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l. INTRODUCCION

1. CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS DEL ADULTO

Las células madre de la sangre humana se han usado desde hace mas
de 40 anos con fines terapéuticos. El trasplante realizado con células madre de
médula ésea del propio paciente, o de médula 6sea, sangre periférica, o cordén
umbilical, de un donador sano y compatible inmunolégicamente con el
paciente, se ha utilizado en enfermedades inmunoldgicas, fallos de la médula
Osea y diversas enfermedades hematoldgicas, incluidas las talasemias. Hacia
los afios 50, dos grupos de investigadores'? indicaron la posibilidad de inyectar
por via intravenosa las células de la medula 6sea para restaurar las células
sanguineas destruidas en animales letalmente irradiados. Mas tarde, otros
investigadores3 senalaron que era posible tal reconstruccion con las células
troncales hematopoyéticas; cada colonia deriva de un unico precursor
clonogénico que da origen a todos los linajes hematopoyéticos y tiene ademas
capacidad de autorenovacion. Inicialmente, las células madre hematopoyéticas
se caracterizaron por la expresion de algunos de los antigenos marcadores de
membrana, como el CD34. Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de
células troncales, similares a fibroblastos primarios, y carentes de CD34,
presentes en la médula ésea, la sangre periférica y la del cordén umbilical, y
que constituyen el componente predominante de la poblacion en reposo de las

células madre hematopoyéticas y del mesénquima®.

Las células madre de la médula ésea son capaces de diferenciarse a
células especificas de 6rganos y tejidos, por efecto de factores, especialmente
del SCF (factor estimulante de colonias). La adicion de este factor en
combinacién con interleuquina 1 (IL-1), IL-3 o IL-6 hace que una fraccidon
significativa de las células madre prolifere a los linajes mieloides o eritroides; y
la adicion de G-CSF (factor estimulante de granulocitos), GM-CSF (de
granulocitos-macrofagos) o M-CSF (de macrofagos) las dirige hacia
precursores mieloides®. Una de las combinaciones mas efectivas fue el
tratamiento in vitro de células CD34+ con seis factores de crecimiento (IL-1, IL-
3, IL-6, G-CSF, GM-CSF y SCF)°. Las células del estroma son la mayor fuente
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de factores de crecimiento y también interaccionan con las células madre a
nivel intercelular’. Durante afios se supuso que las células estromales eran
CD34—, mientras que las troncales expresaban, al menos en bajas cantidades,
el antigeno CD34; pero recientemente, varios grupos han mostrado de forma
independiente que es posible la reconstruccion hematopoyética con células
madre CD34- derivadas de la médula 6sea®®. Tradicionalmente el trasplante
de células troncales (CD34+) se realizé por infusibn de una mezcla de las

diferentes células de la médula 6sea’®"

Un avance fue seleccionar y eliminar, mediante anticuerpos
monoclonales, células no deseadas, como los linfocitos B para trasplantes
autélogos a pacientes con linfomas non-Hodgkin o mieloma multiple'®>. Otra
fuente de células troncales es la sangre periférica y la del cordon umbilical
desde donde pueden obtenerse mediante aféresis'®, creciéndolas in vitro antes
de reinyectarlas al paciente sometido a radio o quimioterapias intensivas'®.
Este tipo de células también se desarrollan en el higado fetal y por ello se
pueden tratar nifios con inmunodeficiencias congénitas'® suministrandoles
estas células. La diferenciacién de un célula madre pluripotente a una linea
celular madura de la sangre responde a una variedad de factores de
crecimiento'® y la expansién de progenitores hematopoyéticos se usa también
para suplementar los trasplantes autélogos”. La médula 6sea no solo retiene a
lo largo de la vida la capacidad de regenerar las células troncales progenitoras
sino que da lugar a las células de la sangre, de hueso y de cartilago. Los
primeros experimentos de diferenciacién de células troncales de la médula
Osea se realizaron, cuando el equipo de Eglitis, y el de Kopen, consiguieron
obtener células nerviosas. También se han obtenido, a partir células de la
médula 6sea, células musculares, hepaticas, y de endotelio vascular. Los
neurocientificos contindian buscando alternativas a las neuronas '® procedentes
de células madre embrionarias o inmaduras fetales como fuente alternativa
para la regeneracion de zonas dafadas del cerebro. Las células madre de la
médula ésea son realmente accesibles y pueden obtenerse del propio enfermo,

sin problema de rechazo.
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2. CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS DE LA SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Una de las fuentes mas prometedoras de células pluripotenciales es la
sangre del cordén umbilical que puede extraerse en el momento del nacimiento
sin afectar al neonato ni a la madre; 4 millones de células precursoras pueden
obtenerse a partir de 200 ml de sangre del corddén que pueden usarse, incluso

tras largo tiempo de crioconservacion, en trasplantes'®?°

, Y posiblemente en
terapia génica. Estas células ya se han aislado y purificado. La sangre del
cordon presenta menos problemas de compatibilidad ya que las células madre
presentes en ella difieren de las de la medula ésea y son mas tolerantes®'. No
s6lo generan hematies normales y leucocitos (por lo que se pueden usar para
ayudar a renovar los hematies en personas con anemia falciforme y para
restablecer el sistema inmunitario de nifios nacidos con una inmunodeficiencia
grave), sino también otras células cerebrales de sostén como la microglia, por
lo que se usan para aportar enzimas que estén alterados hereditariamente en
enfermedades, como el sindrome de Hurler, en el que tal alteraciéon enzimatica
conduce a una degeneracion neurologica. Ante las ventajas evidentes de los
trasplantes de sangre del cordon umbilical numerosos hospitales e institutos
clinicos han establecido bancos donde la madre pueda depositar la sangre del
cordon umbilical del hijo. En 1989 el grupo de investigadores de Hal E.
Broxmeyer demostraron que esta sangre tenia tantas células madre como la
medula 6sea; ese mismo afo el primero de ellos con Eliane Gluckman
informaron de la curacidon obtenida de un nifio con anemia de Fanconi
aprovechando sangre del cordén de una hermana®. Desde entonces se ha
usado la sangre depositada en los bancos para tratar a personas no
emparentadas. Recientemente se ha descrito que estas células pueden reparar

lesiones cerebrales?.
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3. HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis consiste en la formaciéon y desarrollo de células

sanguineas a partir de la célula madre pluripotencial (stem cell).

Durante las primeras semanas embrionarias se encuentran células
madres en el saco vitelino, las cuales van diferenciandose en células

eritroides, provistas de hemoglobina embrionaria>.

Desde el tercer mes hasta el séptimo de embarazo, las células madre
migran, primero al higado fetal, y después al bazo fetal, donde sigue la

hematopoyesis.

Desde el séptimo mes, va disminuyendo la hematopoyesis en el higado
y bazo, hasta que desaparece para la época del nacimiento, y va adquiriendo

preeminencia el papel de la médula 6sea.

Todas las células sanguineas proceden de la citada célula madre
pluripotencial. En la médula 6sea solo hay una de tales células por cada 10.000
totales. Son células capaces de autorregeneracion, de modo que durante la
vida adulta se mantienen homeostaticamente. En circunstancias de alta
demanda de células sanguineas aumenta la capacidad proliferativa de la célula
madre. Ejemplo: Un raton irradiado con rayos X (950 rad) moriria al cabo de
unos 10 dias; pero si le infundimos s6lo diez mil o cien mil células de médula

4sea de un ratdn singénico, se reconstituye todo su sistema hematopoyético®*.

Como se puede ver, tanto en el linaje linfoide como en el mieloide, los
progenitores quedan "comprometidos" o determinados a seguir una
determinada ruta de diferenciacion; ello se debe a que adquieren la capacidad
de responder a determinados factores de crecimiento. En la médula ésea
adulta, las células de la linea hematopoyética van madurando vy
diferenciandose en el interior de un estroma compuesto por células no
hematopoyéticas (células grasas, endoteliales, fibroblastos, etc.). La
maduracién se debe al microambiente suministrado por la matriz celular del
estroma junto con factores difusibles o no difusibles. Entre los difusibles se

encuentran diversos factores de crecimiento.
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Las células ya diferenciadas adquieren deformabilidad de membranas, lo
cual les permite pasar a través de la pared sinusoidal, a los senos de la

medula ésea, desde donde acceden a la circulacion general.

3.1 FACTORES HEMATOPOYETICOS DE CRECIMIENTO

Las células hematopoyéticas requieren factores de crecimiento, se

requieren para la supervivencia, multiplicacion, diferenciacién y maduracion.
Hay varios tipos de factores:

1. Factores estimuladores de formacion de colonias (CSF), pertenecientes
a la familia de las glucoproteinas acidas. Ejemplos: multi-CSF (también
llamado IL3, es un factor multilinaje; GM-CSF (estimulador de la linea
granulocito-macréfago); M-CSF (de la linea que conduce al monocito-

macrofago); G-CSF (de la linea que desemboca en los granulocitos).

2. Eritropoyetina (EPO), que se produce en el rindn, y que estimula la linea

que, via progenitor eritroide conduce a los eritrocitos.

3. Otros factores: principalmente las interleuquinas IL-4 a IL-9, segregadas

por células estromales, macréfagos activados, etc.

3.2 REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis se mantiene durante toda la vida del individuo, de
modo que el numero de células nuevas equilibra al de células que se pierden o

mueren.
Cada tipo celular tiene una vida media mas o menos caracteristica:

1. Los eritrocitos viven unos 120 dias, al cabo de los cuales

son fagocitados por los macréfagos del bazo.
2. Los neutrdfilos duran unos pocos dias.
3. Algunos linfocitos T duran mas de 30 afios.

El cuerpo humano produce unos 400 000 millones de células de la linea

hematopoyética cada dia.

15



La hematopoyesis esta regulada de forma muy fina, de modo que cada
tipo celular tiene un control diferente, pero ademas, esta regulacion es lo
suficientemente flexible para permitir incrementos de 10 o 20 veces ante una

infeccion o una hemorragia.

La regulacién de fase estacionaria (en ausencia de infeccién o de
hemorragia) se logra por la produccion controlada de citoquinas por parte de

las células estromales de la médula 6sea.

Ante una infeccion o hemorragia se produce una hematopoyesis
inducible (incrementada), por la accion de citoquinas segregadas por
macrdéfagos y linfocitos Tw: se incrementa la cantidad de células especificas de

la médula ésea, que al madurar tenderan a migrar al foco de infeccion o lesién

3.3 MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Como ya dijimos, en cada linaje hematopoyético existe un equilibrio
entre la produccion de células nuevas y la destruccion de células adultas. Esta

destruccion ocurre por la llamada muerte celular programada o apoptosis:
1. La célula disminuye de tamafio (se encoge);

2. Se modifica su citoesqueleto, lo cual se refleja en que la

membrana celular se arruga;

3. La cromatina se condensa en varias zonas del nucleo (fenbmeno

de picnosis);

4. EI ADN se fragmenta en multiplos de unos 200 pb, el equivalente
al que existe en cada nucleosoma, debido a la accién de
nucleasas, que cortan por la regién internucleséomica (ello se ve
bien por el patréon "en escalera" del ADN sometido a electroforesis

en gel de agarosa);
5. Los nucleos se fragmentan.

6. Al final, la célula se descompone en varios trozos, los llamados
cuerpos apoptosicos, que rodeados de membrana, pueden

contener organulos intactos.
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7. Los

fagocitos  profesionales (macréfagos y leucocitos

polimorfonucleares) finalmente fagocitan y degradan los cuerpos

apoptosicos: de esta forma se logra que el contenido de las

células viejas no se libere al exterior, con lo que se evita la

respuesta inflamatoria.

Este mecanismo de muerte celular programada se opone al fendmeno

de la necrosis (por ejemplo, la que se genera por algun dafio tisular). En la

necrosis las células se hinchan y terminan estallando, liberando sus contenidos

al exterior, lo cual produce efectos citotoxicos en otras células, desarrollandose

una inflamacion junto con destruccion de tejido.

¢ Qué hace que una célula moribunda o un cuerpo apoptdsico sea

reconocido por los fagocitos para su ingestion y destruccion intracelular? Al

parecer, existe una serie de cambios en su superficie que permiten ese

reconocimiento:

1.

La célula pierde acido sialico, de modo que quedan
expuestos los azucares de la membrana, los cuales son

reconocidos por lectinas de los fagocitos.

Los fagocitos liberan la trombospondina, que sirve de
puente entre el fagocito y la célula moribunda (tiene un sitio
de unidn que reconoce un receptor de la célula apoptdsica,

y otro sitio que se engarza con integrinas del fagocito).

Se exponen al exterior cadenas de fosfatidil-serina de la
célula a eliminar, que son reconocidos por un receptor de

los fagocitos.

La apoptosis posee un claro sentido evolutivo y adaptativo:

Evita danos inflamatorios de la necrosis.

El suicidio ("altruismo citoldgico") de las células es
beneficioso para el individuo. Esto es especialmente cierto

para los linfocitos, que tienen per se una gran capacidad
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proliferativa, y que estan casi en el limite de su "potencial

cancerigeno".

Al menos en algunos casos, la apoptosis es una muerte celular
programada genéticamente, que forma parte del repertorio de respuestas
adaptativas de la célula ante ciertos estimulos o ante la ausencia de otros.

Existen dos clases principales de genes implicados:

e myc, p53: inductores de la apoptosis en ausencia de

ciertas senales de supervivencia;

e bcl2 y otros: inhibidores de apoptosis en presencia de

ciertas senales de "rescate"

4. TECNICAS DE EXTRACCION Y FUENTES DE PRECURSORES
HEMATOPOYETICOS

4.1. TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

La técnica de TMO es simple y quedd establecida con pocas
modificaciones a partir de la descripcion inicial de Thomas y Storb en 1970
(Fred Hutchinson Cancer Research Center de Seattle)®. Consiste en obtener
medula 6sea del donante mediante repetidas punciones aspirativas a nivel de
crestas iliacas anteriores y posteriores. El producto de cada aspiracion se
recoge en un recipiente que contiene un medio de cultivo (con el fin de
mantener la maxima viabilidad celular) y heparina (para evitar la coagulacion de
la medula), y se pasa a través de filtros metalicos (para convertir los grumos
medulares en suspensiones mononucleares y eliminar las particulas 6seas del
aspirado). La intervencion se realiza en el quir6fano bajo condiciones estériles

y anestesia general.
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El minimo numero de células nucleadas a obtener es de 3x108/kg del
receptor (3-4.5 x108/kg). Esta cifra suele corresponder a un volumen de 15-
20ml/kg del receptor. Finalmente, la medula obtenida se trasvasa, en
condiciones asépticas, a bolsas de transfusion convencionales y se infunde por

via intravenosa al paciente mediante un filtro estandar de transfusion.

El donante puede necesitar una transfusién de sangre para reemplazar
los hematies y el plasma perdidos durante la extraccion de medula 6sea. Por
tal motivo, es recomendaba que done su propia sangre varios dias antes de la

extraccion de la medula con el fin de reinfundirsela durante la intervencion.

4.2. TRASPLANTE DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS DE SANGRE
PERIFERICA

En terminologia inglesa, la célula germinal hematopoyética se conoce
como «stem Cell». La palabra «stem», que significa tronco, se utiliza para
denominar a las células hematopoyéticas capaces de dividirse asimétricamente
y dar lugar a dos células hijas diferentes, una idéntica a su progenitora, capaz
de automantener su propio compartimento y otra diferente a la anterior, capaz
de diferenciarse en distintas direcciones (eritroide, granulomonocitaria,
plaquetaria y linfoide) para dar lugar a las células maduras de la sangre. Todas
las células stem tienen capacidad de anidar y proliferar en la MO y en

determinadas condiciones «in vitro» en medios de cultivo.

En 1975 Barr y Whang-Peng pusieron de manifiesto la presencia de
precursores hematopoyéticos en la sangre periférica (PHSP) de humanos. En
1977, Nothurft y colaboradores, trabajando en perros consiguieron regenerar la
médula de los animales letalmente irradiados mediante la infusion de células
mononucleadas de sangre periférica autdloga®®?’. Alrededor de 1986
empezaron a aparecer los primeros éxitos del autotrasplante de PHSP en
neoplasias sobre todo del sistema linfoide. El conocimiento de que las
poblaciones celulares expresan antigenos especificos de cada nivel de
diferenciacién, ha permitido su identificacién y cuantificaciéon por citometria de

flujo. En el momento actual se admite que la célula stem pluripotencial expresa
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en su superficie el antigeno CD34+, con baja expresion de otros antigenos. En
la sangre periférica, en condiciones basales, los progenitores hematopoyéticos
CD34+ representan el 0,01-0,1% del total de células.

La recoleccion de las células progenitoras de sangre periférica se realiza
en régimen ambulatorio, por leucoaféresis, utilizando separadores celulares de
flujo continuo, mediante una seleccidn positiva de las células CD34+ utilizando
anticuerpos monoclonales contra los antigenos CD34. Previamente, al donante
se le ha administrado factores de crecimiento hematopoyético (GCSF a dosis
de 10mgr/kg/dia s.c. durante 4 dias, realizandose la leucoaféresis el 5° dia, con
la finalidad de incrementar el numero de células progenitores en la sangre
periférica y poderlas recolectar con el menor numero posible de leucoaféresis.
Para garantizar el éxito de un implante no estad claramente definida la cifra
minima de células CD34+ a extraer, recomendandose 5xl06/kg de receptor
(minimo 2xl06/kg), dependiendo de la enfermedad de base. Por regla general
se precisan de 1 a 2 aféresis para obtener el numero de células necesarias

para un trasplante.

A las ventajas logisticas de este procedimiento sobre el anteriormente
descrito en relacion al donante (minimos riesgos para el donante, ambulatorio,
sin anestesia), se afiade la posibilidad de obtener grandes cantidades de
precursores hematopoyeticos y el hecho constatado del acortamiento del
periodo de aplasia (neutropenia, trombocitopennia y anemia) que sigue al
trasplante, y de la recuperacion inmune (probablemente debido a la presencia
en el indculo de grandes cantidades de linfocitos inmunocompetentes). Todo
ello reduce de manera significativa las complicaciones peritrasplante y el
tiempo de hospitalizacion, con la ventaja anadida de una importante reduccion
de costes. Ello ha hecho que un procedimiento que nacié como una alternativa
al TMO autdlogo en pacientes con MO inadecuada, se esté convirtiendo en el
de eleccién en muchos casos, tanto para TMO autélogos como para el

trasplante alogénico.

La principal preocupacion en este tipo de trasplante se centr6 en el

posible aumento de la incidencia de la EICH dado el mayor numero de células
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T infundidas en cada trasplante, lo que se ha subsanado actualmente con la
posibilidad de deplecionar de las células T el producto recogido, mediante una
seleccién positiva usando anticuerpos monoclonales, consiguiendo una
reducciéon importante en la incidencia de esta complicacion. Por el momento no
se ha evidenciado un aumento de la incidencia ni severidad de la EICH aguda,
pero los datos respecto a la incidencia de EICH cronica son mas
controvertidos.

4.3. SANGRE DE CORDON UMBILICAL

En 1983 Boyse, sefald por primera vez la posibilidad de utilizar la
sangre de la placenta como fuente de progenitores hematopoyéticos. La
primera experiencia clinica fue realizada en 1988 por Gluckman en un nifio
afecto de anemia de Fanconi al cual se le infundié sangre del cordén umbilical
de su hermano HLA idéntico, permaneciendo este paciente vivo y libre de
enfermedad en el momento actual. Desde entonces la sangre de corddn
umbilical se ha consolidado como una fuente de progenitores y es una
excelente alternativa a la médula 6sea para el trasplante de donantes no

emparentados en nifios?®°.

