figura 3). 1) Paso del espermatozoide a través de la corona radiata del
6vulo u oocito. 2) Penetracion en la zona pelucida. 3) Fusion de las membranas
plasmaticas del espermatozoide y oocito. 4) Finalizacion de la segunda fase de division
meidtica del oocito que genera un oocito maduro. 5) Ruptura de la membrana pronuclear
(aqui se da la condenacion de los cromosomas y su arreglo mitotico que lleva a la primera

division del zigoto, en esta etapa tenemos un célula de 46 cromosomas).
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Figura 3. Tlustracion de la fertilizacion. A) La corona radiada ha desaparecido, un
espermatozoide ha entrado al oocito y la segunda division meidtica ha ocurrido, resultando en la
formacion de un oocito maduro. B) La cabeza del espermatozoide se ha agrandado para formar
el prontcleo masculino. C) Los pronucleos se estan fusionando. D) El zigoto se ha formado, este
contiene 46 cromosomas, un nimero diploide. Fuente: (Moore & Persaud, 2008)

Al final de la fertilizacion se tiene la célula con 46 cromosomas y se inicia la
division celular del zigoto la cual ocurre aproximadamente 30 horas posteriores a la
fertilizacion. Las primeras cé€lulas en aparecer se las denomina blastomeros, y en cada
division van disminuyendo su tamafo. Esta division celular sucede mientras el embrion
se desplaza en la trompa de Falopio que aun permanece dentro de la zona peltcida. Al
momento que esta division celular llega a la etapa de 8 células, los blastomeros se
compactan en proceso denominado compactacion; en esta etapa existe una mayor
interaccion celular la cual es prerrequisito para la segregacion de la masa celular interna.

El momento que se tiene una division de 12 a 32 blastémeros se lo denomina morula,



dentro de esta, la masa celular interna toma el nombre de embrioblasto y los blastomeros
aplanados de la superficie toman el nombre de trofoblasto. El momento que esta morula
entra en la cavidad uterina (4 dias posteriores a la fertilizacion), el liquido de esta misma
atraviesa la zona pelucida formando un espacio de liquido denominado cavidad
blastocistica. Mientras este liquido continua ingresando las células de la morula se
diferencian a un mads, formando una capa externa denominada trofoblasto y una masa
celular interna denominada embrioblasto, para esta momento el blastocisto se ha formado

(figura 4).

Luego de que el blastocisto ha flotado durante 2 dias aproximadamente en la cavidad
uterina, la zona pelucida desaparece permitiendo que el blastocisto aumente de tamaio.
Aproximadamente 6 dias luego de la fertilizacién el embrion se adhiere al tejido
endometrial (figura 5), en ese momento la capa trofoblastica inicia un crecimiento rapido
e inicia una diferenciacion en dos capas: el citotrofoblasto (capa celular interna) y el

sincitiotrofoblasto (capa celular externa).
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Figura 4. Ilustracion de la division del zigoto y
formacion del blastocisto. A-D) Muestra las varios
estadios de la division. El periodo de la mérula se inicia
en la etapa de 12 a 32 células y se termina cuando el
blastocisto se ha formado. E y F muestran las secciones
del blastocisto. La zona pelicida desaparece en el
blastocisto tardio (5 dias). Los cuerpos polares
mostrados en A son células sin funcion que pronto se
degeneran. Fuente: (Moore & Persaud, 2008)

El sincitiotrofoblasto se extiende en el epitelio endometrial, e invade el tejido
conectivo endometrial para el final de la primera semana. El blastocito se entierra,
practicamente, en el endometrio gracias a enzimas proteoliticas del sincitiotrofoblasto
que degradan el tejido materno endometrial. Para este momento una capa de células

cuboides aparece en la superficie del embrioblasto, esta zona se denomina hipoblasto y se



ubica entre la masa celular interna y la cavidad blastocistica. Con esto tenemos la primera
semana del desarrollo embrionario que es la semana cuando se encuentran y se pueden

obtener las células ES. (Moore & Persaud, 2008).
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Figura 5. Unidon del blastocisto al epitelio
endometrial durante las etapas tempranas de su
implantacién. A) A sus 6 dias el trofoblasto esta
adherido al epitelio endometrial por el polo
embrionico del blastocisto. B) A los 7 dias el
sincitiotrofoblasto ha penetrado el epitelio y ha
iniciado la invasion al tejido conectivo endometrial.
Fuente: (Moore & Persaud, 2008)



PROPIEDADES DE LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Las células ES (embrionic stem), ya definidas anteriormente, son células con las
caracteristicas basicas de auto-renovacion , diferenciacion multilinear in vitro e in vivo,
clonabilidad, un cariotipo normal, proliferacion extensiva in vivo con condiciones
ambientales adecuadas, y la habilidad de ser congeladas y descongeladas y mantener su
funcion (Melton & Chad, 2006). Estas son caracteristicas que encontramos en las células
totipotenciales, es decir la célula primordial (el zigoto) y las células de la morula. Estas
son las células que tienen las caracteristicas necesarias para formar un ser viviente, es
decir poseen capacidad de formar el embrioblasto y el trofoblasto.

Las denominadas células ES son células que se obtienen en ratones para
estudiarlas y cultivarlas, estas células se forman en el dia 3 a 5 y se ubican en la masa
celular interna. Estas son células pluripotentes, ya que tienen la capacidad de
diferenciarse en cualquiera de los tres tejidos embrionales (ectodermo, endodermo y
mesodermo), pero no tienen la capacidad de formar tejido extra-embrional. A pesar de
que estas células tiene una duracion finita en el embrion, el momento que son extraidas y
colocadas en medios aptos para su adecuado desarrollo, estas pueden continuar con su
auto-renovacion, es decir se vuelven inmortales. Al momento de experimentar en células
ES, es importante recalcar la necesidad de colocarlas a estas en un monocapa de células
de raton alimentadoras ya sea con o sin un medio de condicién obtenido de células de
teratobma. Estas son condiciones tisulares necesarias para mantener células ES, pero sobre

todo ayudan a los investigadores aprovechar las extraordinarias propiedades que estas



células nos brindan, es decir la derivacion, la propagacion y la diferenciacion (Yoder,
2009).

Derivacion de células ES

Una de las principales propiedades que diferencian las célula ES de las célula madre
adulta es su pluripotencialidad, a diferencia de la multipotencialidad que poseen las
células madres adultas. Esto se suele probar en las células mES (murine embryonic stem,
siglas en inlgés) ya que al insertar una célula ES de un donante en un blastocisto receptor
y luego colocandolo en un medio de pseudoembarazo, se puede analizar posteriormente
la aparicion de quimerismo tisular en el embrion desarrollado. Las células ES humanas
(hES) obtenidas de blastocistos humanos (cultivadas en una monocapa de fibroblastos
especificos de raton con condiciones de crecimiento del medio especiales) también
poseen la misma propiedad de pluripotencialidad, la misma que se demuestra con el
desarrollo de teratoma en ratones inmunodeficientes (Yoder, 2009).

Propagacion de células ES

Unas de las cualidades que mas sorprende de las células ES es su capacidad de
expandirse in vitro y mantenerse indiferenciadas, esta propiedad llevo a sospechar que el
medio en que se cultivaban dichas células ayudaba a la capacidad de mantenerse
indiferenciadas. Afios después se descubrieron las moléculas presentes en el medio de
cultivo a las que se les atribuia que proporcionaban la cualidad de propagacion de las
células ES; las moléculas descubiertas fueron: el factor inhibidor de leucemia (LIF) y la
proteina morfogénica de hueso 4 (BMP4), las cuales junto al nicho de células
alimentadoras pueden mantener inmortales a las células mES. En el caso de las células

hES se tiene que el LIF no es necesario para su inmortalidad, y al exponerlas a BMP4



estas inician el proceso de diferenciacion. Se descubri6 que para mantener la
pluripotencialidad en las células hES es importante la sefial Wnt y en datos recientes se
ha visto la implicacion de la via activina/nodal y factor de crecimiento fibrobléstico
(FGF). Todo esto llevo a ver que no eran necesarios factores externos para mantener la
pluripotencialidad, si no mas bien factores intrinsecos (Yoder, 2009).

Diferenciacion de células ES

Se ha visto que al retirar el LIF de las células mES se estimula la diferenciacion, la cual
se puede obtener de tres métodos diferentes: apildndolas, colocandolas en una capa de
células alimentadoras permitiendo que interactuen, o situdndolas con proteinas de
matrices extracelulares. Pero lo mas importante es que para cumplir la propiedad de
diferenciacion tienen que mostrar la funcionalidad esperada del tejido diferenciado in
vitro como el mismo lo hace in vivo. Esta es una condicion que no se ha llegado a obtener

de manera satisfactoria (Yoder, 2009).