La recoleccion de la sangre del cordon umbilical es un procedimiento
simple, no invasivo y compatible con la practica rutinaria obstétrica. Se obtiene
mediante la canulacién de la vena umbilical después de que el cordén es
clamplado y cortado. La sangre se recoge mediante aspiracién con una jeringa
o por la accion de la gravedad, siendo el volumen de la recoleccion de 30-150
ml. El producto puede ser criopreservado en las 24 horas siguientes a la
recoleccion, manteniéndose hasta entonces a 4° C. La criopreservacion se
realiza mediante congelacién programada utilizando como conservante DMSO
al 10% y almacenamiento posterior en nitrégeno liquido durante tiempo
indefinido. Son contraindicaciones para la recogida de sangre de corddén, una
edad gestacional inferior a 37 semanas, fiebre materna intraparto, amniorrexis
de > 24 horas, sufrimiento fetal agudo, enfermedades congénitas o infecciones

transmisibles.
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El producto celular de la sangre de cordon umbilical tiene una
composicion y comportamiento caracteristico que difiere de la MO y PHSP.
Tiene un mayor porcentaje de precursores hematopoyéticos inmaduros, mayor
capacidad de expansion de las células CD34+ y de formacion de CFU-GM,; los
linfocitos T, B y NK, que se encuentran en proporcion similar, se comportan
funcionalmente como linfocitos inmaduros siendo la respuesta citotoxica de los
linfocitos T practicamente nula. La recuperacién hematoldgica en relacion a los
neutrofilos es similar al TMO pero la de las plaquetas aparece claramente

retrasada.

Las principales ventajas de utilizar la SCU*'* como una fuente
alternativa de CMHs son, la facilidad de su obtencién, ausencia de riesgo para
el donante, un riesgo reducido de transmision de infecciones, pronta
disponibilidad de muestras criopreservadas, bajo riesgo de transmision viral y
baja incidencia de enfermedad de injerto contra huésped (EICH), debido a la
inmadurez del sistema inmune del recién nacido. Comparado con el trasplante
de MO no emparentado, donde se requiere un grado de identidad completa
HLA para los antigenos de clase | y Il, la mayoria de los trasplantes de SCU no
emparentados se han realizado con uno, dos y tres grados de disparidad
HLA,

Entre sus desventajas cabe sefalar la disponibilidad de una sola unidad
para cada trasplante, en ocasiones, insuficiente, asi como la posibilidad de
transmision de enfermedades congénitas no detectables por la historia familiar

o por los test de laboratorio habituales.

5. COMO SURGE LA CREACION DE LOS BANCOS DE SCU

Una vez demostrada la capacidad de implante de los progenitores de la
SCU entre familiares histocompatibles, la mayor permisividad inmunolégica de
las células inmunocompetentes de la SCU y contando, ademas, con la
experiencia previa del desarrollo estratégico de los registros de donantes no

emparentados de médula 6sea, se propuso la utilizacion de donaciones no
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emparentadas con el objetivo de completar el abanico de posibles donantes
alternativos de progenitores hemopoyéticos®*. Ello podia mejorar las
expectativas (y de hecho asi ha sucedido) del 60/70% de pacientes que

carecen de un donante familiar idéneo.

Para posibilitar esta estrategia ha sido necesario el desarrollo de
programas de donacion, obtencion, manipulaciéon y almacenamiento de la SCU;
en resumen, la creacion de los bancos de sangre placentaria o de corddn
umbilical (BSCU), a fin de poder suministrar este producto, con la maximas
garantias de calidad, a los centros de trasplante®. En este sentido, a pesar de
la limitacién que le confiere su escaso volumen y contenido de progenitores
obtenidos, la SCU tiene una serie de ventajas adicionales sobre la MO

procedente de registros de donantes no emparentados:
a) menor incidencia y mejor control de enfermedades transmisibles,
b) disponibilidad casi inmediata,
c) ausencia de pérdidas del registro y

d) menor coste econémico

El banco de sangre de cordon umbilical de Nueva York fue el pionero,
iniciando su actividad en 1993, y también fue el primero que suministré una unidad
de SCU no emparentada, durante el mismo afo, para la realizacion del primer

trasplante de este tipo en la "Duke University" de Durham.

A esta iniciativa se sumaron los BSCU de Milan, Duesseldorf y
Barcelona, entre 1994 y 1995, a los que progresivamente se sumaron otros
hasta un total de mas de 50 en el afio 2000. En la actualidad hay mas de
70.000 unidades de SCU disponibles, de las cuales aproximadamente la mitad
estan en BSCU Europeos y se han realizado mas de 1500 trasplantes.
Generalmente, los BSCU reportan sus unidades a los registros nacionales (en
Espafia, el Registro Espafol de Donantes de Médula Osea "REDMO"

patrocinado por la Fundacion Internacional José Carreras) e internacionales
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(Bone Marrow Donors Word Wide "BMDW?", National Marrow Donors Program
"NMDP").

En 1998 los BSCU pioneros en Europa (Milan, Duesseldorf, Barcelona)
crearon el embrion de una organizacién internacional, NETCORD, a la que
posteriormente se han sumado los bancos de Londres, Paris, Bélgica, Tokio,
Denver, San Luis, Nueva York y Leiden. Esta organizacion tiene como
objetivos garantizar la calidad de los productos transplantables, facilitar la
interaccion con los centros de trasplante y/o registros, facilitar el analisis de los
resultados clinicos y promocionar la investigacion sobre este producto

hemopoyético.

Los primeros pasos en esta direccion han sido la creacion de unos
estandares de calidad de alcance internacional, asociados a la Foundation for
the Acreditation of Hemopoietic Cell Therapy (FAHCT) y el desarrollo de una
estrategia informatica de comunicacion en forma de "Oficina Virtual"

(http://office.netcord.org)

Paralelamente, en Europa, gracias a una financiacion de la CE se ha
desarrollado el proyecto EUROCORD que coordina la investigacion clinica en
trasplante de SCU.

De los primeros analisis clinicos (grupo EUROCORD, BSCU de Nueva
York, Universidad de Minesotta y la Universidad de Duke) se desprenden ya

una serie de conclusiones relevantes:

a) La SCU es capaz de implantar correctamente en la mayoria de los
pacientes, aunque la velocidad de este implante es menor que la que se

obtiene con progenitores de médula 6sea o sangre periférica.

b) La incidencia de complicaciones inmunolégicas, como la enfermedad

del injerto contra el huésped (EICH), es comparativamente menor.
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c) El trasplante de SCU es mas permisivo en cuanto a su

histocompatibilidad.

d) Los resultados clinicos, en términos de recuperacion inmunoldgica y
supervivencia, son comparables a los obtenidos con médula ésea o

sangre periférica adulta de donantes no emparentados.

En este contexto, los BSCU juegan un papel crucial ya que son el primer
eslabon que condiciona el resultado clinico final. Estos deben conjugar una
serie de estrategias, técnicas y funciones encaminadas a la obtencion de un

producto con las maximas garantias de calidad>®2.

5.1. INDICACIONES DE BUSQUEDA DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS PROCEDENTES DE MEDULA OSEA Y/O DE
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

1. Las solicitudes de busqueda de la médula ésea y/o de sangre de
corddon que cumplan los criterios referidos en el «Documento de indicaciones
de busquedas de progenitores hematopoyéticos procedentes de sangre de
cordén y/o médula 6sea», aprobado por la Comision Nacional de TMO (ver
Anexo 3), seran directamente tramitadas y aprobadas por el INSALUD o por la
Coordinacion de Trasplantes autondmica correspondiente en las Comunidades

Autdnomas transferidas.

2. Aquellas otras solicitudes de busqueda, que no cumplan los citados

criterios, seran evaluadas individualmente por parte del Comité de Expertos.
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5.2. MECANISMO DE SOLICITUD DE LAS BUSQUEDAS DE
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

¢ Requisitos generales para iniciar una busqueda de médula 6sea y/o de

sangre de cordén

Cuando un hospital precise realizar una busqueda de cordén y/o de

meédula 6sea, el mecanismo a seguir sera el siguiente:

1. Diagnostico: El paciente debera cumplir los criterios referidos en el
«Documento de indicaciones de busquedas de progenitores
hematopoyéticos procedentes de sangre de corddn y/o médula ésea»

aprobado por la Comision Nacional de TMO (ver Anexo 3).

2. Antes de iniciar cualquier busqueda es indispensable que un centro
acreditado para trasplante alogénico no emparentado acepte la
realizacion del trasplante de médula 6sea o de sangre de corddn. Ello
supone que si el paciente procede de un hospital no acreditado, debera
el médico responsable contactar con un centro acreditado y haber
conseguido la consiguiente aprobacién en cuanto a la indicacion clinica

de dicho trasplante.

e Tramitacién de las busquedas

1. Una vez establecido el diagndstico y la indicacién de trasplante de
médula ésea y/o de sangre de cordon, la gerencia del hospital donde pertenece
el facultativo que hace la indicacion, tramitara, a través del INSALUD o de la
coordinacion de trasplantes autonomica correspondiente en las Comunidades

Autéonomas transferidas, una solicitud en la que conste:
a) Informe clinico del paciente, en el que figurara el nombre, edad,

diagnodstico, peso, pruebas analiticas o diagnosticas efectuadas y

situacién actual del paciente. Asimismo, debera constar el nombre del
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hospital solicitante, direccién, teléfono y fax, asi como el nombre del

facultativo solicitante.

b) Impreso normalizado para tal fin cumplimentado por el facultativo
responsable, en el que se indicara de forma razonada qué tipo de

busqueda solicita para el paciente:

1. Sangre de corddn exclusivamente.
2. Médula 6sea exclusivamente.

3. Médula 6sea y sangre de cordon de forma simultanea.

c) En el caso de que el hospital solicitante no esté acreditado para
realizar trasplantes alogénicos no emparentados, debera enviarse
documento del hospital donde éste se fuera a realizar, con el

compromiso explicito de aceptacion de dicho paciente.

2. El INSALUD o la Coordinacion Autonémica de Trasplantes de las
Comunidades Auténomas transferidas comunicara en el plazo mas breve
posible si dicha solicitud es aceptada o no. En el caso de que la indicacion no
se encuentre incluida dentro del documento de indicaciones de busquedas de
médula ésea y/o cordon aprobado por la Comision Nacional de TMO, dicha
solicitud se remitira a la Organizacion Nacional de Trasplantes, quien en un
plazo maximo de 72 horas lo sometera al Comité de Expertos y proporcionara

una respuesta razonada.

3. Una vez que el informe sea positivo, el hospital solicitante tramitara
ante el REDMO la oportuna solicitud de busqueda. EI REDMO se ha
comprometido a no iniciar ninguna busqueda que no venga avalada por la
correspondiente autorizacion del INSALUD o del organismo de gestidon

correspondiente en las Comunidades Auténomas transferidas.

El abono de los gastos que suponga la realizacion de las pruebas
bioldgicas correspondientes de la busqueda de la médula ésea y/o del cordon

sera efectuado por el hospital al que pertenezca el facultativo que inicie la
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busqueda. Los gastos relativos a la extraccion de la médula o el de la propia
unidad de sangre de cordon, el transporte, asi como el del propio trasplante de
la médula o del corddn, seran efectuados por el hospital que realice el

trasplante.

e Transporte de la médula 6sea o de la unidad de sangre de cordén

Una vez localizado un donante de médula 6ésea o una unidad de sangre
de cordén adecuado para el paciente, se realizara su transporte hasta el centro

trasplantador.

Con anterioridad suficiente a dicho envio, el REDMO solicitara, a través
de la Organizacion Nacional de Trasplantes, la autorizacion correspondiente
del Ministerio de Sanidad y Consumo para la entrada de la médula 6sea o de la
unidad de sangre de cordon a Espafa (si éste se hubiera localizado en el

extranjero). Para lo cual se debera aportar lo siguiente:

1. Un informe en el que consten: nombre, edad y diagndstico del
paciente, nombre del hospital trasplantador y del médico responsable,
nombre, direccion, teléfono y fax del Registro de Donantes Voluntarios

de Médula Osea o del Banco de Cordén del pais de origen.

2. Plan de vuelo previsto: dia y hora de salida y llegada, ciudad de origen

y destino, nombre de la compafia y numero de vuelo.

3. Caodigo del donante o de la unidad de sangre de corddn.

4. Nombre y DNI de la persona encargada del transporte (si precisa).

5. Certificado del Registro de Donantes de Médula Osea del pais de
origen en el que consten los estudios efectuados al donante de médula

O6sea o bien del Banco de Cérdon de origen en el que consten los

estudios efectuados a la unidad de sangre de corddn y a la madre que
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sean necesarios para demostrar que no padecia enfermedad susceptible

de constituir un riesgo para el receptor.

Tras su tramitacién la Organizacion Nacional de Trasplantes enviara al
REDMO la autorizacion correspondiente de entrada de la médula 6sea o de la

unidad de sangre de corddén a Espaia.

5.3. TRANSPORTE DE LAS UNIDADES DE SANGRE DE CORDON

Las células de SCU seran recogidas en un contenedor estéril y sellado
de forma que minimice el posible riesgo de pérdida celular o de contaminacion

microbiana. Este contenedor estara convenientemente etiquetado.

El transporte de las unidades de SCU se realizara de forma que se
proteja adecuadamente la integridad de la SCU, asi como la salud y seguridad
del personal encargado del transporte. Las unidades de SCU no deberan pasar

por el control de RX.

a) Transporte de las unidades de SCU no criopreservadas:
— Si es posible, la unidad de SCU sera dispuesta en al menos 2
contenedores que estén convenientemente sellados.
— El contenedor exterior sera termoaislable y de un material adecuado
que evite posibles fugas del contenido, golpes, cambios de presion o
cualquier otro incidente que pudiera ocurrir durante el transporte y
debera tener una cantidad de material absorbente suficiente que permita
rellenar completamente el espacio existente entre ambos contenedores.
— Durante el transporte, las unidades de SCU seran mantenidas a la
temperatura que indique el Banco de SCU.
— Se podran emplear, segun criterio del Banco, bolsas de gel

congeladas o hielo. El hielo seco no debe nunca ser empleado.

b) Transporte de las unidades de SCU criopreservadas:
— Las unidades de SCU criopreservadas seran transportadas en un

contenedor de nitrégeno liquido que mantenga una temperatura por
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debajo de —80° C al menos durante 48 horas tras la hora estimada de
llegada a su destino.

— EI hielo seco no debe ser usado, a no ser que mantenga
convenientemente la temperatura del componente a transportar.

— EI contenedor exterior debe ser de un material adecuado para el
transporte del material criogénico, conforme a la normativa vigente de
este tipo de transporte.

— EI contenedor exterior debera estar convenientemente etiquetado, de
acuerdo a la normativa vigente de transportes de material criogénico y

de material bioldgico.

5.4. MECANISMO DE INTERCONEXION DE LOS DIFERENTES BANCOS
DE CORDON

En Espafa existen actualmente varios proyectos de creacion de Bancos
de Corddn. La futura existencia de diversos bancos repartidos por toda la
geografia hace imprescindible la creacién de una red de bancos a nivel estatal

que permita su accesibilidad tanto a nivel nacional como europeo.

El proyecto de creacion de la red nacional de Bancos de Cordon se basa
en que los diferentes bancos autorizados conformaran una red nacional donde
se actualizaran y se gestionaran las existencias de unidades®*2. Esta se
disefiara mediante la creacion de una base de datos unica y comun para toda
Espafia donde estaran permanentemente censadas las muestras validadas
para su uso en trasplante. La base de datos central sera una base de consulta
que utilizara como criterios de seleccion la identidad HLA. De esta manera se
definira un formato de datos minimo para poder realizar una busqueda en

funcién de la compatibilidad HLA.

La base de datos para este fin sera gestionada en el REDMO, al cual se
enviaran los datos procedentes de los diferentres Bancos de Sangre de Cordon
incluidos en el programa nacional. Esta base de datos requerird 6 campos de

HAL: 2 A, 2 B, 2 DR genéricos, los correspondientes a los subtipos DR, 1
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campo de celularidad total, 1 campo de identificacion de la unidad, 1 campo de

identificacién del banco, 1 campo con el numero de teléfono o fax del centro.

El REDMO, al igual que lo viene haciendo para las busquedas de
meédula ésea, sera el organismo encargado en nuestro pais de la gestion de las
busquedas de SCU para pacientes espafioles tanto en los bancos nacionales
como extranjeros, asi como de las busquedas solicitadas para pacientes

extranjeros en los bancos de SCU nacionales.

El niUmero idéneo de bancos y de unidades de SCU/pmp recomendable
en un pais o zona determinada es todavia una incégnita, dado el relativo
desconocimiento actual de la trascendencia de la identidad entre donante y
receptor sobre la evolucion del trasplante. Segun ello, la Comisién Nacional de
TMO recomienda que hasta que se defina este aspecto por parte de los
expertos nacionales o internacionales, en nuestro pais se desarrollen un total
de 3 Bancos de Corddn que aspiren a tener un total de 3.000 unidades en un
plazo de 3 afios. Esta recomendacion se basa en la extensién habitual de las
busquedas de SCU tanto a nivel nacional como internacional y en el proyecto
europeo que prevé disponer en toda Europa de unas 30.000 unidades en el

plazo de 3 afios.

Actualmente el Banco de SCU mas importante es el Banco de SCU de
New York. En Europa, existen Bancos de SCU en Dusseldorf, Milan, Paris,

Austria, Bélgica y Londres.

A largo plazo, es esencial una comunicacion fluida durante el proceso de
las busquedas entre los diferentes paises europeos. Este objetivo esta
considerado como prioritario dentro del proyecto EUROCORD, utilizando los
recursos ya existentes y/o creando otras alternativas especificas. Se prevé que
esta interconexion en Europa sera por Internet. El REDMO sera el encargado
de conectar con los Bancos de SCU nacionales y extranjeros durante el
proceso de las busquedas, sin perjuicio de que los Bancos de SCU nacionales
se encuentren conectados con el REDMO y entre si mediante Internet u otra

conexion.
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Para hacer posible la interconexion europea es necesario que los
diferentes Bancos de SCU nacionales mantengan un sistema de homologacion

y controles de calidad validados a nivel internacional.

6. SITUACION LEGAL EN ESPANA DE LOS TRASPLANTES DE
CORDON

Los trasplantes de progenitores hematopoyéticos procedentes de cordon
umbilical se encuentran en Espafia reglamentados por el reciente «Real
Decreto 411/1996, de 1 de marzo, por el que se regulan las actividades
relativas a la utilizacién de tejidos humanos». El cordon umbilical y los
progenitores hematopoyéticos obtenidos a su través no se consideran, a

efectos de este Real Decreto, como producto de desecho®.

En resumen, los diferentes aspectos que observa dicho Real Decreto en

relacion con la SCU son los siguientes:

6.1. DONACION DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL.

La donacion de SCU debera reunir y garantizar los siguientes puntos:

— La confidencialidad. Se ha de garantizar que toda la informacién
relativa a los donantes y receptores sera recogida, tratada y custodiada
en la mas estricta confidencialidad. En ningun caso podran facilitarse ni
divulgarse informaciones que permitan la identificacion del donante ni del
receptor. Asimismo, el receptor no podra conocer la identidad del
donante, ni el donante del receptor, a excepcién de los donantes de
corddn genéticamente relacionados.

— La promocién y publicidad de la donacion de cordon se realizara

siempre con caracter general y sefalando su caracter voluntario,
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altruista y desinteresado. Asimismo, se prohibe la publicidad de la
donacion en beneficio de personas concretas o de Bancos de Corddn
determinados.

— La gratuidad. No se podra percibir ninguna compensacién econémica
ni de ningun otro tipo por la donacion, ni se exigira precio alguno al
receptor por el corddn. Las actividades desarrolladas por los Bancos de
Corddn seran sin animo de lucro, debiendo existir exclusivamente la
compensacion de gastos derivados de su actividad.

— La finalidad sera exclusivamente terapéutica, con el propédsito de
favorecer la salud o las condiciones de vida del receptor, sin perjuicio de
las investigaciones que puedan realizarse adicionalmente. En todo caso,
la utilizacién de cordones en funcién de un proyecto docente o de
investigacion debera respetar los derechos fundamentales de la persona
y los postulados éticos de la investigacion biomédica.

— La obtencidn previa de la firma de un consentimiento informado. La
obtencion de los progenitores hematopoyéticos procedentes de sangre
de corddn umbilical requiere que el donante haya sido previamente
informado y otorgue su consentimiento de forma expresa, libre,
consciente y desinteresada. No podra obtenerse de personas que por
deficiencias psiquicas, enfermedad mental o cualquier otra causa no
puedan otorgar su consentimiento en la forma indicada. El
consentimiento debera formalizarse por escrito y ser firmado por el
donante y el médico. En ningun caso podra efectuarse la obtencion sin la

firma previa de este documento.

6.2. CENTROS DE OBTENCION.

Centros de Trasplante y Bancos de Cordon. Este Real Decreto tiene

caracter de norma basica, por lo que es de obligado cumplimiento en todo el

Estado y contiene, entre otros, aquellos requisitos minimos necesarios para

realizar las actividades tanto de obtencidon como de implante de progenitores

hematopoyéticos procedentes de SCU, asi como para los Bancos de Cordon.
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La acreditacion correspondiente de los centros que deseen realizar
cualquiera de estas actividades es competencia de las diferentes Comunidades
Autonomas, que podran realizar sus correspondientes desarrollos
reglamentarios donde se igualen o eleven estos requisitos minimos, pero nunca

disminuirlos.

En general, para la realizacion de trasplantes de corddn procedentes de
donantes familiares, el centro debera reunir los criterios necesarios para la
realizacion de trasplantes alogénicos a partir de donantes familiares, y para la
realizacion de trasplantes de cordén no emparentados, los criterios necesarios

para realizar trasplantes alogénicos a partir de donantes no emparentados.

Los trasplantes de cordon podran realizarse previa firma de un
consentimiento informado por el receptor o sus representantes legales y debera
ser firmado ademas por el médico que efectue el trasplante y por el médico que
informo al receptor. Este documento quedara archivado en la historia clinica del
paciente y se dara una copia al interesado. Asimismo en la historia clinica del
paciente se recogeran los datos necesarios que permitan identificar al cordén y

su procedencia.

Los Bancos de Corddn: son aquellas unidades técnicas que tienen por
misidn garantizar la calidad de los cordones después de su obtencion y hasta
su utilizacion clinica. Estos centros se encargaran del procesamiento,
preservacion, almacenamiento, control de calidad, distribucion y transporte de
los cordones. Los criterios minimos para la acreditacién de estos Bancos de

SCU se encuentran referidos también en el citado Real Decreto.

6.3. ENTRADA DE MEDULA OSEA Y UNIDADES DE SANGRE DE CORDON
A ESPANA.

El Ministerio de Sanidad y Consumo autorizara, previo informe de la
Organizacion Nacional de Trasplantes, la entrada de cualquier médula 6sea o

unidad de sangre de corddn a Espafia. Para ello se precisara lo siguiente:
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— En el caso de médula 6sea: un informe en el que consten los datos
del paciente, informe del Registro de Donantes de Médula Osea del pais
de origen en el que consten las garantias éticas y sanitarias observadas
en su institucion y un certificado en el que consten los estudios
efectuados al donante que sean necesarios para demostrar que no
padecia enfermedad susceptible de constituir un riesgo para el receptor.
— En el caso de sangre de corddn: un informe en el que consten los
datos del paciente, informe del Banco de Cordon del pais de origen en el
que consten las garantias éticas y sanitarias observadas en su
institucion y un certificado firmado por el director del Banco del pais de
origen, en el que consten los estudios efectuados a la donante (la
madre) y a la unidad de SCU que sean necesarios para demostrar que
no padecia enfermedad susceptible de constituir un riesgo para el

receptor.

6.4. SALIDA DE MEDULA OSEA Y DE UNIDADES DE SANGRE DE
CORDON DE ESPANA.

El Ministerio de Sanidad y Consumo autorizara, previo informe de la
Organizacion Nacional de Trasplantes, la salida de cualquier médula 6sea o de

unidad de sangre de corddén de Espafia. Para ello se precisara:

— En el caso de médula 6sea: un informe del hospital extranjero en el
que consten datos del receptor y su compromiso del pago de los gastos
de la extraccion de la médula ésea al donante, asi como un informe
relativo a los estudios efectuados al donante que sean necesarios para
demostrar que no padecia enfermedad susceptible de constituir un
riesgo para el receptor.

— En el caso de sangre de corddn: un informe del hospital extranjero en
el que consten los datos del receptor y su compromiso del pago de los
gastos que supongan la preservacion de la SCU que tuviera establecido
el Banco de Corddn espafiol, asi como un informe del Banco de Cordén

espanol en el que consten los datos relativos a la donante (la madre) y a
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la unidad de SCU que sean necesarios para demostrar que no padecia

enfermedad susceptible de constituir un riesgo para el receptor.

6.5. TRANSPORTE DE LA MEDULA OSEA Y DE LAS UNIDADES DE
CORDON.

El transporte de la médula 6sea o de las unidades de sangre de cordon
se realizara bien desde el hospital extractor o bien desde el Banco de Cordén
de origen hasta el Centro de Trasplante. El envio sera realizado empleando los
medios de transporte que sean precisos en cada caso. El transporte se
realizara en un sistema con capacidad para mantener las adecuadas
caracteristicas de la médula 6sea o del corddn (segun el caso) y se
acompanara de:

1. Etiquetado exterior en el que conste: tipo de tejido de que se trata,

procedencia y destino, dia y hora de salida, e instrucciones de

transporte.

2. Documentacion destinada al centro receptor en la que conste: la

descripcion del tejido y solucidn de preservacion, relacion de las pruebas

efectuadas, instrucciones para la descongelacion y la utilizacion, asi
como cdédigo del donante o de la unidad de SCU, que permita su
seguimiento y que se debera archivar en la historia clinica del receptor.

3. Documento escrito de autorizacion por parte del Ministerio de Sanidad

y Consumo de entrada o salida del tejido en el que se haga constar que

se cumplen los requisitos exigibles para la misma.

7. ASPECTOS ETICOS DE LOS TRASPLANTES DE CORDON

La posibilidad de realizar trasplantes no relacionados de SCU a un gran
numero de pacientes viene condicionada por la creacion de Bancos de SCU,
donde se almacenen un numero elevado de cordones criopreservados. Por

esta razon, es muy importante tener en consideracion los aspectos éticos
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asociados a esta practica. Desde este punto de vista deben mencionarse los

siguientes puntos:

7.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Para la puncion del corddn umbilical y la obtencion de su sangre se
requiere previamente la autorizacion escrita tras un consentimiento informado
de la embarazada. La informacion dada a la eventual donante debe incluir una
descripcion simple del sistema de recogida de la SCU, la confidencialidad de
los datos, la necesidad de obtener informacion de la madre para el despistaje
de enfermedad infecciosa u otras patologias, la de obtener muestras de sangre
periférica materna, la recomendacion de un seguimiento posterior de la madre
y del nifio, asi como del tipo de donacidon que realiza. Dicho consentimiento

informado debera ser firmado también por el médico que inform¢d a la donante.

7.2. PROPIEDAD DE LA SCU.

La donacion de SCU permite 3 tipos de donantes diferentes:

1. Donacién autéloga, cuando la SCU es conservada unicamente con
vistas a su eventual utilizacion por el propio recién nacido en el caso de
padecer en un futuro enfermedad susceptible de precisar un trasplante.
En este caso, la SCU sera unicamente conservada si existe en el recién
nacido algun tipo de diagndstico preestablecido.

2. Donantes familiares, cuando la conservacién de la SCU se realiza
Unicamente para un familiar genéticamente relacionado (v.g., un
hermano) que padece una enfermedad susceptible de precisar un
trasplante.

3 . Donantes no emparentados, cuando la donacién de la SCU se realiza
de forma altruista para cualquier paciente no emparentado y anénimo
que pueda precisar un trasplante de este tipo. No se contemplaran las
donaciones dirigidas a una persona determinada. Para evitar cualquier

tipo de reclamacion ulterior, resulta imprescindible que se obtenga por
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parte del donante un consentimiento informado que especifique

claramente el tipo de donacién que realiza.

7.3. RESULTADOS DE LOS ANALISIS.

La positividad de algunas pruebas de despistaje de infecciones puede
tener trascendencia para la salud de la madre o del nifio y requerir actuaciones
clinicas para asegurar un seguimiento correcto de los mismos o bien por
razones de salud publica. Para que esto se pueda llevar a cabo es necesaria la
posibilidad de hacer algun seguimiento de los donantes de SCU y de las
madres, lo que podria coordinarse con programas de medicina preventiva ya
existentes que incluyan examenes ginecologicos postparto y controles
pediatricos. La madre y el médico correspondiente deberan ser informados del

resultado de las pruebas.

7.4. PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD.

Se considera esencial que se tomen medidas estrictas dirigidas a
asegurar al maximo la privacidad y confidencialidad de toda la informacién
obtenida en la actuacién de los bancos de SCU. Este punto es importante para
evitar, ademas, la presion que eventualmente pudiera ejercerse sobre el
donante o su familia para obtener progenitores hematopoyéticos procedentes

de distinta fuente a la de la de la sangre del cordén umbilical.

7.5. GARANTIA DE CALIDAD DE LOS BANCOS DE SCU.

Los Bancos de SCU realizaran aquellos controles de calidad adecuados
a la normativa vigente y al conocimiento cientifico, que garanticen que se
minimicen los riesgos de transmision de enfermedades al receptor. Asimismo,
mantendran una seroteca al menos durante 5 anos a partir de empleo de la
SCU para hacer posibles controles bioldgicos posteriores a su implantacion;
ademas, mantendran un registro adecuado de los datos de la SCU almacenada
o implantada, asi como de los donantes y de sus madres en el momento del

alumbramiento.
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7.6. ACTUACION JUSTA.

Los Bancos de Corddn deben desarrollarse asegurando que la recogida
y distribucion de SCU se realizara con independencia de la raza, nivel social o
grupo étnico. Asimismo deberan garantizar que la distribucion se realizara
unicamente sobre la base de criterios clinicos e inmunoldgicos entre la SCU y

el receptor.
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Il. JUSTIFICACION

1. INTRODUCCION

La aplicacion de quimio/radioterapia supraletal seguida de rescate
hematopoyético esta actualmente reconocida como una forma efectiva de

tratamiento de diversos tipos de neoplasias y enfermedades no malignas.

La médula 6sea y la sangre periférica movilizada son las fuentes de
progenitores hemopoyéticos mas habitualmente utilizadas en el rescate de los
pacientes sometidos a tratamientos mieloablativos. Recientes experiencias
clinicas han demostrado la posibilidad de utilizacion de los precursores

hemopoyéticos de sangre de cordén umbilical (SCU) en estas situaciones’®.

Ontogénicamente, la hematopoyesis se inicia en el saco vitelino entre los
dias 15 y 18 de desarrollo. A partir de la sexta semana de gestacion se
empieza a detectar en el parénquima hepatico y en el bazo. Finalmente,
alrededor de la semana 20 se inicia la hemopoyesis a nivel de la médula 6sea,

donde permanecera casi exclusivamente durante toda la vida adulta*.

Durante los cambios a nivel de organos hemopoyéticos detectados
durante las épocas embrionaria y fetal se produce un aumento de progenitores
circulantes que indicaria una migracibn de las células progenitoras

hematopoyéticas a través del torrente sanguineo entre los diferentes lugares.

Durante las primeras 24 horas después del nacimiento todavia se
detectan precursores hemopoyéticos circulantes en sangre periférica que van
declinando de forma progresiva. Asimismo, la sangre del cordon umbilical,
habitualmente desechada, contiene un numero apreciable de precursores
hemopoyéticos (CFU-GM, CFU-GEMM, CFU-MK y LTCIC) detectables por

ensayos «in vitroy.
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Este hecho ha motivado que las células hemopoyéticas contenidas en la
SCU sean consideradas como una fuente de hemopoyesis alternativa en el

tratamiento de ciertas enfermedades hematolégicas***®.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA Y ESTADO ACTUAL DE LOS
TRASPLANTES DE CORDON

2.1. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS DE LA SANGRE DE CORDON UMBILICAL.

a) Numero de células progenitoras hematopoyéticas. La experiencia
clinica ha demostrado que Ila SCU contiene suficientes células
hematopoyéticas como para reconstituir la hemopoyesis en pacientes, al
menos hasta 40 kilos de peso. Aunque ya se han realizado con éxito los
primeros trasplantes de SCU en pacientes adultos de peso superior, no hay
todavia suficiente experiencia en adultos como para asegurar que la eficacia

sea la misma en receptores de mayor peso y superficie corporal47'48.

b) Capacidad proliferativa de las células progenitoras hematopoyéticas.
Se ha demostrado que las caracteristicas de las células progenitoras de la SCU
difieren de las de la médula ésea. Las células progenitoras hematopoyéticas de
la SCU contienen una mayor proporcion de células CD34+ primitivas con
mayor capacidad clonégena en presencia de factores de crecimiento anadidos
y con capacidad mucho mayor de generar colonias secundarias. Existen
asimismo diferencias en las caracteristicas fenotipicas entre las células

progenitoras primitivas de la SCU y de la médula ésea.

c) Alorreactividad disminuida. Si bien la capacidad de proliferar de los
linfocitos T de la SCU frente a estimulos alogénicos primarios es similar a la de
la sangre o la médula 6sea del adulto, su actividad citotdxica basal es menor.
También se han observado niveles inferiores en varias citocinas, inmadurez
funcional de las células dendriticas y menor actividad celular NK, aunque este

ultimo hallazgo no ha sido uniformemente contrastado.
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Los citados hallazgos podrian explicar, al menos en parte, la menor
intensidad de las reacciones injerto contra huésped (EICH) observadas en los
trasplantes con SCU y que permiten emplear unidades con diferencias en el

complejo mayor de histocompatibilidad en 1 y hasta 2 antigenos®.

d) Expansion «ex-vivo» de las células progenitoras hematopoyéticas. La
capacidad de expansion de las células progenitoras hematopoyéticas de la
SCU es superior a las de la médula ésea o las de sangre periférica después de
movilizaciéon®. Si bien los resultados mas espectaculares se han obtenido con
células progenitoras hematopoyéticas comprometidas, estudios recientes
parecen demostrar que también las células progenitoras mas primitivas como
las CD34+ CD38- pueden ser expandidas. De confirmarse la posibilidad de
expandirse las células progenitoras hematopoyéticas primitivas, tendria una
importante repercusion en la aplicaciéon de la SCU tanto en el terreno de los

trasplantes como en el de la terapia génica®'*.

2.2. VENTAJAS Y PROBLEMAS DE LAS CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS DE SCU RESPECTO A OTRAS FUENTES.

Entre las ventajas de los trasplantes de SCU figuran las siguientes:

1) Suficiente cantidad y facilidad de obtencién de los progenitores
hematopoyéticos de la SCU sin riesgo para el donante.

2) Posibilidad de obtencion de las minorias étnicas.

3) Baja prevalencia de ciertas enfermedades transmisibles.

4) Disponibilidad casi inmediata de las unidades de SCU ya
almacenadas, lo que permite la realizacion del trasplante con la urgencia
necesaria.

5) Menor alorreactividad, lo que implica, por un lado, menor capacidad
de inducir enfermedad injerto contra huésped (EICH) y por otro, permite
la posibilidad de utilizar unidades de SCU no idénticas en el sistema
HLA.

6) Menor coste econdmico que las busquedas de médula ésea.
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7) Elevado potencial hematopoyético de estos progenitores.

En este tipo de trasplante, aun quedan bastantes incégnitas por resolver.

Entre los problemas que suscita el empleo de la SCU destacan los

siguientes:

1) Hasta ahora la mayoria de los trasplantes de SCU que se han
realizado han sido en nifios con peso inferior a 40-50 kilos. Aunque ya se
han realizado trasplantes de SCU en adultos con resultados
esperanzadores, aun queda por definir cual es el numero minimo de
células progenitoras hematopoyéticas necesario para reconstituir el
sistema hematopoyético de los pacientes. Los datos actuales sugieren
que existe una relacion inversa entre el numero de células infundidas y
el tiempo de prendimiento.

2) El menor grado de EICH hace temer que la eficacia del efecto
inmunoldgico injerto-contra-leucemia sea menor en los trasplantes de
SCU. Aunque los datos son aun insuficientes, parece que el citado
efecto es similar al obtenido con los trasplantes de médula 6sea o con
sangre periférica.

3) Definicién del grado de incompatibilidad HLA admisible.

4) Definicion de las indicaciones de estos trasplantes.

5) Definicidn de aspectos técnicos relacionados con el manejo y
conservacion de los progenitores.

6) Definicion del numero de unidades de cordon almacenadas que seria
recomendable segun la relacidon coste/beneficio.

7) Aspectos éticos en relacion a estos trasplantes, etc.

2.3. RESULTADOS CLINICOS DE LOS TRASPLANTES DE SCU.

Las indicaciones fueron hemopatias malignas y enfermedades
genéticas. Se comprobd el implante en mas del 90% de los pacientes; la
reconstitucion de granulocitos y plaquetas fue mas lenta que en los trasplantes

de médula 6sea, pero la frecuencia e intensidad de la enfermedad injerto contra
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huésped (EICH) fue menor. Hasta ahora la tasa de recaida en las hemopatias
malignas es similar a la que se presenta en los trasplantes con médula dsea’*
56

Los resultados iniciales obtenidos con SCU de hermanos llevaron a
considerar la posibilidad de utilizar la SCU de donantes no emparentados. En
1993 se constituyd en el «New York Blood Center» el primer banco publico de
SCU con ayuda del «National Heart, Lung and Blood». En este centro, la SCU
y la placenta de neonatos sanos nacidos en el Hospital Mount Sinai de New
York se recogio, se analizd y se criopreservdé guardandose para su posterior
uso. La madre debia otorgar su consentimiento para la recogida de la SCU y
para que fuesen practicadas a ella diversas pruebas seroldgicas y examen de
HLA, asi como responder a un cuestionario sobre antecedentes patoldgicos
familiares, especialmente enfocado a descartar enfermedades hereditarias

hematoldgicas y otras enfermedades genéticas.

En resumen, los resultados preliminares obtenidos confirman que la
SCU constituye una fuente de progenitores hemopoyéticos capaz de
reconstituir la hemopoyesis en nifios y probablemente en una proporcion
notable de adultos. Es prematuro conocer si esta fuente de progenitores
hemopoyéticos puede llegar a ser preferible al empleo de médula ésea o
sangre periférica de donantes no emparentados o de donantes familiares con
disparidad HLA. En cualquier caso justifica su empleo, siendo imprescindible

una recogida cuidadosa de datos en Registros Internacionales.

En Espafa, el banco de cordén de Barcelona fue el primero en iniciar
sus actividades en 1995, posteriormente se fueron incorporando los bancos de
Madrid, Malaga, Galicia, Canarias y Valencia. A fecha de 2001 contaban en su
haber con 11.155 unidades de SCU y se habian realizado 133 trasplantes de

SCU no emparentado.

En 1998, Rubinstein y cols publicaron los resultados de 562 trasplantes
de SCU no emparentado. El seguimiento clinico mostré prendimiento mieloide
en el dia 42 para el 81% de los pacientes y prendimiento plaquetar en el dia

180 para el 69%. La incidencia de EICH crénica ocurrié solamente en el 12% y
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fue poco severa. Desde octubre de 1988 hasta marzo de 2000 se han
comunicado a EUROCORD los datos de 700 trasplantes procedentes de 121
centros pertenecientes a 29 paises. De estos, 150 casos fueron de donante

emparentado y 534 de donante no emparentado (378 nifios y 156 adultos).

Del analisis de estos resultados se concluye que los trasplantes de SCU
HLA idénticos de donante emparentado tienen menos EICH e idéntica
supervivencia que los trasplantes de MO en las mismas condiciones. Respecto
a los trasplantes de SCU no emparentados, los resultados son similares a los
de MO. Una conclusion unanime de estos estudios es que, el factor crucial en
el resultado favorable del trasplante es el numero de células nucleadas
infundidas /Kg de peso, aconsejandose una dosis a infundir > 3 x 107/Kg,
aunque recientemente en la misma serie de pacientes antes mencionada se
comprobd que la dosis de UFC (unidades formadoras de colonias) era un
parametro mas predictivo de la supervivencia post-trasplante que la dosis de
células nucleadas, observandose prendimiento y trasplante libre de

enfermedad a partir de una dosis de 5 x 104 UFCs/Kg.

De entre los hospitales de Espafa que vienen realizando trasplantes de
SCU, cabe mencionar que el hospital "La Fe" de Valencia lleva realizados mas
de 30 trasplantes. En un trabajo, recientemente publicado por este grupo, se
evaluan los resultados de una serie de 22 adultos, de los cuales 12 viven y
estan libres de enfermedad, aun habiéndoseles infundido una mediana de 1,71
x 107 células mononucleadas/Kg. Cabe resaltar los mejores resultados con

pacientes mas joévenes.

Uno de los principales problemas que plantean los trasplantes de SCU,
es la baja celularidad de una unidad de SCU vy el retraso del prendimiento
mieloide y plaquetar, en comparacion con los trasplantes de MO, por lo que la
expansion ex vivo se vislumbra prometedora, no solo porque aportaria al
paciente un numero suficiente de PHs que acortarian el periodo de aplasia,

sino porque permitiria su uso en adultos.