PROPIEDADES DE LAS CELULAS MADRE ADULTAS

Las células madres adultas son células clonables, auto-renovables y multipotentes
que se encuentran en varios de los tejidos adultos. Estas células se vuelven especificas
durante la embriogénesis segin el tejido que van a formar, es decir estas pueden ser
hematopoyéticas, intestinales, epiteliales etc. Su gran variedad es lo que dificulta su
entendimiento con respecto a su origen, esto ha llevado a producir dos teorias de como
estas aparecen durante la embriogénesis. La primera idea menciona que al igual que los

tejidos, las células madres adultas se originan en el tejido embrional respectivo, es decir



del ectodermo se origina el tejido nervioso y la piel por lo que de ahi se forman las

células madre de dichos tejidos (ver figura 6a).
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Figura 6a. Teoria sobre el desarrollo ontologico de las células madre. En este
modelo el desarrollo de las células madre ocurre luego de la formacién de las capas
germinales. Fuente: (Gearhart, Pashos, & Prasad, 2007). CMM: células madre
neuronales, CMP: células madre de la piel, CMH: células madre hematopoyéticas,
CMM: células madre mesenquimales, CMT: células madre tisulares, CMI: células
madres intestinales.

La segunda idea es que las células madres adultas multipotentes, al igual que las
células primordiales germinales, se escapan (por asi decirlo) de la gastrulacion y
diferenciacion en tejidos embrionarios dando origen a las células madres adultas. Dentro
de los varios tipos de células madres adultas dos son las que mejor entendimiento se tiene
con respecto a su origen, las células madre hematopoyéticas (CMH) y las células madres

neuronales (CMN) (ver figura 6b) (Melton & Chad, 2006).
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Figura 6b. Teoria sobre el desarrollo ontologico de las células madre. En este modelo el
desarrollo de las células madre ocurre luego de la formacion de las capas germinales.
Fuente: (Gearhart, Pashos, & Prasad, 2007). CMM: células madre neuronales, CMP:
células madre de la piel, CMH: células madre hematopoyéticas, CMM: células madre
mesenquimales, CMT: células madre tisulares, CMI: células madres intestinales.

Se ha encontrado que las CMH aparecen luego de la gastrulacion en los ratones, pero
CMH con las mismas propiedades del las CMH adultas se han encontrado solamente en
estadios embrionarios mediales (Weissman, 2000). El primer sitio de le hematopoyesis en

3

el ratobn es en el “yolk sac” extraembrionario, luego esta ocurre en la region
intraembridnica aorta-gonada-mesonefros (AGM). El que de estos sitios se desarrolla el
sistema hematopoyético adulto y las CMH es todavia un misterio. Por otro lado se tiene
las CMN en las cuales se ha encontrado que su desarrollo al parecer se inicia con la

formacion del tejido nervioso a partir del ectodermo embrionario luego de la

gastrulacion. La frecuencia y lugar exacto de aparecimiento de las CMN dentro del



neuroepitelio en desarrollo es atn desconocido (Melton & Chad, 2006). Un hallazgo
interesante es que al parecer las CMN son células que adquieren informacion posicional y
temporal, ya que al aislar CMN de diferentes lugares de la placa neural estas dan
progenie segun su lugar respectivo. De la misma manera se ha encontrado que CMN mas
“jovenes” tienden a generar neuronas, mientras que CMN madas “viejas” tienden a
diferenciarse en células gliales. Otro hallazgo muy interesante es que CMN maduras son
incapaces de desarrollar células apropiadas para estadios mas tempranos del desarrollo
neuronal (Temple, 2001). A pesar de que todavia hay un gran camino por recorrer en la
que respecta a la ontogenia de las células madres y en especial la forma de aprovechar las

células madres adultas para fines terapéuticos.

FASES DEL CICLO CELULAR

Es importante rescatar que las células madres adultas son las maestras cuando se habla de
entrar y salir en la etapa GO (Pollard & Earnshaw, 2008). Si recordamos las etapas de la
division celular vemos que dicho proceso esta constituido de 4 etapas fundamentales, que
son las siguientes (figura 7):
1. Fase S: en esta sucede todo lo involucrado a la sintesis del DNA, es decir una
célula diploide 2N se replica formando una célula tetraploidea 4N. Esta fase
puede ser extremadamente rdpida, tomando unos minutos como en el embrion, o
demorarse dias como en los tejidos adultos.
2. Fase M: esta es al fase de la mitosis, es decir de la division celular. En esta fase

tenemos cuatro subfases mas: profase, prometafase, metafase y telofase.



3. Fase Gj: esta es la fase entre la fase M y S, es el periodo en que la célula se
prepara para una nueva division, es el periodo de crecimiento celular. Esta fase es
la que controla el ritmo de proliferacion, o sea, el tiempo que una célula pasa en
Gl es inversamente proporcional a su tasa de replicacion. En esta fase se
encuentra un punto clave, este punto se lo denomina punto R o restrictivo; este es
el punto que al superarlo la célula inicia su etapa de sintesis de ADN sin importar
los nutrientes o factores de crecimiento que tengan, en esta fase es donde la célula
puede poner en STOP a la duplicacion hasta tener los elementos necesarios.

4. Fase Gy: esta es al fase entre S y M, es una fase automatica en donde la célula se
prepara para dividir.

5. Fase GO: esta es una fase que no entra en el ciclo celular, esta es una fase de no
proliferacion que las células pueden permanecer por mucho tiempo hasta ser
estimuladas. Esta es la fase que las células madre permanecen hasta ser necesario

su uso (Pollard & Earnshaw, 2008).

NICHOS DE CELULAS MADRE ADULTAS

A pesar de que los origenes y la ubicacion durante la embriogénesis de las células
madres adultas no es claro, es lo contrario con respecto al adulto. Las células madres
adultas se localizan normalmente en sitios especificos denominados nichos; en estos
nichos las células madre no estan completamente diferenciadas, pero poseen un potencial

proliferativo controlado y robusto con la capacidad de auto-renovacion y diferenciacion



al momento de dividirse (Yoder, 2009). Esto hacia sospechar de que las células madre

poseian estos

Figura 7. El ciclo celular. El ciclo celular somatico esta dividido en fases de replicacion
de ADN (S), mitosis (M) y los fases entre estas (G, entre My S; G, entre S y M). Gy no
se muestra por simplicar el grafico, pero fuese una flecha circular saliendo y entrando a
G. El punto en G; tardio en el cual las células se comprometen a la replicacion de ADN
se denomina punto de restriccion (R). El circulo interno muestra el patron de la
fosforilacion de Rb durante el ciclo celular . Los lugares donde las ciclinas individuales
(A, B, D1, D2, E) aparecen durante el ciclo celular esta graficado por los arcos
externos. Fuente: (Pollard & Earnshaw, 2008).

mecanismos regulatorios de manera intrinseca, pero estudios recientes han mostrado que
los nichos ayudan mucho a mantener estas propiedades, al proporcionar microambientes

protectivos y regulatorios (Li & Xie, 2005).



CELULAS MADRE ADULTAS SIMILARES A CELULAS MADRE

EMBRIONARIAS

A pesar de que existen diferencias marcadas entre las células madres adultas y las
c¢lulas madres embrionarias, estudios recientes han logrado que una célula madre adulta
de raton regrese a estado similar al de una célula madre embrionaria (Gearhart, Pashos, &
Prasad, 2007). En este estudio se requirid escoger fibroblastos que puedan ser
pluripotenciales, bajo el criterio de expresion de Fbx/5 (un gen que se expresa en células
pluripotentes). Al tener dichos fibroblastos necesarios, estos fueron infectados con
retrovirus que contenian los genes necesarios para inducir pluripotencialidad, los genes
necesarios para dicha caracteristica fueron Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc. Estas células
similares a células madres embrionarias (ESL, embryonic stem-like cells) fueron capaces
de producir teratomas al ser transplantadas en huéspedes inmunosuprimidos, pero
fallaron en producir quimerismos en un adulto vivo (Takahashi K, 2006). Luego de este
estudio se realizaron tres mas en donde se obtuvieron células madres pluripotenciales de
mayor calidad, las cuales fueron capaces de obtener quimerismos en un ratén adulto vivo.
La variable que presentaron estos tres estudios independientes es en el proceso de
seleccion de los fibroblastos. Takahashi y colaboradores escogieron fibroblastos que
expresen Fbx15, un factor presente en células pluripotenciales, mientras que el resto de
estudios escogid los fibroblastos que expresaban Nanog o Oct3/4, los cuales son factores

necesarios para la pluripotencialidad (Gearhart, Pashos, & Prasad, 2007). A pesar de todo



estos avances el realizar estos estudios en células humanas es limitado ya que los factores
necesarios para pluripotencialidad pueden diferir o ser mas que los necesarios para los
ratones. El poder generar una célula ESL humana promete mucho para la solucion de
problemas éticos involucrados en el uso de células ES en tratamiento de enfermedades,
ya que el dafio al embridn nunca sucederia y la potencialidad de esta es mucho mayor que
cualquier otra célula madre adulta que son las que actualmente se utilizan hoy en dia para

muchos tratamientos.

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS DE SANGRE DE CORDON

UMBILICAL

A pesar de todos los avances en el campo de las células madres embrionarias y
adultas, las células madres adultas, a pesar de su menor potencialidad, siguen siendo las
mas utilizadas para terapias médicas. Esto se debe mucho a que las células embrionarias
estan en constante debate debido a sus implicaciones éticas y a su gran potencialidad de
malignidad, ya que en experimentos animales al ser estas inyectadas en ratones
inmunosuprimidos tienden a formar teratomas (Bhattacharya & Stubblefield, 2009). Con
todo esto las células madres adultas son las preferenciales para aplicaciones clinicas; en
especial las células madres hematopoyéticas (CMH) por sus grandes resultados para
tratamientos de enfermedades hematologicas. La mayoria de tratamientos aplicados al
momento han sido con células obtenidas de al médula dsea, ya sea del paciente o de
algin donante. Pero con el descubrimiento de células madres hematopoyéticas y

mesenquimales en el cordon umbilical, y sobre todo las ventajas que se tiene sobre las



extraidas en meédula 6sea, su uso ha ido aumentando para aplicaciones clinicas
obteniendo buenos resultados.

Las células madre de sangre de cordon umbilical (SCU) fueron utilizadas por
primera vez en los afios 1960’s. En estos afios se considero6 al cordon umbilical como una
fuente de CMH en el estudio de Ende y Ende, donde utilizaron sangre de cordéon
umbilical para tratar un nifio con leucemia. En este primer reporte se recolecto la SCU de
8 donantes y se infundi6 por 17 dias en un nifio de 16 afios con leucemia linfoblastica
aguda, la cual habia sido manejada previamente con 6-mercaptopurina y prednisona. A
pesar de que no se obtuvo reconstitucion, se reporto una alteracion en los antigenos de la
sangre, esto sugirié un quimerismo por parte de una de las muestras transfundidas (Ende
M, 1972). Con esto los estudios de Koike (Koike, 1983) y Vidal (Vidal, 1985) sugirieron
que la SCU podria tener suficiente nimero de CMH para transplantes, por lo que Koike
mostro que existe la posibilidad de criopreservar las CMH manteniendo su viabilidad y
capacidad proliferativa. Todos estos trabajos conllevaron a que en Octubre 6 de 1988 se
de con éxito el primer transplante humano de SCU en un nifio con anemia de Fanconi, en
el cual se obtuvo con éxito quimerismo completo, tanto en la serie mieloide como en la
serie linfoide (Gluckman E, 1989). Ahora se sabe que en el cordon umbilical existen
c¢lulas madres hematopoyéticas las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en
cualquier componente linfoide o mieloide; otros estudios han mostrado que en el cordon
umbilical también se encuentra, en menor cantidad que las CMH, células madres
mesenquimales (CMM). Las células madres mesenquimales son células madres
multipotentes capaces de diferenciarse en el linaje del tejido conectivo, es decir pueden

diferenciarse en hueso, cartilago, tejido adiposo y con condiciones de induccion



adecuadas tiene hasta la capacidad de convertirse en células similares a hepatocitos y
neuroglias. Por estas propiedades estas células se denominan como pluripotenciales y se
las categorizan también como células ESL’s por la capacidad de diferenciarse en
cualquiera de los tres tejidos primordiales (Oscar, Tom, & Chen, 2004). Pero las CMM
no solo se encuentran en el cordéon umbilical, también se las ha encontrado en la médula
Osea y en el tejido adiposo (Zuk PA, 2002), pero debido a la complicada forma de
recoleccion de estos dos ultimos, el cordon umbilical sigue siendo una mejor alternativa
de recoleccion de CMM.

El otro tipo de células madres que se encuentran en la SCU son las CMH las
cuales también son células auto-renovables, diferenciables y multipotentes; se ha visto
que estas células son mas primitivas de que las que se encuentran en la médula 6sea. Esto
se ha observado en estudios de laboratorio en donde se ha mostrado un incremento en la
frecuencia y en la capacidad proliferativa sobre las células madre de médula 6sea. A
pesar de que estas células se encuentran en un estado lento de GO/G1 su respuesta a la
proliferacion es bastante rapida (Broxmeyer, 2006). A parte de las diferencias en lo que
respecta a su biologia hay también ventajas y desventajas en lo que respecta al uso de
CMH para transplantes, ya sea de cordon umbilical o de médula 6sea.

Las CMH pueden ser utilizadas ya sea para un transplante alogénico o autdlogo si
el caso amerita. Actualmente las CMH que se usan para tratamientos clinicos son
obtenidas, ya sea de médula 6sea o de sangre periférica, Unicamente para un uso
inmediato. Por esta razon estas células son procesadas solo para cuestiones de separacion
del resto de componente de la sangre, a estas células no se las separa para poderlas

criopreservar, como es el caso de las células madre hematopoyéticas de cordon umbilical



(CMH-CU). Este tipo de células suelen ser criopreservadas para ser utilizadas en un
futuro y no de forma inmediata. La mayor ventaja que se observa de las CMH-CU sobre
las CMH de médula 6sea es, que debido a su inmadurez, el mismatch del antigeno
leucocitario humano (HLA sus siglas en ingles) no necesariamente se correlaciona con un
incremento en el riesgo de desarrollar una enfermedad de injerto versus huésped (GVHD)
(Grewal, Barker, Davies, & Wagner, 2003) (Gluckman, Rocha, & Boyer-Chammard,
Outcome of cord-blood transplantation from related and unrelated donors, 1997)
(Wagner, Barker, & DeFor, 2002). La sangre de cordon también posee otras ventajas
sobre las CMH de médula 6sea: el cordon umbilical posee una mayor concentracion de
células hematopoyéticas altamente proliferativa (Wang, Doedens, & Dick, 1997), pero
posee un pequeiio numero de células madres (Hogan, EJ, & McNulty, 1997); otra ventaja
es que la recoleccion de la sangre de cordon es mas facil y tiene una menor morbilidad y
malestar para el paciente. Una de las desventajas de la sangre de cordon umbilical es el
disminuido numero de células madres que se pueden obtener, actualmente se recomienda
que la dosis de células madre para un transplante sea de 1.5 x 10’ (Grewal, Barker,
Davies, & Wagner, 2003) a 2.0 x 10’ (Rocha, Labopin, & Sanz, 2004) (Gluckman,
Hematopoietic stem-cell transplants using umbilical-cord blood, 2001), idealmente > 4.0
x10” de células nucleadas por Kg. de peso del receptor. Esta es la mayor desventaja frente
al uso de las CMH-CU, la cual se esta intentando de superar con el desarrollo de técnicas
para poder aumentar la cantidad de CMH-CU.

Como se ha mencionado la cantidad necesaria para un transplante de adulto de
c¢lulas madres hematopoyéticas suele ser muy elevado para lo que nos ofrece la sangre

de cordon umbilical, por esta razon se han investigado posibles soluciones para aumentar



la cantidad de CMH-CU, soluciones como: uniéon de dos muestras de SCU vy
amplificacion ex vivo de CMH-CU. Al momento todas estas soluciones estan en etapa de
estudio y algunos mas avanzados que otros, pero al momento todavia no hay ninguna
solucioén para el bajo nimero de CMH-CU. La unién de dos muestras causo preocupacion
en la comunidad cientifica al inicio, ya que podria ocasionar un rechazo bidireccional, a
la final no se observo dicha situacion en la practica. En un estudio piloto de 23 pacientes
con problemas mieloproliferativos, se mostr6 que el uso de doble muestra de SCU es
seguro (Barker JN, 2005). En este estudio se realizo seguimiento de 23 pacientes
manejados con transplante doble de SCU en donde se encontr6 una recuperacion
mieloide en 23 dias; la actualizacion de este estudio con 58 pacientes llegd a mostrar una
recuperacion mieloide de 91% en tan solo 42 dias. A pesar de que se muestra que el
utilizar doble muestra de SCU mejora la chance de recepcion, hay un 57% de riesgo a
100 dias de desarrolla enfermedad injerto vs. huésped de tipo IL, IIl y IV. A pesar de esto
se encontrd enfermedad injerto vs. huésped de tipo II-IV en 16% de los pacientes y un
rechazo completo del transplante a 6 meses de 18%, la sobrevida a 2 afios fue de 57%.

Por otro lado la amplificacion de CMH-CU es algo que al momento falta mucho por
avanzar, en estos ultimos 10 afios no se a mostrado que exista alguna toxicidad al infundir
CMH amplificadas, pero tampoco se ha visto una mejora clinica significativa. Esto se
puede deber a que el disefio del estudio de la amplificacion no fue adecuado ya que la
muestra inicial de SCU se la dividio en dos, una dosis se administro al inicio y la
siguiente se amplifico y se administré después. Con esto surgen dos problemas bésicos:
primero, debido a que las células amplificadas fueron infundidas después no se pudo

saber si es que existid un impacto en recuperacion mieloide; segundo, no es posible saber



si las células exitosamente transplantadas fueron las expandidas o las no expandidas. Por
esta razén se esta iniciando estudios para poder determinar si las células amplificadas
tienen funcionalidad biologica el momento del transplante; por esta razén se esta
utilizando division de la SCU previa a criopreservacion para que de esta manera se pueda
transplantar la muestra original y la amplificada al mismo momento. Estas solucion
aparentan mostrar una futura solucion para el problema del nimero de células madre de

sangre de cordon umbilical.