46



3. FACTORES OBSTETRICOS QUE AFECTAN A LA CALIDAD
DE LA SANGRE DE CORDON

El impacto de los factores obstétricos sobre la calidad de las unidades
de sangre de corddn umbilical ha sido investigado por algunos autores.
Donaldson y colabores®” concluyeron que los factores con significacion
estadistica que afectan al volumen y al numero total de células nucleadas
fueron la duracion de la gestacion, el tiempo transcurrido desde el nacimiento

del bebé hasta el clampaje del corddn y la duracion total del trabajo de parto.

Otros autores han mostrado que los recién nacidos de mayor edad
gestacional tuvieron mayor numero de células pero menor numero de células
CD34+ y de CFU-GM. Los recién nacidos de mayor peso tuvieron mayor
nimero de células, mas CD34+ y CFU-GM®®. Una larga duracién del estrés
durante el parto aumenta el numero de células nucleadas, granulocitos, células
CD34+ vy progenitores hematopoyéticos®®. En el estudio de Solves y
colaboradores no se hall6 diferencias entre las caracteristicas maternales o

neonatales de los diferentes grupos®.

Los factores obstétricos estan mas alla de la persona que recoge la
unidad de sangre de corddn pero el modo de recogida si puede ser controlado.
Actualmente, no hay un consenso sobre el procedimiento de la recogida de

unidades de sangre de cordén en las maternidades®’.

Survek y colaboradores®® compararon ambas estrategias en los partos
vaginales y concluyeron que la recogida intrautero rendia un mayor volumen y
un mayor nimero de células mononucleadas®®. Los resultados de un reciente
estudio demostraron que las concentraciones medias de células nucleadas y
CFUs total fueron significativamente mas bajas en la sangre de corddn
recogida tras el alumbramiento cuando se comparé con sus muestras
recogidas antes del alumbramiento placentario. La incidencia de coagulos

macroscopicos fue también mas alta en la recogida ex Utero. La disminucién de
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células reproductoras y hematopoyéticas es posiblemente debida a los

coagulos que se producen con el tiempo.

Sparrow y cols. no encontraron diferencias entre las dos formas de
recogida en los partos vaginales o entre partos vaginales y cesareas, aunque
hubo una tendencia a una mayor concentracion de células y de volumen

recogido en las recolecciones in ttero®.

Solves y cols. consideran que la recogida antes del alumbramiento es la
mejor aproximacion que permite optimizar la metodologia del banco de sangre
de cordon y segun sus resultados, los partos por cesareas parecen contener

las mismas células hematopoyéticas que los partos vaginales6°.

Asi pues, la sangre de corddn posee ventajas indudables respecto a
otras fuentes de progenitores hematopoyéticos, como son su facil
disponibilidad y la inmadurez de sus células. Sin embargo, tiene un
inconveniente importante que es su contenido limitado en células progenitoras.
Por ello, diversos estudios intentan soslayar el incoveniente del contenido
limitado en células progenitoras optimizando la seleccion de las donantes y la

recogida de la sangre para aumentar su calidad.

Aunque actualmente existen trabajos que se han ocupado de la
influencia de los factores obstétricos, éstos no son siempre concordantes, ya
que el numero de casos estudiado es limitado, por lo que tienen escaso poder.
Ademas, el analisis no es del todo apropiado, puesto que estudian sélo la
influencia de un/os determinados factores, obviando la posibilidad de

interacciones.

Existen pocos estudios que analicen las caracteristicas de aquellas
unidades procedentes de embarazos / partos con patologias frecuentes tales
como: preeclampsia, prematuridad, retrasos de crecimiento intrauterino,
oligoamnios, patologias maternas no infecciosas etc., y si estas donaciones

qgue actualmente se desechan, pudiesen ser Utiles para trasplante.
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Se ha observado que la acidosis fetal se asocia a una mayor cantidad y
calidad de la sangre de cordon, asi pues, de manera semejante, situaciones
con patologia obstétrica que se asocian a hipoxia aguda o crénica, podrian

incrementar la calidad de la sangre de cordon.

Nuestra hipdtesis de trabajo es que la hipoxia mediaria un incremento en

progenitores hematopoyéticos utiles para el trasplante.

Otro aspecto controvertido es el tipo de extraccion de las unidades de
sangre de cordon. Aunque parece claro que en los partos vaginales la
extraccion intrautero proporciona unidades con mayor volumen y celularidad,
en las cesareas los estudios muestran resultados contradictorios. Postulamos
que la extraccion intrautero en caso de cesareas mejoraria la calidad de la

sangre.
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lll. OBJETIVOS

Con la finalidad ultima de obtener muestras de sangre de corddn

umbilical de mayor calidad para ser utiles para trasplante (segun cantidad y

calidad de los progenitores hematopoyéticos), se pretende:

1.

Determinar la influencia de los parametros obstétricos en la calidad

de la sangre de cordon.

Investigar las asociaciones entre los diferentes parametros

hematoldgicos y las variables materno-fetales.

Analizar los parametros hematolégicos en funcidén de las variables

cualitativas materno-fetales.

Comparar dos formas de recogida de las unidades de sangre de
corddn (con placenta intrautero y tras la expulsién de la misma) en

las cesareas, tanto electivas como por otras causas.

Comparar las muestras procedentes de cesareas con las

procedentes de partos vaginales.

Determinar si la patologia materno-fetal, influye en la calidad de la

sangre de cordon umbilical.
Evaluar la influencia de diversas patologias obstétricas relativamente
frecuentes en nuestra poblacién, sobre los parametros

hematologicos.

Valorar si deben constituir criterios de exclusidon en la donacién de

sangre de cordon.
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IV. TIPO DE DISENO

Estudio de cohortes prospectivas en el que se analizan, de forma
retrospectiva, variables contenidas en la Historia Clinica para tratar de
explicar las diferencias encontradas en las unidades de sangre de corddn
entre los distintos grupos, en cuanto a cantidad de precursores

hematopoyéticos y otros parametros.
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V. LUGAR DE EJECUCION

El estudio se ha llevado a cabo en el Hospital Universitario Maternal La
Fe en coordinaciéon con el Banco de Sangre de Corddén Umbilical de la

Comunidad Valenciana.

Se trata de un hospital terciario que abarca la poblacion de los
departamentos de salud 6 y 7. El numero total de los partos asistidos entre
los que se recogieron los datos de la presente tesis durante el periodo de
investigacion fueron 16076 (Afno 2002 — 5008, afo 2003 — 5371, y el afo
2004 — 5697).
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VI. MATERIAL

1. IMPRESOS PARA LA DONACION DE SCU

El folleto informativo sobre la donacion de sangre de corddn umbilical
junto con el consentimiento informado para la donacién voluntaria de sangre de
cordén umbilical, el formulario de recogida de datos del parto y el cuestionario

de autoexclusion, quedan recogidos en los anexos | a lll respectivamente.

2. MATERIAL PARA LA OBTENCION DE LA SCU

Para la recogida de la SCU se utilizaron 2 tipos de sistemas:

1) Bolsa de extraccién de 350 ml con 49 ml de anticoagulante CPD-A y
aguja de 16 G (Baxter Healthcare Corporation, Fenwal Division, IL,
USA).

2) Bolsa triple con 21 ml de anticoagulante CPD (Macopharma, Torucoing,

Cedex France).

3. MATERIAL PARA EL PROCESAMIENTO Y
CARACTERIZACION DE LA SCU

Las bolsas de transferencia de 150 ml y las bolsas de congelacion
Cryocyte de 50 ml fueron proporcionadas por Baxter (Baxter Healthcare
Corporation, Fenwal Division, IL, USA). Los tapones para toma de muestras

fueron proporcionados por MacoPharma.

Los frascos de cultivo para aerobios y anaerobios BacT/ALERT fueron
suministrados por Organon Teknica. El medio de cultivo Methocult GF H4434

fue proporcionado por StemmCell Technologies Inc. (Vancouver, Canada).
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Para el fraccionamiento de la SCU, se utilizé el hidroxietil almidén (HES)
de Grifols (Barcelona). Para preparar la solucion de congelacion se utilizé
dextrano 40 y dimetilsulfoxido (DMSOQO). El dextrano 40 fue proporcionado por
Fresenius Kabi (Barcelona) y el dimetilsulfoxido en ampollas estériles de 10 y

20 ml fue proporcionado por B/Braun (Braun medical, Cedex, France).

Los criotubos fueron suministrados por Nalge Nunc International. Los
anticuerpos monoclonales utilizados para la caracterizacion inmunofenotipica
de los progenitores hematopoyéticos (anti-CD45 vy anti-CD34) fueron

suministrados por Becton Dickinson (San Jose, CA, USA).

4. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

A continuacion presentamos la caracterizacion de nuestra muestra de un
total de 759 unidades de SCU incluidas en el estudio. Para objetivar los datos
con mayor claridad y sencillez, hemos dividido la informacion en los siguientes

apartados:
1. Datos maternos.
2. Datos relacionados con el parto.
3. Datos neonatales.
4. Datos relacionados con el bienestar fetal.
5. Tipo de recoleccion de SCU.

6. Datos hematoldgicos.

4.1. DATOS MATERNOS

En cuanto al andlisis descriptivo de los datos maternos, podemos
resumir que se incluyeron pacientes cuyas edades oscilaron entre los 18 y los

48 anos de edad con una media de 32 + 5 anos.
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Respecto a la paridad el 60.5% de las mujeres (n=420) no tenia ningun
parto previo y para el 32.1% (n=223) se trataba de su segundo parto. El 15.6 %

tenia uno o mas abortos previos.

La gran mayoria de las pacientes eran mujeres sin patologia (71.6%). De
las pacientes que si presentaban patologia, se identificaron 7 casos de
estados hipertensivos del embarazo, 4 casos de oligoamnios, 6 casos de
diabetes mellitus no insulindependiente y 19 insulindependientes, 128 casos de
prematuridad, 7 casos de embarazos gemelares, 14 casos de hipotiroidismo

materno, 4 casos de lupus y 8 casos de pacientes hipertensas cronicas.

4.2. DATOS RELACIONADOS CON EL PARTO

En cuanto a los datos relacionados con el parto, cabe destacar que la
edad gestacional media fue de 38 + 2.5 semanas con un rango que oscila

entre 25 y 42 semanas.

La media de duracién del parto en horas (teniendo en cuenta el trabajo
de parto a partir de los 3 cm de dilatacién con cérvix borrado y dinamica
regular establecida hasta el nacimiento del producto) fue de 4 + 3 horas, y un

tiempo medio de rotura de membranas de 7 + 6 horas.

La analgesia recibida por la paciente durante el periodo de dilatacion
fue mayoritariamente (55%), la mezcla litica, la cual se trata de una
combinacioén sinérgica de meperidina, haloperidol y un antihistaminico. Al

31% de las mujeres les fue administrada anestesia epidural.

Respecto a la forma de terminacién del parto, al 48.5% (n=361) de las
pacientes le fue practicada una cesarea, un 38.7% (n=288) tuvo un parto

vaginal espontaneo y el resto, parto instrumentado.
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4.3. DATOS NEONATALES

En cuanto a los datos neonatales, se obtuvo una media de peso del
recién nacido de 3200 gramos + 604, oscilando en un rango de 740 a 5160
gramos de peso. El percentil medio de peso hallado fue un P55. Se
considerd al 3% de la muestra de recién nacidos como pequefos para la
edad gestacional, al hallarse por debajo del P10 para su edad gestacional.
Por el contrario el 9% de la muestra fue considerada como grande para la

edad gestacional al poseer percentiles por encima del P90.

Respecto al sexo del recién nacido, en el 53% de los partos se obtuvo

un varén. La media del peso de la placenta se situé en 654 + 143 gramos.

Cabe destacar que se incluyeron en la muestra un total de 109
prematuros (ver distribucion en tabla 6). Segun la edad gestacional,

podemos agrupar a los recién nacidos de la siguiente manera:

Recién nacido pretérmino (semana 24 hasta la 37) : 20.8%

Recién nacido a término (semana 37 hasta la 42): 73.9%

Recién nacido postérmino (mayor de 42 semanas): 5%

4.4. DATOS RELACIONADOS CON EL BIENESTAR FETAL

Respecto a los parametros que evaluan el bienestar fetal, podemos
destacar el equilibrio acido-base, con una media de pH arterial de 7.26 +
0.06, oscilando en un rango entre 7.04 — 7.42, y un pH venoso medio de
7.32 £ 0.06, rango entre 7.12 — 7.48. En tanto al aspecto del liquido

amnioético la gran mayoria fue claro, frente a un 15% de liquido meconial.
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También se registréo la puntuacion obtenida en el Test de Apgar al
primer y al quinto minuto, obteniéndose nifios vigorosos excepto en el 4.6 y
0.6% de los recién nacidos respectivamente, en que la puntuacién se situd

por debajo de 7.

4.5. TIPO DE RECOLECCION DE LA SCU

En relacion con el tipo de recoleccién realizada para obtener la sangre
de corddn, se utilizé la forma exutero en el 46.9% de las veces (n=345), y
en el 53.1% (n=391) de las gestaciones, se extrajo la sangre intrautero

(antes del alumbramiento placentario).

4.6. DATOS HEMATOLOGICOS

Por ultimo describiremos los datos relacionados con la muestra
propiamente dicha, es decir, las unidades de sangre de cordon. La calidad
de una muestra de sangre para su uso en trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas esta determinada por el contaje total de células nucleadas
y el de células CD34+ y existen diversos factores que pueden modificar
estos parametros. Mas adelante, en el apartado de resultados, nos

encargaremos de su analisis.

Se consiguié un volumen medio de recogida de SCU de 96.53 ml + 31.8,
dichas muestras poseian una media de 9.99 + 6.13 Células Nucleadas
Totales (CNT) por 108. Tras aplicar el procesamiento correspondiente a las
unidades de sangre de corddn umbilical, obtuvimos una celularidadnucleada
total de 9.23 + 4.3 por 10°, y un contaje de CD34 medio de 3.34 + 3.15 por
10°,
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5. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

5.1. VARIABLES CUANTITATIVAS

CARACTERISTICAS MATERNO-FETALES Tabla 1

VARIABLE MEDIA | DESVIACION TiPICA| N

Edad Materna (afos) 31,76 5,14 738
Edad Gestacional (semanas) 38,36 2,453 694
Duracion parto (horas) 4,33 3,023 494
Tiempo de rotura de membranas (horas) | 6,93 5,936 617
Peso del RN (gramos) 3200,23 604,279 696
Peso de la placenta (gramos) 654,42 142,653 686
pH arteria 7,2559 0,06223 329
pH vena 7,3169 0,05789 300
CARACTERISTICAS DE LAS UNIDADES DE SCU Tabla 2

VARIABLE MEDIA DESVIACION TiPICA N
Volumen recogida en mi 96,526 31,8062 739
CNT pre-procesamiento x 10° 9,9879 6,12517 739
CD34 pre-procesamiento x 10° 4,0938 1,93353 8
CNT post-procesamiento x 108 9,2314 4,29011 486
CD34 post-procesamiento x 10° 3,3402 3,14879 505
CD34% 0,3638 0,27764 478
Viabilidad en % 90,731 7,8007 478
BFU-E 62,7599 67,10681 437
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VARIABLE MEDIA DESVIACION TiPICA N
CFU-GM 53,1338 63,70072 437
CFU-GEMM 4,624 7,10407 437
Colonias 120,8945 127,67325 437
5.2. VARIABLES CUALITATIVAS
PARIDAD Y ABORTOS Tabla 3
VARIABLE N %
Partos previos 0/ = 1 420/ 274 60,5/ 39,5
Abortos previos 0/ = 1 584 /108 84,4 /15,6
PATOLOGIA MATERNA Tabla 4
Tipo de patologia N =694 %
Estados hipertensivos del embarazo 7 1
Oligoamnios 4 0,6
DMID 19 2,7
DMNID 6 0,9
Prematuridad 128 18,4
Gestacion gemelar 7 1
Hipotiroidismo 14 2
LES 4 0,6
HTA 8 1,2
Sin patologia 497 71,6
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DURACION DE LA GESTACION Tabla 5

Semanas Gestacionales N = 694 %
<28 3 0,3

28 <32 10 1,4

32<34 15 2,1

34 <37 115 17
37<42 513 73,9

42 35 5

ANALGESIA DURANTE EL PARTO Tabla 6

Tipo de analgesia N =300 %
Mezcla Litica 165 55
Epidural 93 31
No analgesia 42 14

FORMA DE TERMINACION DE LA GESTACION Tabla 7

Tipo de parto N =745 %

Cesarea 361 48,5
Vaginal espontaneo 288 38,7
Vaginal instrumentado 96 12,9




PESO DEL RECIEN NACIDO EN FUNCION DEL PERCENTIL Tabla 8

Variable N =678 %

PEG 19 2,8

AEG 599 88,4

GEG 60 8,8

Tabla 9

VARIABLE N %
Liquido amnidtico claro / meconial 553 /101 84,6/15,4
Sexo del RN varén / mujer 369 /334 52,5/47,5
Tipo de extraccion: inutero / exutero 345/ 391 46,9 / 53,1
Apgar 1 min <7 / 27 2517525 4,5/95,5
Apgar 5 min <7 / 27 3 /553 0,6 /99,4
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VIl. METODO

1. RECOGIDA DE LAS DONACIONES DE SANGRE DE CORDON

Las donaciones de sangre de cordon se recogieron en el Hospital La Fe
de Valencia, maternidad colaboradora del Banco de Sangre de Corddn

Umbilical de la Comunidad Valenciana.
1.1 SELECCION DE LAS DONACIONES
1.1.1 Donaciones rutinarias

La obtencion de la SCU fue realizada en neonatos sanos a término,
nacidos de partos vaginales y cesareas. Los criterios generales de inclusion
que el banco de sangre de cordon umbilical del Centro de Transfusion

Sanguinea de la Comunidad Valenciana tiene establecidos son los siguientes:

1) Edad mayor de 18 afos
2) Historia obstétrica normal

3) Historia clinica normal

Los criterios obstétricos de exclusion utilizados concuerdan con los de la

mayoria de bancos en el mundo, y son los siguientes:

1) Antecedentes maternos y/o paternos de enfermedad genética conocida.

2) Enfermedad infecciosa transmisible materna: hepatitis B 6 C (HbsAg,
VHC-Ac), SIDA (VIH-1-Ac y VIH-2-Ac) ¢ sifilis (RPR). Tras valoracion de
la historia obstétrica, en el momento de la llegada a la maternidad, ésta
se considere normal y los controles serolégicos de rutina previos
(HBsAg, HCV y HIV como minimo), efectuados a la madre durante el
embarazo, sean negativos.

3) Presencia de signos de infeccion en el neonato.

4) Fiebre materna > 38°C.
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5) Recién nacido con algun tipo de malformacion congénita.
6) Gestacion < 34 semanas.

7) Rotura de saco amni6tico > 24 horas.

Estos criterios se sintetizan en el anexo V. En el anexo V se detallan las
enfermedades maternas y paternas que contraindican la donacién de sangre
de cordon. Una vez comprobado que la madre/donante reunia todos los
requisitos, fue requerida la firma del consentimiento informado para la donacion
voluntaria de SCU, antes de proceder a su obtenciéon. Previamente se le habia

informado acerca de la donacién de SCU.

Para recabar los datos acerca de los antecedentes maternos, se le

entrego a la madre un cuestionario que debe contestar y firmar.

Toda la documentacion relativa a la donacion se identifico con etiquetas
adhesivas en las que figuraban el nombre y apellidos de la madre, y datos de la

historia clinica. Estas Donaciones serviran como grupo control.

1.1.2 Donaciones procedentes de patologias

Habitualmente las donaciones de sangre de corddn se recogen de
donantes que no padezcan ninguna patologia obstétrica o sistémica. Sin
embargo, nos planteamos si las donaciones procedentes de patologias
obstétricas y sistémicas frecuentes podrian cumplir los requisitos minimos de
celularidad para ser aceptados por el banco y ser utiles para trasplante. Por
ello, se recogieron las unidades de sangre de cordon procedentes de donantes

con las siguientes patologias:

1) DMID

2) DMNID

3) HTA

4) Preeclampsia

5) Hipotiroidismo en tratamiento sustitutivo con hormonas tiroideas

6) Otras enfermedades autoinmunes como LES
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También se recogieron unidades de sangre de corddn con las siguientes

caracteristicas obstétricas:

1) Edad gestacional < 34 semanas

2) Rotura se saco amnidtico > 24 horas

3) Gestacion gemelar

4) Oligoamnios

5) Retraso de crecimiento intrauterino. Objetivacion de RCIU en los que
se haya cuantificado alteracion hemodinamica, es decir, no cefirnos
al criterio ponderal (biometria con percentil < 10) unicamente, lo que

representaria una hipoxia crénica.

Se definira hipoxia mediante criterios analiticos y clinicos:

e Equilibrio acido base con pH de arteria umbilical < 7.20 (hipoxia

aguda).

1.2 RECOGIDA DE LA SANGRE DE CORDON

La recogida de la sangre de cordon se realizé inmediatamente después
del nacimiento del bebé y del pinzamiento distal del corddn. Las bolsas se
almacenaron en el paritorio a temperatura ambiente y protegidas de la luz.

Durante la recogida, se preservo siempre la esterilidad del sistema.

Se realizaron basicamente 2 tipos de extracciéon de la sangre de cordon:
Antes de la expulsion de la placenta (recogida intrautero) y después de la
expulsion de la misma (recogida exutero)
1.2.1 Recogida intrautero

Inmediatamente después del nacimiento, el cordon umbilical se pinz6 a

3-5 cm del ombligo mediante pinzas de Kocher. Una vez seccionado, se

esterilizé el cordon mediante lavado con alcohol al 70% y povidona yodada.
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Seguidamente, se canuld la vena umbilical con la aguja de la bolsa de
recogida, y se dejo fluir la sangre por gravedad hasta que cesara el flujo. Antes
de retirar la aguja, se clampé el tubular con el objetivo de mantener el circuito
de la bolsa cerrado. A continuacién se protegio la aguja. La recogida se realizé

en aproximadamente 2-3 minutos.

1.2.2 Recogida exutero

Tras el alumbramiento, la placenta se deposité en una bolsa estéril y se
trasladé al lugar de recogida, al lado de los paritorios. La placenta se coloco en
un soporte metalico con un agujero central por el que se introdujo el cordon. A
continuacion, se esterilizé el corddon y se canuld la vena umbilical con la aguja
de la bolsa de recogida de igual forma como se ha descrito para la recogida

intrautero.

1.2.3 Muestra de sangre materna

A las donantes de sangre de corddn se les extrajeron 2 tubos secos
(suero) y un tubo con EDTA, que obligatoriamente debian adjuntarse a la
unidad de sangre de corddn y su documentacion correspondiente. Las
muestras recogidas se utilizaron para:

1) 1 Tubo de suero: realizacion de las determinaciones serolégicas

obligatorias: VHC, VHB (HbsAg, HbcAc), VIH, sifilis

2) 1 Tubo de suero: almacenamiento de seroteca para futuras

determinaciones

3) 1 Tubo de EDTA: almacenamiento de DNAteca para futuras

determinaciones

Segun el Real Decreto 411/1996, del 1 de marzo, los BSCU deberan
disponer de bancos paralelos con muestras de control para la realizaciéon de
analisis posteriores, si son requeridos, al menos durante 5 afios contados a
partir de la infusion de la sangre de corddn. Junto a ello, se debera considerar
el almacenamiento de DNA fetal.

» Seroteca materna y fetal.

* DNA-teca fetal.
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1.2.4 Conservacion de las unidades de SCU hasta el procesamiento

Las bolsas de SCU se almacenaron a 4°C + 2°C hasta su procesamiento
dentro de las 48 horas desde la extraccidn, adjuntandose las hojas de recogida
de datos del parto, el consentimiento informado y el cuestionario de
autoexclusion. El transporte al Banco de Sangre de Corddn se realizd a
temperatura ambiente. En el Banco, las unidades fueron procesadas
inmediatamente o, se almacenaron a 4°C hasta el momento de su

procesamiento.

1.3 PROCESAMIENTO DE LAS UNIDADES DE SANGRE DE CORDON

Durante el procesamiento de la SCU, todas las manipulaciones se
realizaron en cabina de flujo laminar y se adoptaron medidas basicas de

asepsia.

1.3.1 Identificacion

Todo el material biolégico y documental de cada donacion de SCU se
identific6 de manera especifica con un numero de unidad compuesto por
VLCC- y numero consecutivo al ultimo registro con 4 digitos. La madre se
identificé con la letra M- acompafiada del mismo numero asignado a la SCU.
Esta identificacion sirve para relacionar cada unidad de SCU con la madre y el
recién nacido, las muestras piloto y toda la documentacion recogida de datos y

resultados analiticos.
1.3.2 Fraccionamiento de la SCU
Una vez pesada la bolsa y calculado el volumen de SCU, se extrajeron

las muestras necesarias para realizar el recuento celular, el grupo ABO/Rh y
tipaje HLA.
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Se utilizaron indistintamente 2 sistemas de reduccién de volumen de la
SCU: sedimentaciéon con HES y fraccionamiento top and bottom (arriba y

abajo).

1.3.2.1 Reduccion de volumen mediante sedimentacion con
Hidroxietil almidén (HES)

En cabina de flujo laminar y trabajando en condiciones de rigurosa
asepsia, se afadio a la SCU con jeringa de 50 ml y aguja de 14G, un volumen
de HES al 6% igual al volumen de la sangre de cordén dividido por cuatro, de
manera que quede en una proporcion 4:1 (SCU:HES) y a una concentracion
final de 1,2%. Seguidamente se homogeneizd el contenido de la bolsa vy se
centrifugd a 45g durante 7 minutos a una temperatura de 10°C (aceleracién
maxima-9 y freno minimo-1). A continuacion, se transfirio el plasma rico en
leucocitos mediante un desplasmatizador manual, a una bolsa satélite llegando
hasta la zona leucoplaquetar y dejando pasar 12 gramos de hematies
(controlado mediante balanza). Este sobrenadante se centrifugd a 600g
durante 15 minutos a 10°C (aceleracion maxima-9 y freno suave-3) y
posteriormente se realiz6 otra desplasmatizacion manual en la que se extrajo el
excedente de plasma, dejando el pellet celular en un volumen de 41 ml, que se
transfiri6 a la bolsa de congelacién. Se tomé 1 ml para recuento celular y

determinacioén de células CD34".

1.3.2.2 Reduccion de volumen mediante sistema arriba y abajo con

Optipress Il

La SCU se centrifugd a 3000g durante 12 minutos a una temperatura de
22°C (aceleracion-9 y freno-5). A continuacion se sacé la bolsa de la centrifuga
con mucho cuidado para evitar que se altere la capa leucoplaquetar, y se
colocd en los ganchos del fraccionador automatico Optipress Il. Después de
pasar el tubular inferior de la bolsa por la pinza selladora inferior del aparato y
el tubular superior por la pinza superior, se pulsé start para que empezara el
programa. Cuando lo solicité el programa, se abrieron las canulas superior e

inferior de la bolsa para que por la presién de la prensa, se separaran los
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hematies y el plasma, quedando en la bolsa original la capa leucoplaquetar que
contiene las células precursoras hematopoyéticas. Después de homogeneizar
las células, se ajustd el volumen con plasma hasta 41 ml que se transfirieron a
la bolsa de congelacion. Se extrajo 1 ml para el recuento celular y células
CD34".

1.3.3 Criopreservacion de la SCU

Previamente se prepard la solucion de congelacion de la siguiente
manera: en una bolsa de transferencia se anadieron 1 volumen de Dextrano 40
al 10% y 1 volumen de dimetilsulfoxido (DMSO). Esta solucién se conservo en
nevera a 4°C al menos media hora antes de su uso.

Para la criopreservacion, se afiadi6 manualmente con jeringa de 10 ml y
durante 15 minutos, 10 ml de solucion de congelacion. Durante el proceso, la
bolsa de SCU se mantuvo entre 2 unidades refrigerantes atemperadas a 4°C.
Una vez introducida toda la solucion, se tomaron 2 ml para repartir entre 3
criotubos piloto. A continuacién se tomaron 19 ml de la SCU y se trasvasaron a
otra bolsa de congelacion de manera que una unidad de SCU se criopreservo
en 2 fracciones, una que contiene el 60% de las células y otra que contiene el
40%. Las bolsas de congelacion se colocaron en estuches metalicos y se
introdujeron en el congelador programable para iniciar el proceso de
congelacion de manera controlada. El proceso de congelacién fue realizado
con un equipo de congelacion programada Planer-Kryo 10, utilizando un
programa especificamente disefiado para la congelacion de precursores

hematopoyéticos de SCU.

1.3.4 Almacenamiento de la SCU

Una vez finalizado el proceso de congelacion, la SCU se almacend en la
fase de vapor de un tanque de nitrégeno liquido (temperatura -120°C), hasta su
validacion. El almacenamiento definitivo de las unidades se realiz6 en nitrégeno
liquido (-196°C). Los criotubos piloto se almacenaron también en nitrégeno

liquido.
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1.4 CONTROLES BIOLOGICOS

1.4.1 Recuento y viabilidad celular

La concentracion de células nucleadas se determino mediante un
contador automatico (ABX), cuyo correcto funcionamiento fue comprobado
diariamente con controles analiticos comerciales. El nimero de células viables

se determiné con el colorante vital naranja de acridina.

1.4.2 Determinacion de las células CD34" por citometria de flujo

El analisis fenotipico se realizdé en las células de SCU después de la
reduccion de volumen. La expresion antigénica fue analizada sistematicamente
mediante combinaciones dobles de anticuerpos monoclonales directamente
conjugados con fluorocromos. La adquisicion de datos se realizé mediante el
programa Cellquest (Becton Dickinson) en un citometro de flujo FACScan
(Becton Dickinson), equipado con un laser argén ajustado a 488 nm y 15 mW.
Las células progenitoras hematopoyéticas se identificaron por la expresion del
antigeno CD34.

1.4.3 Cultivos de progenitores hematopoyéticos

Los ensayos clonogénicos miden la funcionalidad in vitro de los
progenitores hematopoyéticos CD34". Se realizaron empleando un medio de
cultivo comercial (Methocult H4434) que promueve la proliferacion de células
progenitoras hematopoyéticas de estirpe granulo/monocitica y eritrocitica. Las
células fueron sembradas a una concentracion de 2 x 10*ml. Después de
sedimentar el medio durante 15 minutos, se dispensaron 1 ml por duplicado en
2 placas de Petri de 35mm. Ambas placas se colocaron junto con una tercera
conteniendo agua destilada estéril, en una placa Petri de 100mm. Las células
se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 14 dias, al cabo de los cuales se
contaron las colonias en un microscopio de luz invertida. Se consideraron CFU-
GM las agrupaciones con > 40 células granulo/monociticas, y BFU-E las

agrupaciones con > 40 células eritrociticas. Las colonias compuestas por
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células pertenecientes a dos o mas linajes fueron identificadas como CFU-
GEMM.

1.4.4 Tipaje HLAclaselyl

Las unidades de SCU se tiparon para antigenos HLA Ay B por serologia
(microlinfocitotoxicidad) y DRB1 por métodos de genética molecular (PCR-
SSP). Se recomienda que el laboratorio de tipaje HLA esté acreditado por un
sistema de acreditacion externa internacional. Se Utilizaron 2 técnicas distintas:

1) Microlinfocitotoxicidad celular estandar, realizada sobre linfocitos

totales en cinco placas diferentes: 2 placas con 58 anticuerpos
policlonales cada una, incluyendo siempre en cada placa un control
negativo y uno positivo; 3 placas comerciales con 70 anticuerpos
monoclonales por placa.

2) PCR-SSP (sequence specific primer), basada en la amplificacion

especifica de alelos o grupos de alelos en los loci HLA-A, -B, -C

definidos por su secuencia.

1.4.5 Control de esterilidad

De cada unidad de sangre de cordén se tomd una muestra para control
microbiolégico. Para preservar el mayor numero de células en la SCU, se
tomaron 8 ml de los productos de desecho resultantes de la reducciéon de
volumen de las unidades (4 ml de hematies y 4 ml de plasma). Las muestras se

introdujeron en un frasco BacTalert y se mantuvieron durante 14 dias en estufa.

2. ANALISIS ESTADISTICO

Para el procesamiento de datos del presente estudio, todos los casos
han sido introducidos en una base de datos y tratados estadisticamente con el
paquete estadistico SPSS versién 11 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL),
el programa MED CALC vy la hoja de calculo elaborada por el Dr. J. Primo
(Primo J, 2003)
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A continuacion se definen los métodos estadisticos aplicados en cada

uno de los apartados del estudio.

2.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Se ha realizado una descripcion estadistica de algunas variables motivo
de estudio, en las cuantitativas, su tendencia central y su dispersion, en tanto
que en las variables categoricas se han utilizado numeros absolutos vy

porcentaje respecto al total.

2.2 ESTADISTICA ANALITICA

Para la comparacion de variables cuantitativas normalmente distribuidas
0 con un numero de casos superior a 30 hemos utilizado los tests de la “t” de
Student. Cuando comparamos dos grupos y el analisis de la varianza
(ANOVA), seguido, caso de ser significativo, de un test de rango multiple
(Student Newman Keuls), cuando se comparan mas de dos grupos,
eventualmente se establece un orden de potencia o magnitud. También se
utilizé a posteriori, tras el ANOVA, el método de comparacion de Dunnett, en el

que un grupo asumido como control se compara al resto de los grupos.

Al analizar la influencia en la calidad de la SCU de los grupos con
patologia, nos ha parecido interesante, puesto que el numero de casos limitado
condiciona el poder estadistico, aplicar la prueba de la Minima Diferencia
Significativa en el caso de Diabetes Mellitus Insulino Dependientes y a un
grupo de patologia agrupable como vascular (DMID, LES, HTA), respecto del

control (grupo sin patologia).

Los grupos bien son cualitativos (sexo, via de parto, aspecto del liquido
amnidtico..), o caso de cuantitativos se estratifican en dos o mas grupos
(Prematuridad mayor o menor de 34 semanas, clasificacion del peso segun

percentil: pequefio, adecuado y grande para la edad..).
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Para realizar el estudio de asociacién entre variables aplicamos un
analisis de regresion, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r), si
variables continuas de distribucion normal, transformadas logaritmicamente o
coeficiente de Spearman (Rho) si no se puede asumir la normalidad o se trata

de variables cualitativas.

También se realizd un analisis de regresion lineal con la formula que
define el fendmeno y permite predecir valores, esto lo realizamos de forma
instrumental para objetivar el conocido fenébmeno de la relacién peso de la

placenta y del recién nacido.

Puesto que al realizar analisis univariantes, algunas asociaciones
pueden ser espureas, hemos recurrido para conocer las verdaderamente
relevantes a un analisis de regresion multiple de pasos atras, calculando la F,
el coeficiente de determinacién (R?) y para cada variable relevante su
coeficiente de correlacién y la significacion, asi se pondera la importancia de

las variables excluyendo aquellas cuya asociacion se produjo por interaccion.

Para buscar un punto de corte a partir de parametros obstétricos (peso
placentario y fetal) que optimice la recogida de Sangre de de cordon umbilical
en términos de Celularidad Nucleada Total (CNT), confeccionamos una curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) o curva de rendimiento diagndstico.
En el eje de ordenadas aparece la sensibilidad y en el eje de abscisas el
complementario de la especificidad. En la grafica se representan todos los
pares Sensibilidad/1-Especificidad correspondientes a los diferentes puntos de

corte que ocupan todo el rango de los resultados observados.

El area bajo la curva ROC se define como la probabilidad de clasificar
correctamente los datos. La prueba diagnéstica perfecta seria aquella que
alcanzara una sensibilidad de 1 y una especificidad de 1. En este caso la curva
ROC estaria representada por los lados izquierdo y superior del grafico de la

figura. El area bajo la curva seria igual a 1.
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Una prueba sin valor diagnostico seria aquella que presentara una
sensibilidad de 0,5 y una especificidad de 0,5, es decir, sus resultados serian
idénticos en sujetos sanos y enfermos. La curva ROC estaria representada por
la diagonal principal del grafico. En este caso el area bajo la curva seria igual a
0,5.

1 -

0,8 -

o 0,6 1 L - = - - Prueba sin valor
Sensibilidad . diagnoéstico
0,4 o
e Prueba diagnéstica
s P perfecta

0,2 -

0 T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-Especificidad

Representacion grafica de la curva ROC

La curva ROC proporciona una imagen grafica que ayuda a escoger el
punto de corte 6ptimo, que maximiza la suma de la sensibilidad y especificidad,
minimizando los errores, que sera el punto mas cercano a la esquina superior

izquierda del grafico.

Posteriormente calculado el punto de corte para la discriminacion de
interés (es este caso CNT), con el numero de casos por arriba y debajo de
estos puntos se construyen tablas de contingencia 2 x 2. Calculamos la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) con sus intervalos de confianza del 95% (IC 95%), asimismo
se obtiene la razon de verosimilitud positiva (LR +) y negativa (LR -) con sus

intérvalos de confianza.

Consideramos la existencia de significacion estadistica la existencia de
una probabilidad bilateral inferior a 0.05 (p < 0.05).

78



3. SEGUIMIENTO Y CONTROL POSTPARTO DE LA MADRE Y
DEL RECIEN NACIDO

En el momento actual debe decirse que es aconsejable (si bien no
imprescindible) la realizacién de un seguimiento de la madre y del nifio en
algun momento después del parto, ante la posibilidad de existencia de
enfermedades congénitas o infecciosas que no hubiesen sido detectadas en el

momento de la recogida de la SCU. Esta valoracion consistira en:

1) Repeticion de la serologia materna a los 6 meses de la donacion. El
objetivo de esta segunda analitica es detectar aquellas donantes que
se encontraran en el momento del parto, en un periodo ventana para
alguna de las enfermedades trasmisibles.

2) Valoracion pediatrica a los 2 meses de la donacioén. El objetivo de
esta valoracion es detectar alguna enfermedad congénita grave que
pudiera padecer el nifio y que contraindicaria el uso clinico de la
sangre de cordon almacenada en el banco. Habitualmente los
pediatras de los centros de salud envian al banco un formulario en el

que recogen el estado de salud del nifio (Anexo VI).

Toda esta informacidn se almacenara junto con los documentos
recogidos en el momento de la donacién y la hoja de procesamiento de las

unidades.

4. CRITERIOS DE VALIDACION DE LAS UNIDADES DE
SANGRE DE CORDON

Las unidades de sangre de cordén que finalmente se validaron y se
introdujeron los datos en el Registro Espariol de Donantes de médula ésea,

cumplieron estos criterios:

1) Firma del consentimiento informado, formulario de autoexclusién y datos del

parto debidamente cumplimentados.
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2) Ausencia de alguno de los criterios de exclusion.

3) Procesamiento de la SCU sin incidencias. Recuperacion de la celularidad
nucleada total después de la reduccioén de volumen, mayor del 50%.

4) Viabilidad de la SCU mayor del 50%.

5) Serologia materna negativa.

6) Realizacion de todas las analiticas: grupo ABO, cuantificacion de
progenitores hematopoyéticos, tipaje HLA y microbiologia.

7) Muestras adecuadamente almacenadas.

Una vez validados, los datos de las unidades de sangre de corddn se
introdujeron en el Registro espariol de donantes de médula 6sea y sangre de

cordon.
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VIIl. RESULTADOS

Hemos realizado un estudio entre los parametros hematolégicos que nos
ayudan a definir, aunque de modo indirecto, la calidad de la sangre de corddn
umbilical para trasplante de precursores hematopoyéticos y los diferentes
factores que pensamos puede modificar la celularidad de esta sangre. Este
estudio ha sido organizado en cuatro apartados que sistematicamente
desarrollaremos para cada parametro. Los parametros hematolégicos que
vamos a investigar como ya apuntamos en Material y Método, son los

siguientes:

e Volumen de recogida de SCU en ml

e Contaje de células nucleadas totales pre-procesamiento x 10°
e Contaje de células nucleadas totales post-procesamiento x 108
e Células CD34 post-procesamiento x 10°

e Células CD34 en porcentaje

e Viabilidad en porcentaje

e Unidades formadoras de colonias eritroides

e Unidades formadoras de colonias granulocitico-macrofagicas

e Unidades formadoras de colonias mixtas

e Colonias

En_primer lugar presentaremos los resultados del analisis de

correlaciones entre los diferentes parametros hematoldgicos entre si y con las
siguientes variables cuantitativas materno-fetales, revisadas en nuestro

estudio:

e Numero de gestaciones previas

e Paridad

e Duracion de la gestacion en semanas

e Tiempo de rotura de membranas en horas
e Duracion del parto en horas

e Peso del recién nacido en gramos
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e Percentiles de peso del recién nacido
e Peso de la placenta en gramos

e pH arterial

e pH venoso

e PO2

e PCO2

e Log Apgar al minuto 1

e Log Apgar al minuto 5

De forma complementaria, nos proponemos analizar los diferentes
parametros hematolégicos en funcién de las distintas variables cualitativas
maternas y fetales incluidas en nuestro estudio de modo que podamos

determinar qué factores afectan a la calidad de la sangre de cordén umbilical.