EXPANSION DE CMH DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Ya que las soluciones para el bajo conteo de células madres para tratamientos de
transplante en adultos contintan en fases investigas, otros trabajos han surgido los cuales
investigan los posibles factores maternos y neonatales que podrian influenciar en el
conteo de CM-SCU. Se ha visto que en estudios anteriores sobre la relacion entre factores
maternos/neonatales y la cantidad de células madre CD34+ algunos patrones han
empezado a emerger, se ha observado que el peso al nacimiento se relaciona
positivamente con el contaje de células nucleadas totales y células madre CD34+ (Jones,
Stevens, & Rubinstein, 2003) (Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004),
también se observo que los infantes femeninos poseian mayor cantidad células madres

que los infantes de sexo masculino (Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya,



2004). Con esto estudios focalizados a investigar los factores maternos y neonatales que
influencian en las células nucleadas totales (CNT), en el volumen de SCU recolectado y
en las CM-SCU o células madres CD34+ (por el marcador de superficie con el que se les
reconoce) empezaron a aparecer. En estos se ha visto que el peso al nacimiento tiene una
gran influencia en lo que respecta a las CNT y CD34+ contados (McGukin, Basford,
Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007) (Ballen, et al., 2001) (Omori, et al., 2008)
(Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004). Otro factor que continua
mostrando cierta influencia en la cantidad de células, es el sexo del infante (Mancinelli, et
al., 2006), mientras que en otros estudios no se han encontrado valores significativamente
diferentes entre ambos sexos (McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007);
por lo que atin permanece la duda si en realidad el sexo al nacer tiene alguna influencia
en la cantidad de CNT y células madre CD34+. Un factor materno que al parecer tiene
influencia en la cantidad de células recolectadas es la edad de la madre y su paridad. Se
ha visto que en madres con su primer embarazo al ser < 25 afios presentan mayor
cantidad de células, las cuales van disminuyendo al aumentar la edad y paridad de la
mujer (Omori, et al., 2008) (McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007)
(Ballen, et al., 2001) (Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004). Por
ultimo se tiene que la edad gestacional con la que nacen los bebes tiene una relacion
estadisticamente significativa con la cantidad de células madres CD34+ y CNT (Jones,
Stevens, & Rubinstein, 2003)(Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya,
2004)(McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007)(Ballen, et al.,

2001)(Omori, et al., 2008)(Askari, Miller, Chrysler, & McCullough, 2005).



METODOLOGIA

OBJETIVO GENERAL
Determinar los factores maternos, obstétricos, neonatales y geograficos que influencian
con la cantidad de células totales nucleadas y células madres CD34+ recolectadas en
sangre de cordon umbilical.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Determinar la concentracion media de células nucleadas, células madre CD34+ en
las muestras de sangre de cordon umbilical
* Determinar el volumen medio de sangre de cordon umbilical obtenido en las
muestras.
* Determinar si existe una diferencia en la concentracion de células madre entre los
nifios nacidos en altitudes menores y mayores de 1000m.
DISENO DEL ESTUDIO
La primera etapa de este estudio consistio en la elaboracion de una encuesta
(Anexo 1) para recopilar los datos sobre antecedentes maternos, datos del embarazo y
datos del bebe al nacimiento. Esta encuesta se envio via email o se la realizd por via
telefonica, a cada cliente que decidid preservar las células madres de sangre de cordon
umbilical en Biocells Discoveries. Los datos sobre la cantidad de células madre CD34+ y
de células totales nucleadas se obtuvo de los registros que mantiene Biocells Discoveries
sobre cada una de las muestras procesadas. Los datos de laboratorio y
maternos/neonatales se tabularon en el programa estadistico SPSS para realizar el analisis

estadistico, donde se realizaron pruebas de relacion no paramétricas y de correlacion.



TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio de cohorte retrospectivo de tipo descriptivo ya que se realizé una
descripcion y correlacion de los factores maternos/neonatales y de los resultados de
laboratorio obtenidas. Por otro lado es un estudio retrospectivo ya que se estd

recolectando datos pasados sobre la madre, bebe y las muestras de cordon umbilical.

POBLACION DEL ESTUDIO Y TAMANO DE LA MUESTRA
El universo consistio en todas las muestras que han sido procesadas y
almacenadas en Biocells Discoveries, por lo que el marco muestral consiste en todo el

universo.

CRITERIOS DE INCLUSION

* Todos los pacientes que hayan recolectado sangre de cordén umbilical y se le ha
criopreservado en las instalaciones de Biocells Discoveries desde Abril del 2006
hasta Febrero del 2009.

* Todas las muestras que posean datos sobre el nimero de células nucleadas totales y el
porcentaje de células madre CD34+ que hayan sido analizados en NetLab Ecuador.

* Las madres que llenen adecuadamente el cuestionario sobre el parto, el embarazo y el

bebé.



CRITERIOS DE EXCLUSION

* Las madres que no hayan respondido adecuadamente el cuestionario de factores
maternos y neonatales.

* Clientes de Biocells de las que no se tengan datos de contacto.

* Las muestras que pertenecen a gemelos, ya que en los registros de Biocells no se tiene

determinado que muestra es del primer gemelo y cual del segundo gemelo.

CATEGORIZACION DE VARIABLES

* Total de células nucleadas: Es la variable dependiente numérica que consiste en el
numero de células nucleadas totales que se obtiene luego del proceso de separacion,
la cual se obtendra de los archivos de Biocells Discoveries. No se la codificara se la
manejard como una variable continua.

* Porcentaje de células CD34+: Variable dependiente numérica que consiste en el
porcentaje de células madre de baja densidad o CD34+ del total de células nucleadas,
la cual se obtendra de los archivos de Biocells Discoveries. Se la tratard como una
variable continua.

* Numero de células CD34+: Variable dependiente numérica que consiste en el nimero
de células madre de baja densidad o CD34+ la cual se obtendra de multiplicar el
numero de células nucleadas totales por el porcentaje de CD34+. Se la tratard como
una variable continua.

* Peso de la muestra de sangre de cordon umbilical: Variable dependiente numérica que

consiste en el peso en gramos obtenidos de sangre de cordon umbilical recolectado en



las muestras, el cual se obtendra de los archivos de Biocells Discoveries. Se la tratd
como una variable continua.

Altitud: Esta variable independiente numérica se catalogé seguin la ciudad en donde
se realiz6 el parto obteniéndose la altitud de dicha ciudad, dato que se obtendra de la
base de datos de Biocells Discoveries. Se la tratd como una variable continua.

Edad de la madre al momento del parto: Esta variable independiente numérica se
recolectd por medio de un cuestionario que se enviara por e-mail a las madres, la cual
expresa la edad en afios cumplidos de la madre al momento del parto que corresponde
a la muestra procesada. Se la traté como una variable continua.

Grupo sanguineo de la madre: Esta variable independiente categorica se recolecto por
medio de un cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa el tipo
de grupo sanguineo con factor Rh de la madre. Se codifico de la siguiente manera: A+
(0), A- (1), B+ (2), B- (3), AB+ (4), AB- (5), O+ (6), O-(7)

Grupo sanguineo del padre: Esta variable independiente categdrica se recolectd por
medio de una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual expresa el
tipo de grupo sanguineo con factor Rh del padre. Se codifico de la siguiente manera:
A+ (0), A- (1), B+ (2), B- (3), AB+ (4), AB- (5), O+ (6), O-(7)

Madre fumé durante embarazo: Esta variable independiente categorica se recolectd
por medio de un cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual expresa si
la madre fumé durante el embarazo que corresponde a la muestra procesada. Se
codifico de la siguiente manera: No (0), Si (1).

# de cigarrillos por dia: Esta variable independiente se recolectd por medio de una

cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa si es que la madre



fuma especifica el numero de tabacos al dia que fumé durante el embarazo que
corresponde a la muestra procesada. Se codifico de manera continua.

Padre fumé durante embarazo cerca de la madre: Esta variable independiente
categorica se recolecté por medio de una cuestionario que se envio por e-mail a las
madres, la cual expresa si el padre fumo cerca de la madre durante el embarazo que
corresponde a la muestra procesada. Se codifico de la siguiente manera: No (0), Si
(1).

# de cigarrillos por dia: Esta variable independiente numérica se recolectd por medio
de una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual expresa si es que el
padre fuma, especifica el nimero de tabacos al dia que fumé durante el embarazo
cerca de la madre que corresponde a la muestra procesada. Se le tratd como una
variable continua.

Madre ingiri6 alcohol durante embarazo: Esta variable independiente categorica se
recolectd por medio de una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, expresa
si la madre tomo6 alcohol durante el embarazo que corresponde a la muestra
procesada. Se codifico de la siguiente manera: No (0), Si (1).

Presencia de anemia en el embarazo: Esta variable independiente categorica se
recolectd por medio de un cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual
expresa si la madre sufrid anemia durante el embarazo que corresponde a la muestra
procesada. Se codifico de la siguiente manera: No (0), Si (1).

Presencia de hipertension gestacional: Esta variable independiente categérica se
recolectd por medio de una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual

expresa si la madre sufrid presiones elevadas >140/90 durante el embarazo que



corresponde a la muestra procesada. Se codifico de la siguiente manera: No (0), Si
(1).

Presencia de preeclampsia en el embarazo: Esta variable independiente categorica se
recolectd por medio de un cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual
expresa si la madre sufri6 de preeclampsia durante el embarazo que corresponde a la
muestra procesada. Se codificé de la siguiente manera: No (0), Si (1).

Presencia de eclampsia en el embarazo: Esta variable independiente categorica se
recolectd por medio de un cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual
expresa si la madre sufrio de eclampsia durante el embarazo que corresponde a la
muestra procesada. Se codificéd de la siguiente manera: No (0), Si (1).

Presencia de Diabetes Gestacional: Esta variable independiente se recolectd por
medio de una cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa si la
madre sufrio de diabetes gestacional es decir de valores elevados de glucosa >95
mg/dL en ayunas durante el embarazo que corresponde a la muestra procesada. Es
una variable categorica la cual se codificé de la siguiente manera: No (0), Si (1).
Cambio en libras de peso durante el embarazo: Esta variable independiente numérica
se recolectd por medio de un cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la
cual expresa el aumento de peso en kilogramos de la madre en el embarazo que
corresponde a la muestra procesada. Su trato fue el de una variable continua.

Numero de embarazo: Esta variable independiente numérica se recolectara por medio
de una cuestionario que se enviara por e-mail a las madres, la cual expresa el nimero
de embarazo que corresponde a la muestra procesada. Se codificara de manera

continua.



Numero de abortos previo al embarazo: Esta variable independiente numérica se
recolectd por medio de un cuestionario que se enviopor e-mail a las madres, la cual
expresa el numero de abortos que sufrid6 la madre previos al embarazo que
corresponde a la muestra procesada. Se codifico de manera continua.

Tipo de Parto: Esta variable independiente categorica se recolectd por medio de un
cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual expresa el tipo de parto que
corresponde a la muestra procesada. Se codificod de la siguiente manera: parto normal
(1), cesarea (2).

Sufrimiento fetal durante labor: Esta variable independiente categdrica que se
recolectd por medio de una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual
expresa si existid sufrimiento fetal agudo, es decir si hubo disminuciones o aumentos
de la frecuencia cardiaca fetal, durante el parto que corresponde a la muestra
procesada. Se codifico de la siguiente manera: no (0), si (1), no sabe (2).

Presencia de meconio en liquido amnidtico: Esta variable independiente categdrica
que se recolectd por medio de un cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la
cual expresa si se tuvo tinte meconial durante el parto que corresponde a la muestra
procesada. Se codifico de la siguiente manera: no (0), si (1), no sabe(2).

Edad Gestacional del bebe el momento del parto: Esta variable independiente
numérica se recolectdé por medio de una cuestionario que se envid por e-mail a las
madres, la cual expresa un estimativo en semanas de la edad que tenia el bebe, que
corresponde a la muestra procesada, al nacimiento. Se codificé de manera continua.
Sexo del bebe: Esta variable independiente categodrica que se recolectd por medio de

una cuestionario que se envid por e-mail a las madres, la cual expresa el sexo del



bebe que corresponde a la muestra procesada. Se codifico de la siguiente manera:
masculino (1), femenino (2).

* Peso del infante: Esta variable independiente numérica se recolectd por medio de una
cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa en gramos el peso
del bebe, que corresponde a la muestra procesada, al momento del nacimiento. Se
codificd de manera continua.

* Talla del infante: Esta variable independiente numérica se recolectd por medio de una
cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa en centimetros la
talla del bebe, que corresponde a la muestra procesada, al momento del nacimiento.
Se codificé de manera continua.

* Grupo sanguineo del infante: Esta variable independiente categorica se recolectd por
medio de un cuestionario que se envio por e-mail a las madres, la cual expresa el tipo
de grupo sanguineo con factor Rh del bebe que corresponde la muestra procesada. Se
codifico de la siguiente manera: A+ (0), A- (1), B+ (2), B- (3), AB+ (4), AB- (5), O+

(6), O-(7).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa SPSS Statistics 17. En el analisis
se utilizaron estadisticas descriptivas como porcentajes, promedios con sus desviaciones
estandar, asi como histogramas de frecuencia. Se realiz6 una comparacion de medias con
prueba no paramétricas K independiente usando la prueba de Kruskal-Wallis. También se
realizo correlaciones y regresiones lineares utilizando coeficientes de correlacion

paramétricos y no parameétricos.



MATERIALES

RECOLECCION DE LA MUESTRA Y PROCESAMIENTO

La recoleccion de la muestra se realiza de acuerdo al protocolo manejado en
Biocells Discoveries. El protocolo que se utilizada para la recoleccion de la muestra es el
siguiente: luego del parto (ya sea parto o cesarea) se coloca una doble grapa en el cordon
umbilical a 3 0 6 cm desde el ombligo del recién nacido, se corta el cordon sobre las
grapas. Luego de cortar el corddn se realiza una venopuncion con el equipo de venoclisis
en la vena umbilical, se deja que se llene la bolsa recolectora. La muestra es enviada al
laboratorio donde se procesa la muestra. En este se centrifuga la muestra para separa las
células de baja densidad CD34+ del resto de componentes de la sangre. Luego de la
separacion se extrae una muestra para determinar la cantidad de CNT y de células madres
CD34+. La muestra centrifugada es luego criopreservada con nitrogeno liquido en
contenedores especiales que mantienen las muestras en -170°C aproximadamente, para

poderlas mantener durante una vida entera.

RECOLECCION DE DATOS

La recoleccion de los datos maternos y neonatales se realizd por medio de una
encuesta la cual se envid via email y via telefénica. La encuesta se encuentra en el anexo
1. Los datos sobre la cantidad de células nucleadas totales y células madre CD34+ se

obtuvo de las carpetas de Biocells Discoveries.



RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Desde Abril del 2006 hasta Febrero del 2009 recolectaron 750 muestras
procesadas por Biocells Discoveries de las cuales solo 150 cumplieron con los criterios
de inclusion, en donde se obtuvo los datos obstétricos y neonatales de 129 muestras. En
la Tabla 1 se presenta las caracteristicas de la poblacion estudiada (anexo 2, tabla 1

completa).

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de cordon umbilical y los factores

maternos/neonatales (incompleta).

# (%) Media s.d.(+/-) Mediana Minimo
CNT (x10%) 129 5,17 2,434 4,80 0,40 16,00
CD34+ (x10°) 129 16,27 8,888 15,18 1,32 43,56
MUE Peso (g) 129 107,82 25,586 109,00 43 183
Region
Costa 41 (32)
STRA Sierra 87 (68)
Edad materna 129 30,98 4,690 30,00 17 42
# emb. prev.
S DE 0 47364
1 45 (34.9)
2 25(19.4)
SAN >3 12 (9.4)
# de Abortos
0 93(72.1)
GRE 1 28(2L7)
>2 8(6.2)
Peso ganado 129 26,74 10,982 25,00 -6 70
DE Sexo del bebé
Masculino 70 (54,3)
Femenino 59 (45,7)
COR Edad (semanas) 129 38,40 1,406 38,00 33 41
Peso al nacer (g) 129 3188,02 516,171 3182,00 1470 4900
DON Talla al nacer (cm) 129 49,04 3,022 49,00 36 57
s.d.: desviacion estandar; CNT: células nucleadas totales. Referirse a Anexo 2 para tabla completa.
UMBILICAL

En el estudio realizado se recolecto los datos de las muestras de cordon umbilical
de 129 pacientes. Si nos referimos a la Tabla 1 se puede encontrar que el volumen medio
es de 107, 82mL (+/-SD 25,6 mL) con el menor volumen siendo de 43ml y el mayor de

183mL. Al observar los datos de las CNT, encontramos que existe una media de 5,2 (+/-



SD 2.4) x 108; con un valor minimo de 0,4 x 108 y un maximo de 16 x 10%. Por ultimo
podemos encontrar que las células de baja densidad CD34+ tienen una media 16,3 (+/-SD
8,88) x 10° con un valor maximo de 43,6 x 10° y un minimo de 1,3 x 10°.