A continuacion se exponen dichas variables materno-fetales:
e Sexo del recién nacido
o Varon
o Mujer
e Prematuridad, estableciendo el punto de corte en la semana 34
e Via del parto
o Vaginal
o0 Abdominal
e Tipo de parto
o Cesarea
o Espontaneo
0 Instrumentado
¢ Clasificacion segun percentil:
o0 PEG (menor del percentil 10)
0 AEG (entre percentil 10 y 90)
o GEG (mayor que el percentil 90)
e Equilibrio acido-base:
o pH<7,20
o pH=7,20
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e Aspecto de liquido amnidtico
o Claro

o Meconial

En sequndo lugar, tratando de clarificar nuestro segundo obijetivo,
compararemos dos formas de recogida de las unidades de sangre de
cordon (con placenta intrautero y tras la expulsién de la misma) en los partos
vaginales vs las cesareas. Para ello hemos desarrollado el siguiente analisis
para cada uno de los parametros hematolégicos estudiados:

Prueba de T para muestras independientes
e Totalidad de muestras recogidas intrautero/ exutero
e Muestras procedentes de partos vaginales intrautero/ exutero

o Muestras procedentes de cesareas intrautero/ exutero

Este mismo analisis, lo realizaremos también para nuestro grupo control

de gestaciones a término y sin patologia.
Por ultimo, para completar el estudio sobre el modo de recoleccion de la
sangre de corddn, compararemos el tipo de recogida en funcion de la via del

parto.

En tercer lugar, nos proponemos analizar la influencia de las diversas

patologias materno-fetales en los parametros hematolégicos que
determinan la calidad de la sangre de corddn umbilical. Para ello contrastamos
nuestro grupo control de pacientes sin patologia con el resto de grupos que si
presentan patologia ya sea materna o bien fetal: Estados hipertensivos del
embarazo, oligoamnios, DMID, DMNID, Prematuridad, Gestacion gemelar,
Hipotiroidismo LES y HTA. Para llevarlo a cabo se utiliza un analisis de la
varianza seguido de un Test de Dunnett ya que las pruebas t de Dunnett tratan
un grupo como control y lo comparan con todos los demas grupos. La

diferencia entre las medias es significativa a nivel 0,05.

En cuarto lugar, y utilizando los parametros que se asocian con los

valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de
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regresion multiple para ver cuales son los factores que realmente influyen y
discriminar éstos de los factores que enmascaran la verdadera relacion, ya que

pueden influirnos sobre otros y aparecer como falsamente asociados.

Eventualmente y para finalizar, realizaremos curvas ROC cuando

proceda para optimizar la recogida de SCU y conseguir una mayor celularidad.

ANALISIS PORMENORIZADO DE CADA PARAMETRO

1. VOLUMEN EN ML DE LA MUESTRA RECOGIDA.

Para dicho parametro y tras la realizacion de un estudio de correlacion,
hemos encontrado una asociacion significativa con los siguientes parametros:
Celularidad Nucleada Total pre y post-procesamiento x 108, Celularidad CD34
post-procesamiento x 10°, las Unidades Formadoras de Colonias Eritroides,
Unidades Formadoras de Colonias Granulocitico-Macrofagicas, Unidades
Formadoras de Colonias Mixtas, Colonias totales, la duracion de la gestacion
medida en semanas, el peso del recién nacido y los percentiles de peso del
mismo, y el peso de la placenta. Es decir, que conseguimos un mayor volumen
de recogida a mayor valor de los parametros anteriormente mencionados, ya

que se trata de una asociacién positiva.

En la tabla presentada a continuacion detallamos los valores obtenidos

para cada parametro estudiado con respecto del volumen de la muestra:

Tabla 1

Parametro r p n
CNT pre-procesamiento x 10° 0,72 0.001 738
CNT post-procesamiento x 10° 0,679 0.001 486
CD34 post-procesamiento x 10° 0,406 0.001 505
BFU-E 0,335 0.001 437
CFU-GM 0,321 0.001 437
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Parametro r p n

CFU-GEMM 0,249 0.001 437
Colonias 0,354 0.001 437
Duracion de la gestacion en semanas 0,296 0.001 686
Peso del recién nacido en gramos 0,418 0.001 687
Percentiles de peso 0,25 0.001 670
Peso de la placenta en gramos 0,464 0.001 678

En cambio no se ha observado una asociacion significativa entre el

volumen de sangre recogida medido en ml, y los siguientes parametros:

Células CD34 en %

Viabilidad en %

Numero de gestaciones previas

Paridad

Tiempo de rotura de membranas en horas

Duracion del parto en horas

pH arterial

pH venoso

PO2

PCO2

Log Apgar al minuto 1

Log Apgar al minuto 5

Seguidamente se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales en el volumen en ml de la muestra de sangre de
cordon umbilical recogida. Hemos observado que se obtienen mayores
volumenes de SCU en gestaciones de edad igual o mayor de 34 semanas y
cuando la via del parto es vaginal. No se observa diferencias en cuanto al sexo
del recién nacido, el pH de arteria umbilical = o < 7.20, ni en el aspecto del

liquido amniético. En la tabla 2 se muestran estos resultados:
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Tabla 2

Media * desv. tipica

VARIABLE : D
. 98,563 + 30,980
Varén
Sexo 363 NS
Muier 96,534 + 32,643
: 331
EG > 34 semanas 99,09762931 032
Prematuridad 58051 27327 0,001
EG < 34 semanas 07
Via Vaginal 103,60281030,947
Viadelparte I 88,987 + 30,655 | 10V
356
pH de arteria <7.20 109,818 £ 29,867
umbilical 50 NS
>7.20 107,202 + 26,778
_ 278
Aspecto del Claro 97,087 + 31,278
Liquido 546 NS
Amniético Meconial 103,28?011 25,034

Al constatar mayor volumen de recogida tras parto vaginal, quisimos

explorar la importancia de la instrumentaciéon vaginal en el parametro del

volumen de recogida de sangre de cordon umbilical medido en ml. Para ello

dividimos los partos en: cesareas, partos vaginales e instrumentados. En la

tabla siguiente se reflejan los resultados:

Tabla 3
Tipo de parto Media * d:sv. tipica
Cesarea 88,987 + 30,655
356
Espontaneo 101,570 £ 31,773
285
109,723 £ 27,584
Instrumentado o5

Tras practicar un analisis de la varianza obtenemos una significacion que

da como resultado una F=23,33, y p< 0,001. Tras realizar un analisis de rango

multiple tipo Student-Newman-Keuls se observa que existen diferencias de las
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tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto del volumen de la
recogida de SCU en ml el siguiente orden de potencia; con significacion

estadistica: Parto instrumentado > Parto espontaneo > Cesarea

Por otra parte, si tomamos los pesos de los recién nacidos clasificados
por percentiles: menor de 10, entre 10 y 90, y mayor de 90, constatamos que a
mayor peso, se obtiene mayor volumen. En la siguiente tabla se muestran los

valores de los volumenes de recogida en funcion del peso estratificado en

percentiles:
Tabla 4
Clasificacion segun percentil Media d:sv. tipica
75,989 + 31,747
PEG 2
96,537 + 30,557
AEG 501
GEG 117,19853 35,242

En el analisis de la varianza practicado obtenemos una significacion que
da como resultado una F=16,961, y p< 0,001. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observan que existen diferencias de las
tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto del volumen de la
recogida de SCU en ml el siguiente orden de potencia; con significacion
estadistica: GEG>AEG>PEG

Respecto al tipo de extraccidn en la recogida de sangre de cordon,
hemos observado que en general, se obtienen mayores volumenes de SCU
cuando la recogida se hace exutero. También sucede asi para los partos
mediante cesarea, en cambio en los partos vaginales no hallamos diferencias

significativas. Estos resultados quedan reflejados en la tabla siguiente:
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Tabla 5

Media * desv. tipica

Procedencia de las USC |Tipo de recogida n P
In Gtero 94,435 + 34,594
Partos y cesareas 384 0.031
conjuntamente . 99,511 £ 27,839 ’
Ex utero
343
. 101,732 £+ 34,073
In utero 213
Partos vaginales ’ 106,001 £ 26,337 NS
Ex utero
167
. 85,189 + 32,447
In utero 168
Cesareas , 93,353+ 27,809 | 01013
Ex utero 176

Por el contrario, cuando analizamos el grupo control de gestaciones a

término y sin patologia, obtenemos que el tipo de recogida intrauterina en los

partos vaginales, obtiene mayor volumen de sangre de corddén, siendo no

significativas las diferencias halladas para las cesareas o para todos los partos

en su conjunto. La tabla siguiente muestra los resultados:

Tabla 6
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ drc‘esv. tipica p
In Gtero 100,348 £ 31,121
Partos y cesareas 207 NS
conjuntamente . 103,787 + 25,986
Ex utero
278
. 118,086 + 23,907
In atero 90
Partos vaginales ’ 107,652 £ 25.014 0,002
Ex utero
152
. 113,112 £ 22,904
In utero
Cesareas 45 NS
. 108,274 + 23,562
Ex utero
85
Completamos el estudio del modo de recoleccion de la SCU,

comparando ambos tipos en funcion de la via del parto, y hallamos para la

forma de recogida intrautero se obtienen mejores resultados en cuanto a

volumen de recogida en los partos vaginales:
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Tabla 7

Y —
Tipo de recogida Via del parto Media % d:sv. tipica |
In atero 920 0.031
5 113,112 £ 22,904 ’
Cesarea e
i 107,652 + 25,014
Parto vaginal
Ex utero 152 NS
5 108,274 + 23,562
Cesarea o

Para valorar si la patologia obstétrica influye en la calidad de la SCU, en

este caso en el volumen de recogida, comparamos la normalidad frente a los

casos con patologia. Al realizar el analisis de la varianza, se obtiene una F =

5,501 y una p = 0,001.

Tras realizar el Test de Dunnett bilateral se observa que no existen

diferencias significativas entre el grupo control y el resto, excepto para la

prematuridad (considerada como edad gestacional < 34 semanas) que

proporciona un volumen menor.
Tabla 8

. . Diferencia
Tipo de patologia Media * d:sv. tipica de p
medias
Sin patoloaia 101,978 £ 28,601
P g 494

Oligoamnios 108’150: 36,463 6,172 NS
DMID 95,851 1J_r835,784 6,127 NS
DMNID SH067 220918 1 47,011 | Ns
Prematuridad 81 ’4001 ;535’ 166 -20,578 (0,001
Gestacion gemelar 82,714 ? 33,772 -19,264 NS
Hipotiroidismo 103’35712 18,287 1,379 NS
LES 88,000 j 20,736 13,978 NS
HTA 100,300; 56,811 1,678 NS
Estados hipertensivos del embarazo 86,461 ? 65,134 -15,516 NS
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Por ultimo y utilizando los parametros obstétricos que se asocian con los

valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de

regresion multiple para ver cudles estan relacionados verdaderamente con el

volumen de sangre de cordodn

representados en las tablas siguientes.

Estos

Analisis univariante del volumen de recogida de sangre de cordon:

resultados quedan

Tabla 9

Parametro r p
Duracién de la gestacién en semanas 0,296 0.001
Peso del recién nacido en gramos 0,418 0.001
Percentiles de peso 0,25 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,464 0.001
Tipo de recogida 0,031
Via del parto 0,001

Analisis multivariante del volumen de recogida de sangre de corddn,

R?=0,242:

Tabla 10

Parametro Coeficiente p
Peso del recién nacido en gramos 0,199 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,339 0.001
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2. CNT PRE-PROCESAMIENTO X 102

Tras realizar un analisis de correlacion entre el CNT pre-procesamiento
y el resto de parametros analizados en este trabajo, obtuvimos una asociacion
positiva, estadisticamente significativa con: el Volumen de recogida en ml, la
Celularidad NucleadaTotal post-procesamiento, las células CD34 post-
procesamiento y su %, las Unidades Formadoras de Colonias Eritroides,
Granulocitico-Macrofagicas y Mixtas, las Colonias totales, la duracidén de la
gestacion en semanas, la duracién del parto en horas, el peso del recién nacido
y su percentil, y el peso de la placenta en gramos. Es decir, a mayor valor de
estos parametros, mayor sera el contaje de Células Nucleadas Totales pre-

procesamiento x 108,

También pudimos constatar que se asocia negativamente con el pH
arterial, de lo que se deduce que a pH mas alcalino obtenemos menor numero
de células nucleadas totales pre-procesamiento. Estas asociaciones quedan

reflejadas en la siguiente tabla:

Tabla 11

Parametro r o] n
Volumen de recogida en ml 0,72 0.001 738
CNT post-procesamiento 0,913 0.001 486
CD34 post-procesamiento 0,607 0.001 505
CD34% 0,13 0,005 478
UFC eritroide 0,434 0.001 437
CFU-GM 0,417 0.001 437
CFU-GEMM 0,264 0.001 437
Colonias 0,454 0.001 437
SDeur;aacrl](;r; de la gestacion en 0,37 0.001 686
Duracion del parto en horas 0,111 0,014 487
Peso del recién nacido en gramos 0,423 0.001 687
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Parametro r o] n
Percentil de peso 0,205 0.001 670
Peso de la placenta en gramos 0,411 0.001 678
pH arterial -0,141 0,01 329
El resto de parametros estudiados en donde no hallamos asociacion

significativa con el contaje de células nucleadas totales son:

Viabilidad en %,

CNT pre-procesamiento x 10°

Logaritmo del Apgar al 1 minuto

Logaritmo del Apgar al 5 minuto

pH venoso

PO2

PCO2

Tiempo de rotura de membranas

Numero de gestaciones

Numero de partos

Al analizar las variables cualitativas materno-fetales respecto celularidad

nucleada total pre-procesamiento x 10® de las muestras de sangre de cordén

umbilical recogidas, podemos observar que el contaje es mayor cuando la
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edad gestacional es = 34 semanas, la via del parto es vaginal, el pH de arteria
umbilical es < 7,20 y el aspecto del liquido amnidtico es meconial. No se
observan diferencias en cuanto al sexo del recién nacido. En la siguiente tabla

presentamos estos resultados:

Tabla 12
VARIABLE Media * dﬁsv. tipica B
. 10,362 + 6,770
Varon
Sexo 363 NS
Muier 10,050 + 5,542
: 331
EG = 34 semanas 10’4425196’105
Prematuridad 3202% 2876 0,001
EG < 34 semanas 57
: : 11,119 = 5,660
Via del parto Via Vaginal 380 01
Cesarea 8,803 £ 6,370 ’
356
13,730 + 5,445
pH de arteria <720 50 0.005
umbilical > 790 11,562 + 5,016 ’
- 278
Aspecto de Claro 9,744 £ 5,999
PR 12 73?4+65 716 | 0001
Amniético Meconial , 10—1 ,

Al verificar que la via vaginal es la que mayor contaje de células
nucleadas totales pre-procesamiento x 10% proporciona, nos propusimos
explorar la importancia de la instrumentacion vaginal en dicho parametro. Para
ello dividimos los partos en: cesareas, partos vaginales espontaneos e
instrumentados. En la tabla siguiente mostramos los resultados:

Tabla 13

Tipo de parto Media £ d:sv. tipica
Cesarea 8,803 + 6,370
356
Espontaneo 10,759 + 5,802
285
12,199 + 5,089
Instrumentado o
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Tras practicar un analisis de la varianza obtenemos una significaciéon que
da como resultado una F=15,744, y p< 0,001. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observan que existen diferencias de las
tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto del CNT pre-
procesamiento x 108, de forma significativa, el siguiente orden de potencia:

Parto instrumentado > Parto espontaneo > Cesdrea

También analizamos la importancia del peso del recién nacido, agrupado
segun percentiles en PEG, AEG Y GEG. Se objetivd que a mayor percentil de
peso, mayor es el contaje obtenido de células nucleadas totales pre-

procesamiento x 10°8.

Tabla 14
Clasificacion segun percentil Media d:sv. tipica
7,384 + 5,678
PEG 20
9,968 + 6,077
AEG 502
13,720 + 6,511
GEG 58

Se practicd un andlisis de la varianza obteniendo una significacion que
da como resultado una F=12,197, y p< 0,001. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observa que existen diferencias de las
tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto del CNT pre-
procesamiento x 10%® el siguiente orden de potencia con significacion
estadistica: GEG>AEG>PEG

Cuando analizamos la influencia del tipo de extraccion de sangre de
corddn sobre la Celularidad Nucleada Total pre-procesamiento x 10 de las
muestras de sangre de cordén umbilical recogidas, podemos observar que el
contaje es mayor cuando la recogida se realiza exutero para los partos
vaginales, no hallandose diferencias si el parto es via abdominal o en general

en la globalidad de partos. En la tabla siguiente se detallan los resultados:
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Tabla 15

Y —
Procedencia de las USC Tipo de recogida Media d:SV' tipica P
In Gtero 9,643 + 7,008
Partos y cesareas 384 NS
conjuntamente ) 10,475 + 4,960
Ex utero
343
. 10,599 + 6,0284
In utero 213
Partos vaginales o dtore 11,783 4,682 0,036
167
. 8,472 + 7,686
In utero 168
Cesareas , 9,233 + 4,909 NS
Ex utero 176

Pero cuando analizamos unicamente el grupo control de gestaciones a

término y sin patologia, obtenemos lo contrario, en este caso la recogida

intrauterina en los partos vaginales es significativamente superior en cuanto a

la Celularidad Nucleada Total pre-procesamiento x 10°. La tabla siguiente

muestra los resultados:

Tabla 16
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ dﬁsv' tipica p
In Utero 11,118 £ 7.465
Partos y cesareas 207 NS
conjuntamente . 11,282 + 4,827
Ex utero
278
. 13,713 £ 5,463
In utero 90
Partos vaginales R 12.133 £ 4,707 0,018
152
. 13,150 £ 5,297
In utero 45
Cesareas , 12314+ 4288 | \°
Ex utero 85

Comparando ambos tipos de recogida de sangre de cordén en funcién

de la via del parto, no hallamos diferencias significativas:
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Tabla 17

Media * desv. tipica

Tipo de recogida Via del parto . p
Parto vaginal 13,713 £ 5,463
In Gtero 90 NS
: 13,150 + 5,297
Cesarea
45
Parto Vaginal 12,133 + 4,707
Ex utero 152 NS
: 12,314 + 4,288
Cesarea o

Quisimos explorar la influencia de la patologia obstétrica en el parametro

hematoldgico que nos atafie. Para ello comparamos nuestro grupo control de

pacientes sin patologia frente al resto. Realizado el analisis de la varianza,

obtuvimos una F= 7,625 y una p= 0,001. A continuacion se practicoé un Test de

Dunnett bilateral en el que se encontrd diferencias significativas unicamente

entre el grupo control y el grupo de prematuros en el que se obtiene un menor

contaje de células nucleadas totales. En la tabla siguiente presentamos los

resultados: con una Diferencia de medias = -4,750 y una p=0,001.

Tabla 18

Tioo de patoloaia Media * desv. tipica | Diferencia

P P 9 n de Medias| P
Sin patologia 11,138 £ 6,076

patolog 494

Estados hipertensivos del embarazo 9,983 i710’497 -1.155 NS
Oligoamnios 12’288: 4,114 1,150 NS
DMID 10,172 % 7,763 0,966 | NS
DMNID 10,203 4,538 0855 | NS
Prematuridad 0,988 % 4345 4750 |0,001
Gestacion gemelar 6,606 $ 4,851 -4,532 NS
Hipotiroidismo 11’40512 6,194 0267 | NS
LES 8,013 . 3,821 3,125 | NS
HTA 10,40381 9,202 0735 NS

96




Al considerar todos los factores obstétricos que tras el analisis

univariante se asocian de forma significativa, para discriminar cuales son los

que realmente se asocian con la CNT pre-procesamiento x 10%® hemos

realizado un analisis multivariante.