Al observar el grafico 1a y 1b (anexo 3) se puede ver que la distribucion de las
CNT y de las células de baja densidad CD34+ es una distribucion anormal, por lo que se
utilizd pruebas no paramétricas para el estudio. En el grafico 2 y 3, respectivamente,
podemos observar que existe una correlacion positiva entre CD34+ y volumen de la

muestra al igual que TNC con el peso de la muestra.

FACTORES GEOGRAFICOS

De las 129 muestras se observo que pertenecian a 6 ciudades principales (Quito,
Latacunga, Ambato, Cuenca, Manta y Guayaquil) por lo que se agrupd en 2 grupos:
Sierra (Quito, Cuenca, Ambato y Latacunga) y Costa (Manta y Guayaquil); donde las
ciudades de la Sierra se encuentran sobre los 1000m de altura y las ciudades de la costa
se encuentran por debajo de los 1000m de altura. Con esto tenemos 41 muestras de la
Costa que es un 32% y 87 muestras de la Sierra que corresponde a un 68%. Con estos
datos se encuentra una media de CNT de 5,3 x 10® en la Sierra y 5,0 x 10%en la Costa;
mientras una media de células CD34+ de 16,4 x 10° en la Sierra y 16,2 x 10° en la Costa

que no son estadisticamente significativas (tabla 2 en anexo 4).
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Grafico 2. Correlacion entre el peso de la muestra (g) y la cantidad de
células madre CD34+.
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Grafico 3. Correlacion entre el peso de la muestra (g) y la cantidad de
CNT. CNT: células nucleadas totales.

FACTORES MATERNOS



Se realiz6 el analisis estadistico entre los factores maternos obstétricos con las
CNT y las células madre CD34+. Los factores maternos que se utilizaron en el analisis se
presentan en la tabla 1, se analiz6 la edad materna el momento del parto, el tipo de sangre
de la madre (se compar¢ tanto grupo ABO como grupo Rh), si fumo la madre o el padre
en el embarazo, si sufrid en el embarazo anemia, hipertension gestacional, preclampsia,
eclampsia, diabetes gestacional y el peso ganado en el embarazo.
Al realizar el andlisis estadistico con los factores maternos y obstétricos se que encontrd
que no existe ninguna correlacion entre la edad materna al momento del parto con el
nimero de CNT y de células CD34+. Tampoco se encontrd relacion estadisticamente
significativa, ya sea de células CD34+ y de CNT, con: el tipo de sangre materna, si la
madre o el padre fumaron en el embarazo, si presentd anemia durante el embarazo, si
presentd eclampsia en el embarazo, el peso ganado durante el embarazo, el numero de
embarazos o de abortos.
En el caso de las CNT se encontrd que existe una relacion estadisticamente significativa
con el tipo de parto ya que se tiene un valor p de 0,056, pero no hay relacion significativa
con respecto a las células CD34+ (tabla 3, anexo 4). No se encontr6 tampoco relacion
significativa de CNT con respecto a si ingirid alguna bebida alcohoélica en el embarazo, si
presentd hipertension gestacional, preclampsia, o diabetes gestacional durante el
embarazo; mientras que si se observo relacion estadisticamente significativa entre estos
factores maternos y el contaje de células CD34+ con p < 0.05 (tablas 4, 5, 6 y 7), pero en

todos estos el nimero de sujetos es bastante bajo.

Tabla 4. Relacion ingesta de alcohol en el embarazo, CNT y CD34+

Ingiri(’) Alcohol en embarazo CNT CD34+
Si Media 3,74 x 10° 6,39 x 10°




Desviacion std. 2,47 x 10° 3,24 x 10°

N 5 5
No Media 5,23 x 10° 16,66 x 10°
Desviacion std. 2,43x 10° 8,81 x 10°
N 124 124
Valor p 0,174 0,005

CNT: células nucleadas totales

Tabla 5. Relacion presencia de HTG, CNT y CD34+

Presenta HTG en embarazo CNT CD34+

No Media 5,23x 10° 16,55 x 10°
Desviacion std. 2,43 x 10° 8,84 x 10°
N 125 125

Si Media 3,39 x 10° 7,31 x 10°
Desviacion std. 1,77 x 108 487 x 10°
N 4 4

Valor p 0,109 0,019

HTG: hipertension gestacional; CNT: células nucleadas totales

Tabla 6. Relacion presencia de PE, CNT y CD34+

Presenta Preclampsia CNT CD34+

No Media 5,22 x 10° 16,53 x 10°
Desviacion std. 2,44 x 10} 8,89 x 10°
N 125 125

SI Media 3,58 x 10° 7,97 x 10°
Desviacion std. 1,73 x 108 2,41 x 10°
N 4 4

Valor p 0,102 0,023

PE: Preclampsia; CNT: células nucleadas totales

Tabla 7. Relacion presencia de DG, CNT y CD34+

Presenta Diabetes Gestacional CNT CD34+

No Media 5,19 x 10° 16,46 x 10°
Desviacion std. 2,44 x 108 8,81 x 10°
N 127 127

Si Media 4,07x 10° 3,86 x 10°
Desviacion std. 1,74 x 10% 1,73 x 10°
N 2 2

Valor p 0,486 0,033

DG: Diabetes gestacional; CNT: células nucleadas totales

FACTORES NEONATALES



Para este analisis estadistico, como se muestra en la tabla 1, se utilizaron los
siguientes factores neonatales: si padecié sufrimiento fetal agudo en la labor de parto, si
presentd meconio el momento de nacer, el sexo del bebe, la edad en semanas al
nacimiento, el tipo de sangre, el peso y talla al nacimiento. En los factores de sufrimiento
fetal agudo y presencia de meconio en el nacimiento, no se encontrd ninguna relacion
estadisticamente significativa. En el caso de el sexo (tabla 8), el tipo de sangre del bebe
(segin grupo ABO y Rh), la edad al nacimiento (grafico 4a y 4b, anexo 5), el peso
(grafico 5a y 5b, anexo 5) y la talla (grafico 6a y 6b, anexo 5) no se encontrd ninguna
relacion estadisticamente significativa con la cantidad de CNT o de células CD34+. En
los graficos se puede observar claramente que no hay una distribucion adecuada y el
coeficiente de correlacion (r) es menor a 0,4 en todas estas distribuciones, lo que significa
que hay una muy pobre correlacion. Por esta razon se codifico las variables de peso y de
edad de diferente manera, es decir se las paso a variables categdricas en vez de continuas.
Se categoriz6 la variables de peso en: extremo bajo peso (< 1000g), muy bajo peso
(1001g — 1500g), bajo peso (1501g — 2500g), peso adecuado (2501g — 3501g), peso
elevado (> 3501g); de la misma manera se transformé la edad segin las siguientes
categorias: recién nacido pretérmino (RNpT < 36 semanas, recién nacido a término
(RNAT 37 a 42 semanas) y recién nacido post término (RNPT > 42 semanas). Con esto
encontramos que la relacion entre el peso recodificado, y la CNT y las células CD34+
(tabla 9, anexo 5) no es estadisticamente significativo ya que se tiene valores p > 0,05.
Mientras que en la relacion de la edad recodificada (tabla 11) solo encontramos 2 de los 3

grupos codificados (RNpT y RNAT) en donde al relacionarlos con la cantidad de CNT y



la cantidad de células CD34+ se tienen valores de p < 0,05 estadisticamente

significativos, mostrando una relacion entre estas tres variables.

Tabla 10. Relacion entre la edad del bebé al nacimiento, CNT y CD34+

Edad CNT CD34+

RNpT Media 3,85 x 10° 10,89 x 10°
Desviacion std. | 1,92 x 10 7,80 x 10°
N 13 13

RNAT Media 5,32x 10° 16,87 x 10°
Desviacion std. | 2,44 x 10 8,83 x 10°
N 116 116

Valor p 0,014 0,006

RNpT: recién nacido pre-término; RNAT: recién nacido a término; CNT:
células nucleadas totales

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este estudio se analizd lo factores maternos, neonatal y geograficos que
influencia en la cantidad de células madre CD34+ y de células nucleadas totales de la
sangre de cordon umbilical; en este estudio se realizé el andlisis de 129 muestras de
cordon en donde se encontr6é que la media de CNT es mas baja que la media encontrada
en otro estudio (Askari, Miller, Chrysler, & McCullough, 2005), pero que la media de
peso de cada muestra y de la cantidad de células CD34+ es mayor que la de estudios
presentados anteriormente (TNC: 5,2 x 10% vs. 11,8 x 108; CD34+: 16,3 x 10° vs. x 106;
peso: 107,8g vs. 85,2g). Se vio que con esto las muestras recolectadas por Biocells
Discoveries manejan medias mas elevadas que las recolectadas en otros estudios, a
excepcion de las CNT. Se ha observado claramente en varios estudios que el nivel de las
células de baja densidad CD34+ y de las CNT se ve influenciado por factores maternos y

neonatales (Jones, Stevens, & Rubinstein, 2003) (Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai,



& Suzuya, 2004) (McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007) (Ballen, et
al., 2001) (Omori, et al., 2008). En este estudio se observd que el peso de la muestra se
relaciona con la cantidad de TNC y de CD34+ lo cual se ha mostrado en los estudios
mencionados anteriormente. Por otro lado dentro de la variable altitud se encontré que no
existe ninguna diferencia entre las muestras recolectadas en altitudes menores o mayores
a 1000m.

Al analizar los factores maternos que influencian el contaje de CD34+ y de CNT
se encontrd que durante el parto normal se tiene mayor cantidad de células nucleadas
totales pero sin ninguna relacion estadisticamente significativa en el caso de las células
madre CD34+, a pesar que al ver las medias se tiene que la media de CD34+ es mayor
que la de cesarea, pero con un valor p no significativo (tabla 4). También se encontr6 que
las mujeres que ingirieron cualquier cantidad de alguna bebida alcoholica durante su
embarazo presentaron menor cantidad, tanto de células CD34+ como de CNT (tabla 5).
En el caso de esta variable fuera interesante para estudios posteriores indagar mas en la
cantidad o frecuencia con la que tomaban bebidas alcoholicas y como influencian en la
cantidades de células CD34 y CNT. Al seguir con nuestro analisis se observd que las
madres que presentaron tanto preclampsia, HTG o diabetes gestacional presentaron un
menor numero de células CD34+ en sus muestras, pero no de CNT. Este tipo de
hallazgos no esta descrito en ninguno de los estudios mencionados anteriormente, lo que
lleva a intentar indagar mas en este aspecto de la historia obstétrica. Hay que resaltar que
el nimero de sujetos que presentaron estas condiciones fue de tan solamente uno, por lo
que fuera interesante ver si sigue existiendo una relacion estadisticamente significativa al

incluir mas sujetos que padezcan estas condiciones. Con lo que respecta a la edad de la



madre no se encontrd ninguna influencia en la cantidad de células madre CD34+ o de
CNT, lo cual se ratifica en otros estudios. (Omori, et al., 2008) (Nakagawa, Watanabe,
Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004) (George, Schmitz, Niethammer, & Gratwohl, 1998)
(Mancinelli, et al.,, 2006). En este estudio no se encontrd6 ninguna relacion
estadisticamente significativa entre la cantidad de células CD34+ con el numero de
embarazos y la edad de la madre en su primer parto, esto contradice lo que se encontr6 en
otros estudios, ya que se ha encontrado que hay diferencia de la cantidad de CD34+ en
madres mas jovenes (< 25 afios), y donde el primer embarazo se presenta con una
cantidad casi del doble que en el segundo embarazo (Omori, et al., 2008) (McGukin,
Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007) (Ballen, et al., 2001) (Nakagawa,
Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004); mientras se ha visto en este estudio que la
cantidad de CNT no se relaciona con los nimeros de embarazos previos, esto también se
demuestra en otro estudio (Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004).

En el analisis de los factores neonatales se observd que la presencia de
sufrimiento fetal agudo y de meconio no se relaciona con la cantidad de células CD34+ lo
cual contradice lo encontrado en otro estudio(Askari, Miller, Chrysler, & McCullough,
2005). Por otro lado en este estudio no se encontrd ninguna correlacion estadisticamente
significativa entre la cantidad de células CD34+ y CNT con el peso; esto contradice lo
encontrado en algunos otros estudios que muestran una clara correlacion entre el peso y
la cantidad de células CD34+ y CNT (Jones, Stevens, & Rubinstein, 2003) (Nakagawa,
Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004) (McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, &
Forraz, 2007) (Ballen, et al., 2001) (Omori, et al., 2008) (Askari, Miller, Chrysler, &

McCullough, 2005). Pero al codificar esta variable de peso en una variable categorica



(ver resultados) se encuentra un claro aumento en la media segln la categoria de peso va
aumentando pero no se tiene un valor p estadisticamente significativo. De la misma
manera no se encontr6 ninguna relacion entre la cantidad de células CD34+ y CNT con la
talla al nacimiento, relacion que tampoco se reporta en ninguno de los estudios
mencionados. En el andlisis del género del bebe no se encontré ninguna relacion
estadisticamente significativa entre si las mujeres tienen mejor conteo de células que la
de los varones, lo cual contradice lo encontrado en un estudio (Nakagawa, Watanabe,
Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004) pero es respaldado con lo encontrado en otro estudio
(McGukin, Basford, Hanger, Habibollah, & Forraz, 2007).

Por ultimo en este estudio no se encontrd correlacion entre la edad gestacional en
semanas y la cantidad de células, pero al codificar esta variable en una variable
categorica (ver resultados) se encontrd claramente que hay una disminuciéon en la
cantidad de células, tanto CD34+ y CNT, en los bebes que son pretérmino. Por lo que se
ve que en bebes a término hay mayor cantidad de células madre CD34+ y CNT, lo cual
también se ha mostrado en estudios anteriores (Jones, Stevens, & Rubinstein, 2003)
(Nakagawa, Watanabe, Kawano, Kanai, & Suzuya, 2004) (McGukin, Basford, Hanger,
Habibollah, & Forraz, 2007) (Ballen, et al., 2001) (Omori, et al., 2008) (Askari, Miller,
Chrysler, & McCullough, 2005).

En este estudio realizado se pudo observar que realmente existen factores
maternos y neonatales que afectan la cantidad de células madre CD34 y CNT lo cual se
respalda con los otros estudios internacionales. Lo encontrado en los factores maternos de
preclampsia, eclampsia e HTG, donde se observd que al presentar estas condiciones hay

una disminucion de en la cantidad de CD34+ es un hallazgo que no esta reportado en la



literatura revisada; lo cual es muy interesante de investigar ya que el numero de sujetos
que presentaron esta condicién es muy escaso, lo cual se puede deber a que la incidencia
de estas condiciones es baja en el embarazo y las mujeres que optan por el servicio de
criopreservacion de células madres tiene un mejor acceso a la salud, por lo que lleva
embarazos mejor controlados. El hallazgo que més llama la atencion en este estudio es
que no se encontrd ninguna relacion entre el peso al nacer y la cantidad de células CD34+
y de CNT, hallazgo que se repite constantemente en la literatura revisada. Podemos
concluir que posiblemente este hallazgo se debe a que se manejo un bajo numero de
casos, ya que al ser un estudio retrospectivo muchas madres fallaron en responder el
cuestionario y muy probablemente los datos proporcionados no fueron los mas certeros.
Para futuros estudios se recomienda que se realice un estudio prospectivo con un método
mas certero de recoleccion de datos, ya sea de historias clinicas hospitalarias o un
formulario que se responda el momento del parto y sea llenado por el residente o el
médico tratante.

En resumen este estudio encontré que el peso, cantidad de células madre CD34+
es mayor que al manejado en otros centros, mientras que el de TNC es ligeramente menor
pero sobrepasa los estandares establecidos para realizar un transplante de sangre de
cordon umbilical; los cuales son de 2.0 x 10’ CNT/Kg. para adultos y 3.7 x 10’ CNT/Kg.
para nifios (Mancinelli, et al., 2006). También se encontrd que las madres que padecen de
HTG, preclampsia y diabetes gestacional tienen menor cantidad de células madre CD34+,
mientras que las madres que dan a luz por via vaginal tiene mejores conteos de CNT. Por
ultimo se observd que al tener un bebe que sea a término, es decir de 37 a 42 semanas

presenta mayor cantidad de células madre CD34+ y CNT.
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ANEXO 1

CUESTIONARIO SOBRE FACTORES MATERNOS Y NEONATALES

Instrucciones:

1. Conteste las siguientes preguntas en los campos proporcionados o en las opciones presentadas.

2. Guarde el documento al terminar el cuestionario.

3. Envie el documento como archivo adjunto a la siguiente direccion: biocells.investigacion@gmail.com.
4. Cualquier inconveniente o interrogante sobre el cuestionario referirse a la misma direccion.

Recuerde que las siguientes preguntas son en base al embarazo perteneciente a su primera muestra
criopreservada con nuestra empresa.

Le recordamos que el siguiente cuestionario es confidencial y su informacién serd utilizada unicamente
para el fin del estudio. Se le agradece que responda todas las preguntas del cuestionario de la manera mas
honesta y adecuada.