Analisis univariante para la Celularidad Nucleada Total pre-
procesamiento x 108 :
Tabla 19
Parametro r p
Duracion de la gestacién en semanas 0,37 0.001
Duracion del parto en horas 0,111 0,014
Peso del recién nacido en gramos 0,423 0.001
Percentil de peso 0,205 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,411 0.001
pH arterial -0,141 0,01
Via del parto 0,001
Analisis multivariante para la celularidad nucleada total pre-
procesamiento x 108, R?=0,179:
Tabla 20
Parametro Coeficiente p
Edad gestacional en semanas 0,219 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,254 0.001
Duracion del parto en horas 0,111 0.035
pH de arteria -0,126 0.016
Via del parto -0,137 0.009
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3. CNT POST-PROCESAMIENTO X 108

Del mismo modo hemos procedido a analizar la asociacion entre la
Celularidad Nucleada Total tras el procesamiento habitual realizado en el
banco de sangre de cordén y los diferentes parametros hematolégicos de la
sangre de corddn umbilical. Encontramos que se asocia positivamente con el
Volumen de la recogida de sangre de cordodn, la Celularidad Nucleada Total
pre-procesamiento, las células CD34 post-procesamiento, las Unidades
Formadoras de Colonias Eritroides, de Colonias Granulocitico-Macrofagicas y
de Colonias Mixtas, con el peso de la placenta en gramos, el peso del recién
nacido en gramos y su percentil, la duracion de la gestacién en semanas y la
duracion del parto en horas. Cuanto mayor es el valor de estos parametros,

mayor es la Celularidad Nucleada Total post-procesamiento x 10°.

Cabe destacar que se asocié de forma negativa tanto con el pH arterial
como con el venoso, es decir, a valores de pH mas elevados, obtenemos

menor Celularidad Nucleada Total post-procesamiento.

Dichas asociaciones quedan reflejadas en la tabla siguiente:
Tabla 21

Parametro R p N

Volumen de recogida en ml 0,679 0.001 486
CNT pre-procesamiento x 108 0,913 0.001 486
CD34 post-procesamiento x 10° 0,577 0.001 478
BFU-E 0,387 0.001 414
CFU-GM 0,383 0.001 414
CFU-GEMM 0,258 0.001 414
Colonias 0,413 0.001 414
Duracion de la gestacién en semanas 0,335 0.001 474
Duracion del parto en horas 0,148 0,004 382
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Parametro R p N

Peso del recién nacido en gramos 0,397 0.001 479
Percentil de peso 0,195 0.001 470
Peso de la placenta en gramos 0,34 0.001 470
pH arterial -0,142 0,011 317
pH venoso -0,114 0,049 300

No se hallé ningun tipo de asociacidén estadisticamente significativa con

los siguientes parametros:

CD34 en %

Viabilidad en %

Log Apgar al 1 min

Log Apgar al 5 min

PO2

PCO2

Tiempo de rotura de membranas

Numero de gestaciones

Numero de partos

A continuacion se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales sobre la Celularidad Nucleada Total post-
procesamiento x 10® de la muestra de sangre de cordén umbilical recogida.
Como se muestra en la tabla siguiente, la Celularidad Nucleada Total post-
procesamiento es mayor si la edad gestacional es 2 34 semanas, el pH arterial
de corddn umbilical es < 7,20 , y el liquido amnidético es meconial. En cambio
no afecta al contaje de células obtenido, el sexo del recién nacido, y la via del

parto.

99



Tabla 22

Media * desv. tipica

VARIABLE N b
: 9,123 £ 4,355
Varén
Sexo 252 NS
Muier 9,322 + 4,250
: 230
EG = 34 semanas 9’3824214’219
Prematuridad 571625878 0.001
EG < 34 semanas 13
Via Vaginal 9’142;94’293
Via del parto oo 5350 £ 4303 NS
166
pH de arteria <7.20 10,524 + 4,167
umbilical 49 0.014
>7.20 8,954 + 4,074 ’
_ 267
Aspecto de Claro 9,198 + 3,698
PR 10 1583+54 074 | 0035
Amniético Meconial R

Exploramos la importancia de la instrumentacion vaginal en el parametro
del contaje de células nucleadas totales post-procesamiento x 108, Con este
propdésito agrupamos los partos en: cesareas, partos vaginales espontaneos e
instrumentados. Tras practicar un analisis de la varianza obtenemos una
significacién que da como resultado una F=0,851, y p=NS.

En la tabla siguiente se reflejan los resultados:

Tabla 23
Tipo de parto Media * d:sv. tipica
Cesarea 9,392 + 4,303
166
Espontaneo 8,968 + 4,389
P 229
9,585 + 4,028
Instrumentado 9
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También quisimos explorar la posible influencia del peso del recién
nacido sobre la Celularidad Nucleada Total post-procesamineto, dividiéndolos
segun percentiles: <10, entre 10 y 90, y >90. Asi se observo que el contaje era
mayor cuando mayor era el percentil de peso. Estos resultados quedan
reflejados en la tabla siguiente:

Tabla 24

Y —
Clasificaciéon segun percentil Media dﬁsv' tipica
PEG 9,106 ;r 4,733
9,905 + 4,206
AEG 414
11,750 + 4,674
GEG 47

En el andlisis de la varianza practicado obtenemos una significacion que
da como resultado una F=9,398, y p< 0,001. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observa que existen diferencias de las
tres variables entre si. Asi, podemos establecer respecto del contaje de células
nucleadas totales post-procesamiento x 10° el siguiente orden de potencia con
significacion estadistica: GEG>AEG>PEG

En cuanto al tipo de extraccién en la recogida de sangre de corddn, no
hallamos diferencias significativas respecto a la Celularidad Nucleada Total
post-procesamiento x 10° independientemente de la via del parto. A

continuacion se detallan los resultados:

Tabla 25
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica|
In utero 9,628 £ 5,077
Partos y cesareas 295 NS
conjuntamente ] 8.865 £ 3,453
Ex utero
258
. 9,530 + 4,932
In utero 155
Partos vaginales — 5776 2 3563 NS
164
. 9,831 £ 5,453
In utero 69
Cesareas , 9,021 + 3,264 NS
Ex utero 94
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Sin embargo cuando éste mismo analisis lo realizamos para el grupo

control de gestaciones a término y sin patologia, hallamos que la recogida

intrautero es preferible a la exutero en cuanto a CNT post-procesamiento

obtenido, independientemente de que el parto se desarrollara via vaginal o por

cesarea. En la tabla siguiente se reflejan estos resultados:

Tabla 26
Y —
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica p
In tero 10,553 + 4,319
Partos y cesareas 135 0.001
conjuntamente . 8,989 + 3,534 ’
Ex utero
237
. 10,566 + 4,497
In dtero 90
Partos vaginales I 8.044 + 3.622 0,002
152
. 10,526 + 3,987
In atero 45
Cesareas ' 9,068 + 3,390 0,03
Ex utero
85
Para completar el estudio del modo de recoleccion de la SCU,

comparamos ambos tipos en funcion de la via del parto y en este caso no

hallamos diferencias significativas como muestra la tabla siguiente:

Tabla 27
- _
Tipo de recogida Via del parto Media * d:sv. tipica|
Parto vaginal 10,566 * 4,497
In Utero 90 NS
: 10,526 + 3,987
Cesarea
45
Parto vaginal 8,944 £ 3,622
Ex utero 152 NS
; 9,068 + 3,390
Cesarea o

Analizamos la importancia de la patologia obstétrica con respecto al

contaje de células nucleadas totales post-procesamiento x 108. Tras realizar un

analisis de la varianza, obtuvimos una F= 4,597 y una p= 0,001, seguidamente

aplicamos un Test de Dunnett bilateral, comparando el grupo de gestantes sin
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patologia obstétrica con el resto que si presentaban. Hallamos diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo de prematuros con una

Diferencia de medias=- 2,881 con una p=0,001 y también entre el grupo

control y el grupo de estados hipertensivos del embarazo con una Diferencia

de medias= 7,178 con una p= 0,006. En la siguiente tabla se muestras estos

resultados:
Tabla 28

Tioo de patoloaia Media * desv. tipica | Diferencia

P P 9 n de Medias| P
Sin patologia 9,557 £ 3,894

patolog 374

Estados hipertensivos del embarazo 16’7352 13,946 7,178 |0,006
Oligoamnios 9,333 j 4,168 0,225 | NS
DMID 5,79 % 5,923 0827 | NS
DMNID 5,954 % 4,060 0603 | NS
Prematuridad 0,076 %3139 2,881 |0,001
Gestacion gemelar 4,748 é 2,721 -4,809 NS
Hipotiroidismo 8,814 g 6,451 -0,743 NS
LES 7,12 527 2437 | NS
HTA 10,202 6,499 0723 | NS

Por ultimo y utilizando los parametros obstétricos que se asocian con los

valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de

regresion multiple para ver cuales estan relacionados con la Celularidad

Nucleada Total post-procesamiento x 108 y discriminar asi cuales enmascaran

la verdadera relacion. Estos resultados quedan representados en las tablas

siguientes.

Andlisis univariante para la CNT post-procesamiento x 10°:
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Tabla 29

Parametro r o]

Edad gestacional en semanas 0,335 0.001
Duracion del parto en horas 0,148 0,004
Peso del recién nacido en gramos 0,397 0.001
Percentil de peso 0,195 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,34 0.001
pH arterial -0,142 0,011
pH venoso -0,114 0,049
Aspecto del liquido amniético 0,035

Analisis multivariante para la CNT post-procesamiento x 10%, R*= 0,119
Tabla 30

Parametro Coeficiente o]

Edad gestacional en semanas 0,194 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,227 0.001
pH arterial -0,143 0.01

4. CD34 POST-PROCESAMIENTO X 108

En primer lugar, analizamos la asociacion estadistica de dicho parametro
con el resto de factores que pueden influir en la calidad de la sangre de cordén.
Observamos que se asocia positivamente con el Volumen de recogida de
sangre, la Celularidad Nucleada Total tanto pre como post-procesamiento, el
porcentaje de células CD34, las Unidades Formadoras de Colonias tipo
Granulocitico-Macrofagicas y Mixtas, el numero de Colonias totales, la duracién
del parto en horas, el peso del recién nacido y su percentil, y el peso de la

placenta. Siendo ésta, una asociacion positiva, encontramos que a mayor valor
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de todos estos parametros nombrados, mayor es la cantidad obtenida de

células CD34 post-procesamiento x 10°.

Por el contrario se hallé6 una asociacion negativa con el logaritmo del
indice de Apgar al primer minuto y con el valor del pH arterial, asi, cuando mas
altos son estos valores, menor es la cantidad de células CD34 post-
procesamiento obtenida. Todos estos datos quedan reflejados en la tabla

siguiente:

Tabla 31

Parametro r p N
Volumen de recogida en ml 0,406 0.001 505
CNT pre-procesamiento x 10° 0,607 0.001 505
CNT post-procesamiento x 108 0,577 0.001 478
CD34 % 0,701 0.001 478
CFU-GM 0,48 0.001 434
CFU-GEMM 0,373 0.001 434
Colonias 0,524 0.001 434
Duracioén del parto en horas 0,173 0,001 382
Peso del recién nacido en gramos 0,249 0.001 498
Percentil de peso 0,264 0.001 489
Peso de la placenta en gramos 0,26 0.001 488
Log Apgar minuto 1 -0,107 0,023 454
pH arterial -0,124 0,025 326

A continuacion detallamos la relacion de parametros con los que no se

hallé asociacion entre éstos y las células CD34 post-procesamiento:

Viabilidad en %
Log Indice de Apgar al min 5

pH venoso
PO2
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PCO2

Duracion de la gestaciéon en semanas
Tiempo de rotura de membranas
Numero de gestaciones

Numero de partos

En segundo lugar, analizamos la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales en la cantidad de células CD34 post-procesamiento
x 10° obtenida de las muestras de sangre de corddn umbilical recogidas.
Hemos observado que se obtienen mayores cantidades de células CD34
cuando el producto de la gestacion es un vardn, la edad gestacional es = 34
semanas y el pH de arteria umbilical es < 7,20. En cambio no se hallé

diferencias significativas en la via del parto ni en el aspecto del liquido

amniotico. A continuacidon mostramos los resultados:

Tabla 32
VARIABLE Media = d:sv. tipica p
: 3,665 + 3,687
Varon 961
Sexe Muier 29632401 | 0013
: 240
EG = 34 semanas 3’4334%3’197
Prematuridad 1589 £ 2.090 0,012
EG < 34 semanas 29
Via Vaginal 3’2723383,366
Via del parto o TR NS
176
3,754 + 3,243
pH de arteria <720 49 0.038
umbilical > 7 20 2’882 + 2,589 ’
_ 276
Aspecto de Claro 3,302 + 2,863
e 3 6363302 853 NS
Amniético Meconial , 8_9 ;

También exploramos la importancia de la instrumentacion vaginal en el
parametro del contaje de células CD34 post-procesamiento x 10°. Para ello

dividimos los partos en: cesareas, partos vaginales e instrumentados. Tras
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practicar un analisis de la varianza se obtiene una significacion que da como
resultado una F=0,755, y p=NS. En la tabla siguiente se reflejan los resultados:
Tabla 33

Tipo de parto Media * d:sv. tipica
Cesarea 3,463 + 2,712
176
Esponténeo 3,384+ 3,587
238
2,976 £ 2,692
Instrumentado 90

Tomando los pesos de los recién nacidos, estratificados segun percentil
en PEG, AEG y GEG, obtenemos que a mayor peso, la celularidad CD34 post-
procesamiento obtenida es mayor como se aprecia en la tabla siguiente.

Tabla 34

Y —
Clasificaciéon segun percentil Media dﬁsv' tipica

2,144 + 1,896
PEG 14

3,207 £ 2,903
AEG 428

4,956 + 4,948
GEG 47

Realizamos un analisis de la varianza en el que obtenemos una
significacidon que da como resultado una F=7,605 y p< 0,001. A continuacion
aplicamos un analisis de rango multiple tipo Student-Newman-Keuls, en el que
se observa que existen diferencias de las tres variables entre si, pudiéndose
establecer respecto del contaje de células CD34 post-procesamiento x 10° el

siguiente orden de potencia con significacion estadistica: GEG>AEG=PEG

En cuanto a la influencia del tipo de extraccion en la recogida de sangre
de corddn, no hemos observado diferencias significativas en la cantidad de
células CD34 x 10° obtenidas post-procesamiento, independientemente de la

via del parto. En la tabla siguiente se aprecian los resultados:
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Tabla 35

Media * desv. tipica

Procedencia de las USC |Tipo de recogida n p
In Utero 3,529 + 3,822
Partos y cesareas 244 NS
conjuntamente . 3,110 £ 2,298
Ex utero
258
. 3,559 + 4,045
In utero 164
Partos vaginales it 5086 + 2.492 NS
164
. 3,459 + 3,363
In utero 79
Cesareas , 3,328 + 1,908 NS
Ex utero 94

Cuando éste mismo analisis lo realizamos para nuestro grupo control de

gestaciones a término y sin patologia, obtenemos que el modo de recoleccién

intrautero consigue de forma significativa mayor celularidad CD34 para los

partos por cesarea. A continuacion detallamos los resultados:

Tabla 36
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica|
In Gtero 3,63 £ 3,604
Partos y cesareas 135 NS
conjuntamente ] 3.068 £ 2,306
Ex utero
237
. 3,365 + 3,525
In utero 90
Partos vaginales — 5576 + 2,547 NS
152
. 4,232 + 3,752
In utero 44
Cesareas , 3207+ 1,802 | 042
Ex utero 85

En el analisis del modo de recolecciéon de la SCU, comparamos ambos

tipos en funcioén de la via del parto y no hallamos diferencias significativas para

las células CD34:
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Tabla 37

. _
Tipo de recogida Via del parto Media £ d:sv. tipica| o
Parto vaginal 3,365 + 3,525
In utero 90 NS
: 4,232 + 3,752
Cesarea
44
Parto vaginal 2,979 + 2,547
Ex utero 152 NS
; 3,227 + 1,802
Cesarea o5

En cuarto lugar, se exploro la influencia de la patologia obstétrica en la

cantidad obtenida de células CD34 post-procesamiento x 10°. Realizamos el

analisis de la varianza y obtuvimos una F= 0,739 y una p= NS. A continuacién

quedan reflejados los resultados obtenidos:

Tabla 38
Y —
Tipo de patologia Media d:sv. tipica
Sin patologia 3,3+2,875
375

Estados hipertensivos del embarazo 3,209 *;’ 4,342

i i 1,757 £ 2,146
Oligoamnios 3
DMID 4,6331187,464
DMNID 3,27 151 ,889
Prematuridad 3,3335152,892

i 2,634 + 1,686

Gestacion gemelar -
Hipotiroidismo 4,481 1133,579
LES 1,928 ;_r 1,458
HTA 3,595 é_r 3,628

Por ultimo y realizaremos un analisis de regresion multiple para ver qué

factores obstétricos estdn verdaderamente relacionados con la celularidad
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CD34 post-procesamiento x 10° de la sangre de cordén umbilical. Estos

resultados quedan representados en las tablas siguientes.

Andlisis univariante para la celularidad CD34 post-procesamiento x 10°:
Tabla 39

Parametro r P

Duracion del parto en horas 0,173 0,001
Peso del recién nacido en gramos 0,249 0.001
Percentil de peso 0,264 0.001
Peso de la placenta en gramos 0,26 0.001
Apgar minuto 1 log -0,107 0,023
pH arterial -0,124 0,025
Sexo del recién nacido 0,013

Analisis multivariante para la celularidad CD34 post-procesamiento x
10°, R?*= 0,098

Tabla 40

Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,243 0.001
Log del Apgar al 1 minuto -0,157 0.005
Sexo del recién nacido -0,125 0.024

5. CELULAS CD34 EN PORCENTAJE

En el analisis de correlaciones de dicho parametro con el resto de
variables estudiadas encontramos una asociacion positiva con la celularidad
nucleada total pre-procesamiento, las células CD34 post-procesamiento, las
unidades formadoras de colonias eritroides, de colonias granulocitico-

macrofagicas y mixtas, con el numero de colonias, con la duracién del parto en
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horas, con el peso de la placenta en gramos y con el percentil del peso del

recién nacido. Cuando mayor son los valores de estos parametros, mayor es el

porcentaje de células CD34 que podemos obtener.

Se observé una asociacion negativa entre el porcentaje de células CD34

y la duracidén de la gestacidon en semanas, es decir, que obtenemos mayor

porcentaje de células CD34 cuando menor es la edad gestacional. La tabla

siguiente muestra estos resultados:
Tabla 41

Parametro r p N

CNT pre-procesamiento x 10° 0,130 0,005 478
CD34 post-procesamiento x 10° 0,701 0,001 478
BFU-E 0,308 0,001 412
CFU-GM 0,310 0,001 412
CFU-GEMM 0,285 0,001 412
Colonias 0,342 0,001 412
SD;r;aacri](;r; de la gestacién en 0,131 0,005 467
Duracién del parto en horas 0,114 0,026 376
Percentil de peso 0,181 0,001 463
Peso de la placenta en gramos 0,112 0,016 462

A continuacion detallamos la relacion de parametros con los que no se

hallé asociacion entre éstos y las células CD34 en porcentaje:

Volumen de la recogida en mi

CNT post-procesamiento x 108

Viabilidad en %
Numero de gestaciones

Numero de partos

Tiempo de rotura de membranas

Peso del RN en gramos

Log Indice de Apgar al 1 min
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Log Indice de Apgar al 5 min

pH arterial

pH venoso

PO2

PCO2

A continuacidn nos proponemos analizar la influencia de las diferentes

variables cualitativas materno-fetales en el porcentaje de células CD34 de las

muestras de sangre de cordon umbilical recogidas. Observamos que no existen

diferencias significativas, excepto para el sexo del recién nacido, en el que

obtenemos un porcentaje de células mayor, si el producto de la gestacion es un

varon. En la tabla siguiente expresamos los resultados:

Tabla 42
VARIABLE Media £ d:sv. tipica B
. 0,391 £ 0,270
Varon 49
Sexe Muier 033220285 | 0%
) 225
0,366 + 0,282
Prematuridad EG 2 34 semanas 455 NS
EG < 34 semanas 0’36311'20’215
Via Vaginal 0’348;40’291
Via del parto oo 0354 £ 0249 NS
163
0,344 + 0,247
pH de arteria <7.20 49 NS
umbilical > 790 0,326 £ 0,206
_ 267
Aspecto de Claro 0,355 + 0,254
PR 0 3533390 204 NS
Amniético Meconial AiafeRe

Por otro lado, analizamos también la importancia de la instrumentacion

vaginal en el parametro del contaje de células CD34 en porcentaje. Para ello

dividimos

los partos en:

cesareas,

partos vaginales espontaneos e
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instrumentados. Tras practicar un analisis de la varianza obtuvimos una

significacidn que da como resultado una F=2,761, y p=0,064.