1. DATOS PERSONALES
1.1.Nombre:
1.2.Apellido:
1.3.Ciudad donde se realizo el parto:
1.4.Ciudad donde permanecio la mayor cantidad de tlempo durante su

embarazo:
1.5.Edad (su edad en afios cumphdos cuando di6 a luz): anos.
1.6.Grupo Sanguineo de la madre:
1.7.Grupo Sanguineo del padre de su bebé:

2. ANTECEDENTES PERSONALES
2.1.;Fum¢ durante el embarazo?
2.1.1.  No. (Continuar a pregunta 2.4)
2.1.2. Si. (Continuar a pregunta 2.3)
2.2 Numero de tabacos por dia que fumo6 durante el embarazo tabacos/dia.
2.3.;Fum¢ su esposo durante el embarazo cerca suyo?
2.3.1.  No. (Continuar a pregunta 2.6)
2.3.2. Si. (Continuar a pregunta 2.5)



2.4 Numero de tabacos por dia que fum6 su pareja cerca suyo (aproximadamente)
durante el embarazo. tabacos/dia.
2.5. (Ingiri6 bebidas alcohdlicas durante su embarazo?
2.5.1.  No.
2.5.2. Si.
2.6.  ;Sufri6 de anemia durante el embarazo?
2.6.1. Si
2.6.2. No
2.7.  (Sufri6 de hipertension gestacional durante el embarazo, es decir tenia una
presion mayor de 140/90?
2.7.1. Si
2.7.2. No
2.8.  (Sufri6 de preclampsia durante su embarazo? (Presion arterial elevada,
hinchazon, proteinas en orina)
2.8.1. Si
2.8.2. No
2.9. (Sufri6 de eclampsia durante su embarazo? (Presion arterial elevada,
hinchazén, proteinas en orina y convulsiones)
2.9.1. Si
2.9.2. No
2.10. ¢Present6 usted azucar elevada (>95mg/dL en ayunas) en el embarazo, es decir
diabetes gestacional?
2.10.1.  Si
2.10.2. No

3. DATOS DEL EMBARAZO (las siguientes preguntas favor responder sin tomar en
cuenta embarazos o partos posteriores a la muestra de cordon umbilical perteneciente
a este cuestionario)
3.1. Cantidad de peso ganado en el embarazo: Ibs.
3.2.;Cuantas veces se ha embarazado? (tome en cuenta abortos previos al embarazo)

3.3.(Cuantas veces ha dado a luz? Incluyendo partos y cesareas.

3.4.;Cuantos abortos previos al embarazo tuvo usted?

3.5.Tipo de parto
3.5.1. Cesarea
3.5.2. Parto Vaginal

3.6.(Present6 su bebé la condicion llamada sufrimiento fetal agudo durante la labor
de parto, es decir presento alteraciones en la frecuencia fetal?

3.6.1. Si
3.6.2. No
3.6.3. No se

3.7.Presento su bebé el momento de nacer meconio en el liquido amniotico, es decir
su bebe salio con defecacion en el agua de fuente?
3.7.1. Si
3.72. No
3.7.3. No se



4. DATOS SOBRE EL BEBE

4.1.Sexo:

4.2.Grupo Sanguineo: .

4.3.Edad, en semanas, al nacimiento: semanas.
4.4 .Peso al nacimiento: Ibs.

4.5.Talla al nacimiento: cm.

*APGAR es un examen fisico que se realiza al recién nacido al minuto de nacido
valorando 5 parametros importantes.

Aprueba que la informacion proporcionada anteriormente sea utilizada Gnicamente para
el estudio Factores maternos, obstétricos, neonatales y geograficos que influencian en la
cantidad de células totales nucleadas y células madres de baja densidad/CD34+
recolectadas en sangre de cordon umbilical.

Si, apruebo

No, apruebo
Al terminar este cuestionario favor guardarlo y reenviarlo.

AGRADECEMOS SU COLABORACION



Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de cordén umbilical y los factores maternos/neonatales (completa)

# (%) Media s.d.(+/-) Mediana Minimo Maximo
CNT (x10%) 129 5,17 2,434 4,80 0,40 16,00
CD34+ (x10°%) 129 16,27 8,888 15,18 1,32 43,56
Peso (g) 129 107,82 25,586 109,00 43 183
Regién
Costa 41 (32)
Sierra 87 (68)
Edad materna 129 30,98 4,690 30,00 17 42
Sangre Madre
ANEXO 2 A+ 33(25.6)
A- 2(1.6)
B+ 13 (10,1)
AB+ 5(3.9)
O+ 73 (56,6)
O- 3(2,3)
Fumé madre
Si  128(99.2)
No 1(0,8)
Fum6 Padre
Si 123 (953)
No 6(4,7)
Uso de alcohol
Si 5(3,9)
No 124 (96,1)
Anemia
No 112(86,8)
Si 17 (13,2)
HTAG
No 125(96,9)
Si 4(3,1)
PE
No 125(96,9)
Si 4(3,1)
Eclampsia
No 128(99.2)
Si 1(0,8)
DG
No 127 (984)
Si 2(1,6)
# emb. prev.
0 47 (36.4)
1 45 (34.9)
2 25(19.4)
>3 12 (9.4)
# de Abortos
0 93 (72.1)
1 28 (21.7)
>2 8(6.2)
Peso ganado 129 26,74 10,982 25,00 -6 70
SFA
No 121(93.8)
Si 8(6,8)
Meconio
No 123 (953)
Si 5(3,9)
Sangre Bebe
A+ 42 (32,6)
A- 3(2,3)
B+ 13 (10,1)
AB+ 4(3,1)
O+ 65 (50,4)
O- 2(1,6)
Sexo del bebé
Masculino 70 (54,3)
Femenino 59 (45,7)
Edad (semanas) 129 38,40 1,406 38,00 33 41
Peso al nacer (g) 129 3188,02 516,171 3182,00 1470 4900
Talla al nacer (cm) 129 49,04 3,022 49,00 36 57
s.d.: desviacion estandar; CNT: células nucleadas totales; HTAG: hipertension gestacional; PE: preeclampsia;
DG: diabetes gestacional; SFA: sufrimiento fetal agudo.
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Grafico 1a. Distribucion de células nucleadas totales
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Grafico 1b. Distribucion de células madre de baja densidad/CD34+
ANEXO 4

Tabla 2. Relacion entre Region, CNT y CD34+

Regi6n CNT CD34+

Sierra Media 5,28 x 10° 16,35 x 10°
Desviacion std. | 2,33 x 10 8,99 x 10°
N 87 87

Costa Media 499x 10° 16,18 x 10°
Desviacién std. 2,675 x 10® 8,87 x 10°
N 41 41

Valor p 0,538 0,917

CNT: células nucleadas totales

Tabla 3. Relacion entre tipo de parto, CNT y CD34+

Tipo de Parto CNT CD34+

Parto Normal Media 5,87 x 10° 17,56 x 10°
Desviacion std. 2,09 x 10 8,48 x 10°
N 26 26

Cesarea Media 5,00 x 10° 15,94 x 10°
Desviacion std. 2,49 x 10 8,99 x 10°
N 103 103

Valor p 0,056 0,369

CNT: células nucleadas totales



Tabla 8. Relacion entre el sexo del bebé, CNT y CD34+

Sexo CNT CD34+

Masculino Media 485x 10° 15,87 x 10°
Desviacion std. 2,37 x 10 8,65 x 10°
N 70 70

Femenino Media 5,56 x 10° 16,72 x 10°
Desviacion std. 2,46 x 10 9,21 x 10°
N 59 59

Valor p 0,140 0,762

CNT: células nucleadas totales
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2 0ES]

r=0,224

1,5E9+

1,0ES~

CNT

5 0ES-

0,0ED r I T I T
32 34 36 38 40 42

Edad al nacimiento (semanas)

Grafico 4a. Correlacion entre la edad al nacimiento y la cantidad de células
nucleadas totales (CNT).
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Gréfico 4b. Correlacion entre la edad al nacimiento y la cantidad de células madre
CD34+.

2,0E9]

r=0,099

1,5E94

1,0E2+

CNT

5, 0EE-

0,0ED | : r ,
1000 2000 3000 4000 5000

Peso (g)

Grafico 5a. Correlacion entre el peso al nacimiento (g) y la cantidad de células
nucleadas totales (CNT).
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Grafico 5b. Correlacion entre el peso al nacimiento (g) y la cantidad de células

madre CD34+.
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Grafico 6a. Correlacion entre la talla al nacimiento (cm) y la cantidad de células
nucleadas totales (CNT).
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Grafico 6b. Correlacion entre la talla al nacimiento (cm) y la cantidad de células
madre CD34+.

Tabla 9. Relacion entre el peso del bebé al nacimiento, CNT y CD34+

Peso CNT CD34+
Muy Bajo Peso Media 0,95 x 10° 2,57 x 10°
1001g — 1500g Desviacion std. - -
N 1 1
Bajo Peso Media 4,19 x 10° 13,14 x 10°
1501g — 2500g Desviacion std. 8,13 x 10° 921x10°
N 9 9
Peso Adecuado Media 526x 10° 16,19 x 10°
2501g — 3500g Desviacion std. 2,47 x 10° 8,77 x 10°
N 89 89
Peso Elevado Media 536x 10° 17,87 x 10°
>3501g Desviacion std. 2,54 x 10° 9,88 x 10°
N 30 30
Valor p 0,177 0,228

CNT: células nucleadas totales