En la tabla siguiente se reflejan los resultados:

Tabla 43
Tipo de parto Media * d:sv. tipica
Cesarea 0,394 + 0,249
163
Espontaneo 0,364+ 0,311
P 224
0,309 + 0,232
Instrumentado 9

Observando con mas detenimiento la tabla 23, llama la atencién la

diferencia de células CD34 en porcentaje entre las muestras procedentes de

cesareas Yy las de instrumentacion vaginal. Realizando una prueba de T,

obtenemos una p<0,01 con una Diferencia de medias= 0,085, Intervalo de
Confianza para la media del 95% (0,023 - 0,148).

Decidimos explorar la influencia del peso del recién nacido dividido

segun percentiles en PEG, AEG y GEG, con respecto al porcentaje de células

CD34 obtenido en las diferentes muestras de sangre de corddén umbilical

recogidas. En el analisis de la varianza practicado obtenemos como resultado

una F=0,814 y una p no significativa, asi que consideramos que no existen

diferencias en el porcentaje de células CD34 con respecto a la estratificacion

de los pesos de los recién nacidos. A continuacion mostramos los resultados:

Tabla 44

Clasificacion segun percentil

Media * desv. Tipica
N

PEG

0,272 £ 0,106
9

AEG

0,363 + 0,286
407

GEG

0,397 + 0,240
47

En cuanto a la influencia del tipo de extraccion en la recogida de sangre

de corddn, no hemos observado diferencias significativas en el porcentaje de
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células CD34, independientemente de la via del parto. La siguiente tabla,

muestra los resultados:

Tabla 45
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica|
In utero 0,380 £ 0,349
Partos y cesareas 217 NS
conjuntamente . 0,346 £ 0,195
Ex utero
258
. 0,367 + 0,364
_ In utero 150
Partos vaginales — 5337 2 0201 NS
164
. 0,411 £ 0,315
In utero 66
Cesareas , 0,372 £ 0,181 NS
Ex utero a4

Hemos querido realizar este mismo analisis unicamente para el grupo
control sin patologia, de nuevo hemos obtenido diferencias no significativas

como se aprecia en la tabla siguiente:

Tabla 46
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ drt‘esv. tipica o]
In Gtero 0,341 £ 0,286
Partos y cesareas 134 NS
conjuntamente . 0,334 £ 0,184
Ex utero
237
; 0,307 £ 0,247
In utero 90
Partos vaginales o it 0322 £ 0.198 NS
152
; 0,409 + 0,346
In atero 44
Cesareas ’ 0.357 £ 0.156 NS
Ex utero 85

Al comparar ambos modos de recoleccion de la SCU, en funcién de la
via del parto, tampoco se hall6 diferencias significativas para el porcentaje de

Células CD34 obtenido. En la tabla siguiente se muestran los resultados:
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Tabla 47

— __
Tipo de recogida Via del parto Media * d:sv. tipica| o
Parto vaginal 0,307 + 0,247
In utero 90 NS
Cessd 0,409 + 0,346
esarea
44
Parto vaginal 0,322 +£ 0,198
Ex utero 152 NS
: 0,357 + 0,156
Cesarea o5

En cuanto a cémo influye la patologia obstétrica en el porcentaje de

células CD34 obtenido, realizamos un analisis de la varianza del

que

obtuvimos una F= 4,382 y una p= 0,001. Tras realizar el Test de Dunnett

bilateral se han encontrado diferencias significativas entre el grupo control y el

grupo de prematuros con una Diferencia de medias= -0,157 y una p= 0,002,

asimismo también existen diferencias significativas con el grupo de gestacion

gemelar con una Diferencia de Medias= 0,553 y una p= 0,001.

Tabla 48

. . Media * desv. tipica | Diferencia
Tipo de patologia n de Medias P
Sin patologia 0,340 £ 0,229
373

Estados hipertensivos del embarazo 0,367 ;‘r 0,239 0,027 NS
Oligoamnios 0,139 ;’ 0,123 0,201 | NS
DMID 0.45 f50’335 0,410 | NS
DMNID 0,988 20,131 0,049 | NS
Prematuridad 0,496 0,318 0,157 |0,002
Gestacion gemelar 0,892 ; 1,251 0,553 |0,001
Hipotiroidismo 0,463 g 0,357 0,123 NS
LES 0,222 0,121 0119 | Ns
HTA 0.467 : 0,297 0,127 | NS
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Por ultimo, realizaremos un analisis de regresion multiple para ver
cuales estan relacionados con la celularidad CD34 en % x 10° de la sangre de
cordon umbilical. Estos resultados quedan representados en las tablas

siguientes.

Analisis univariante para la celularidad CD34 en % x 10°:
Tabla 49

Parametro r P

Duracion de la gestacién en semanas -0,131 0,005
Duracion del parto en horas 0,114 0,026
Percentil de peso 0,181 0,001
Peso de la placenta en gramos 0,112 0,016
Sexo del recién nacido 0,02

Analisis multivariante para la celularidad CD34 en %, R?>= 0,068

Tabla 50

Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,179 0,001
Duracion del parto en horas 0,118 0,021
Sexo del recién nacido -0,109 0,033
Edad gestacional en semanas -0,202 0,001

6. VIABILIDAD EN PORCENTAJE

En primer lugar, al estudiar la asociacién de los diferentes parametros
que barajamos en nuestro estudio con la viabilidad en porcentaje hallamos que
existe Unicamente una asociacion negativa de la viabilidad con la PO2 y con la
duracion de la gestacion en semanas. Asi, deducimos que a menor presion
parcial de oxigeno en sangre de cordon umbilical o que a menor edad

gestacional, la viabilidad de esa sangre de cordén, es mayor.
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Tabla 51

Parametro R P N
PO2 -0,142 0,014 296
Duracion de la gestacion en -0,103 0,025 466
semanas

No se hallé ningun tipo de asociacion con el resto de parametros

estudiados y la viabilidad de la sangre de cordon en porcentaje.

En segundo lugar, se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas, materno-fetales en la viabilidad en porcentaje de la muestra de
sangre de cordon umbilical recogida. Podemos observar que la viabilidad es
mayor en las muestras de sangre procedentes de los prematuros por debajo de
34 semanas y en las muestras de los partos via cesarea. En cambio, el sexo
del recién nacido, el pH de arteria umbilical o el aspecto del liquido amnidtico
no tienen relevancia para la viabilidad en porcentaje. En la tabla siguiente

mostramos los resultados:

Tabla 52
VARIABLE Media * dﬁsv. tipica p
: 90,402 + 7,248
Varon
Sexo 247 NS
Muier 91,061 £ 8,383
: 227
EG = 34 semanas 90’58251'37’743
Prematuridad 56.000 2 4103 0,012
EG < 34 semanas 13
Via Vaginal 89,995 + 8,565
Via del parto 314 0.005
Cesarea 92,128 + 5,862 ’
163
90,250 + 6,561
pH de arteria <7.20 48 NS
umbilical > 790 89,465 + 8,711
_ 264
Aspecto de Claro 90,315 + 6,974
PR 89 49733910 962 |
Amniético Meconial ’ 8_8 ’
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Quisimos explorar mas a fondo la importancia de la via del parto en el
parametro de la viabilidad en porcentaje. Para ello dividimos los partos en:
cesareas, partos vaginales espontaneos e instrumentados. En la tabla siguiente

se reflejan los resultados:

Tabla 53
Y —
Tipo de parto Media dﬁsv. tipica
Cesarea 92,128 + 5,862
163
Espontaneo 90,569+ 6,881
P 224
88,565 + 11.682
Instrumentado 9

Tras practicar un analisis de la varianza obtenemos una significacion que
da como resultado una F=6,253 y p=0,002. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observan que existen diferencias entre
los partos instrumentados y los espontaneos, cesareas, siendo semejantes

estos dos ultimos: Cesarea = Parto espontaneo > Parto instrumentado

Quisimos saber la relevancia del peso del recién nacido agrupado por
percentiles en PEG, AEG y GEG, con respecto a la viabilidad en porcentaje de
la sangre de corddon umbilical. Aplicamos un analisis de la varianza del que

obtuvimos una F= 0,4 y una p no significativa.

Tabla 54
Clasificaciéon segun percentil Media * d:sv. Tipica
PEG 93 + 3,386
90,674 + 7,876
AEG 407
90,360 + 6,920
GEG 47

En cuanto al estudio del modo de recoleccion de la sangre de cordon
umbilical y a su influencia en la viabilidad celular, podemos observar que la
viabilidad, de forma significativa, es mayor en las muestras de sangre
recogidas intrautero tanto para los partos vaginales, como para las cesareas.

La tabla siguiente muestra los resultados:
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Tabla 55

Procedencia de las USC

Media * desv. tipica

Tipo de recogida n p
In Utero 91,904 £ 6,217
Partos y cesareas 221 0.002
conjuntamente . 89,647 + 8,849 ’
Ex utero
254
. 90,999 + 6,687
In utero 153
Partos vaginales ’ 89.04 £ 9.957 0,043
Ex utero
69
. 93,939 + 4,436
In utero 67
Cesareas ' 90,698 £ 6,417 0,001
Ex utero 93

Cuando éste mismo analisis lo realizamos para nuestro grupo control de

gestaciones a término y sin patologia, unicamente hallamos diferencias

significativas en cuanto a la viabilidad celular en las cesareas, y de nuevo a

favor de la recogida intrautero.

Tabla 56
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica|
In dtero 90,630 + 6,128
Partos y cesareas 133 NS
conjuntamente . 89,627 + 8,834
Ex utero
233
. 89,313 + 6,491
In atero 89
Partos vaginales ’ 55587 2 10208 NS
Ex utero
149
In G 93,293 + 4,265
n utero A4
cosareas , 90773+ 5497 | 2009
Ex utero 84

Para completar el estudio del

modo de recoleccion de la SCU,

comparamos ambos tipos en funcion de la via del parto y de nuevo

corroboramos que la recogida intrautero es claramente superior en los partos

via cesarea:
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Tabla 57

— __
Tipo de recogida Via del parto Media £ d:sv. tipica| o
Parto vaginal 89,313 + 6,491
In utero 89 0.001
Cess 93,293 + 4,265 :
esarea
44
Parto vaginal 88,981 + 10,209
Ex utero 149 NS
4 90,773 + 5,497
Cesarea o

También decidimos explorar la influencia que pueda tener la patologia

obstétrica sobre la viabilidad en porcentaje de la sangre de cordon umbilical.

Asi, realizamos un analisis de la varianza que nos dio como resultado una

F=2,278 y una p=0,017, seguidamente aplicamos un test de Dunnet bilateral en

el que enfrentamos el grupo control a los diferentes grupos con patologia

obstétrica, y no se han encontrado diferencias significativas frente a ninguno

de ellos. A continuacién podemos observar los resultados en la tabla siguiente:

Tabla 58
Media * desv. tipica Diferencia
Tipo de patologia - n ) de P
medias
Sin patologia 90,035 £ 7,964
patolog 368

Estados hipertensivos del embarazo 95,5 144’796 5,465 NS
Oligoamnios 93,25 j 4,349 3,215 NS
DMID 94’42912 5,840 4394 | NS
DMNID 92,8 154’494 2765 | NS
Prematuridad 92,09 4i96’71 S 2055 | NS
Gestacion gemelar 96.8 i51 789 6,765 NS
Hipotiroidismo 93’375; 5,208 3,340 NS
LES 0% L1z 7,965 | NS
HTA 96,3336i 3,445 6,298 NS
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Por ultimo y utilizando los parametros obstétricos que se asocian con los
valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de
regresion multiple para ver cuales estan relacionados con la Viabilidad Celular
en porcentaje de la sangre de corddén umbilical. Estos resultados quedan

representados en las tablas siguientes.

Analisis univariante para la viabilidad celular en %:

Tabla 59

Parametro r P
PO2 -0,142 0,014
Duracion de la gestacién en semanas -0,103 0,025
Tipo de recogida 0,002
Via del parto 0,005

Analisis multivariante para la viabilidad celular en %, R*= 0,017
Tabla 60

Parametro Coeficiente P

PO2 -0,142 0,014

7. UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS ERITROIDES

Hemos estudiado las asociaciones existentes entre las BFU-E y los
diferentes parametros de nuestro trabajo. Asi, hemos hallado una asociacién
positiva con el volumen de la recogida en ml, el contaje de células nucleadas
totales pre y post-procesamiento, las células CD34 post-procesamiento, el
porcentaje de células CD34, las unidades formadoras de colonias granulocitico-
macrofagicas y mixtas, con el numero de colonias, con la duracion de la
gestacion en semanas, el peso del RN en gramos y el peso de la placenta. De
donde se deduce que a mayor valor de estos parametros, encontraremos un
numero mayor de unidades formadoras de colonias eritroides en la muestra de

sangre de cordon.
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Se observd una asociacion negativa entre las unidades formadoras de
colonias eritroides y el logaritmo del Apgar al primer minuto. Estos datos se

presentan en la tabla siguiente:

Tabla 61

Parametro R p N
Volumen de recogida en ml 0,335 0,001 437
CNT pre-procesamiento x 108 0,434 0,001 437
CNT post-procesamiento x 108 0,387 0,001 414
CD34 post-procesamiento x 10° 0,487 0,001 434
CD34 % 0,308 0,001 412
CFU-GM 0,798 0,001 437
CFU-GEMM 0,368 0,001 437
Colonias 0,944 0,001 437
SDeur;aacri](;r; de la gestacion en 0,141 0,004 497
Peso del RN en gramos 0,145 0,002 432
Peso de la placenta en gramos 0,199 0,001 424
Logaritmo de Apgar al 1 minuto -0,108 0,032 393

No hallamos ningun tipo de asociacién entre las BFU-E y los siguientes

parametros:

Viabilidad %

Numero de gestaciones

Numero de partos

Tiempo de rotura de membranas
Duracién del parto en horas
Percentil de peso del RN

pH arterial

pH venoso

PO2
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PCO2
Log Apgar al 5 minuto

En este apartado se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales sobre las unidades formadoras de colonias
eritroides de la sangre de cordon umbilical recogida. El analisis nos muestra
que se obtiene un mayor numero de BFU-E si el producto de la gestacion es un
varon y si la edad gestacional es = 34 semanas. La via del parto, el pH de
arteria umbilical y el aspecto del liquido amniético no influyen. A continuacién

mostramos los resultados:

Tabla 62
VARIABLE Media dﬁsv. tipica "
: 70,073 £ 76,518
Varén 926
Sexe Muier 54,033 54,064 | 0017
: 208
EG = 34 semanas 64’7804;:168’357
Prematuridad 5181215670 0,007
EG < 34 semanas 16
Via Vaginal 63,751 £ 69,800
Via del parto 296 NS
Cesarea 60,721 + 61,472
140
73,259 £ 75,383
pH de arteria <720 46 "
umbilical > 720 62,698 + 68,910
_ 245
Aspecto de Claro 67,851 + 69,843
PR 69 03632264 125 NS
Amniético Meconial BaAEhas

Analizamos si la instrumentacion vaginal influia en el parametro de las
BFU-E. Para ello dividimos los partos en: cesareas, partos vaginales
espontaneos y instrumentados. Tras practicar un analisis de la varianza

obtenemos una F=0,4 y p=NS. En la tabla siguiente se reflejan los resultados:
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Tabla 63

Tipo de parto Media * dﬁsv. tipica
Cesarea 60,721 £ 61,472
140
Espontneo 61,833+ 68,726
212
68,592 + 72,635
Instrumentado 84

Por otro lado quisimos valorar si el peso del recién nacido influia en el
numero de unidades formadoras de colonias eritroides que se puede obtener
de una muestra de sangre de corddén. Con este propdsito agrupamos los pesos
segun percentiles en PEG, AEG y GEG. En el analisis de la varianza practicado
obtenemos una significacién que da como resultado una F=4,117 y p=0,017. A

continuacion presentamos los resultados:

Tabla 64
Clasificacion segun percentil Media * d:sv. Tipica
PEG 50,19211465,777
60,446 + 64,533
AEG 368
90,929 + 89,721
GEG 42

Tras realizar un analisis de rango multiple tipo Student-Newman-Keuls
se observan que existen diferencias de las tres variables entre si, pudiéndose
establecer respecto de las unidades formadoras de colonias eritroides ml el
siguiente orden de potencia con significacion estadistica: GEG>PEG, sin
embargo el numero de unidades formadoras de colonias en los fetos AEG no

fue diferente de las producidas en los fetos grandes o pequefios.

En cuanto a la influencia del tipo de recogida de sangre de cordén en el
Numero de Unidades Formadoras de Colonias Eritroides, observamos que sélo
existen diferencias significativas para la extraccidon exutero en las cesareas. En

la tabla siguiente se muestran los resultados:
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Tabla 65

Media * desv. tipica

Procedencia de las USC |Tipo de recogida n P
In Utero 58,345 £ 69,809
Partos y cesareas 192 NS
conjuntamente . 66,472 + 65,205
Ex utero
242
. 63,994 £ 74,992
In utero 135
Partos vaginales ’ 63,548 + 65,367 NS
Ex utero
161
. 44,791 + 54,372
In utero 56
Cesareas , 72,285 + 64,804 | OV
Ex utero 81

Por el contrario si el mismo analisis lo realizamos en el grupo control de

gestaciones a término y sin patologia, no hallamos ninguna diferencia

significativa:
Tabla 66
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica|
In Gtero 71,611 £ 78,687
Partos y cesareas 112 NS
conjuntamente . 66,143 + 65,738
Ex utero
224
. 75,663 + 84,175
In utero 29
Partos vaginales ’ 555092 65177 NS
Ex utero
149
In G 63,533 £ 64,114
n utero 32
Cosareas , 7336166699 | \°
Ex utero 25

Del mismo modo comparamos el tipo de recoleccion de la SCU, en

funcién de la via del parto y tampoco hallamos diferencias significativas para la

cantidad de Unidades Formadoras de Colonias obtenida:
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Tabla 67

— __
Tipo de recogida Via del parto Media £ d:sv. tipica [
Parto vaginal 75’66371984,175
et Cosa 63533264114 | N°
esarea :
Parto vaginal 62,509 + 65,172
Ex utero 149 NS
= 73,361 + 66,699
Cesarea 3

También analizamos la posible influencia de la patologia obstétrica en el

parametro hematolégico que nos atafie. Asi, practicamos un andlisis de la

varianza en el que obtuvimos una F= 1,872 y una p no significativa. En la

tabla siguiente se muestran los resultados:

Tabla 68

Tipo de patologia Media * d:sv. tipica
Sin patoloaia 67,825 + 70,065
patolog 338
Estados hipertensivos del embarazo 44,829 ? 69,659
Oligoamnios 1515’8
DMID 23,25111 26,89
DMNID 57,403 j 96,746
Prematuridad 58,983 41557’805
. 13,14 £ 8,75
Gestacion gemelar 5
Hipotiroidismo 27,329 ? 30,685
LES 16,00341 9,152
HTA 21,74 i522,409

Por ultimo y utilizando los parametros obstétricos que se asocian con los

valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de

regresion multiple para ver cuales estan relacionados con el numero de
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Unidades Formadoras de Colonias Eritroides de la sangre de cordén umbilical.

Estos resultados quedan representados en las tablas siguientes.

Analisis univariante para el numero de unidades formadoras de colonias
eritroides:

Tabla 69

Parametro r P
Duracién de la gestacién en semanas 0,141 0,004
Peso del RN en gramos 0,145 0,002
Peso de la placenta en gramos 0,199 0,001
Logaritmo de Apgar al 1 minuto -0,108 0,032
Sexo del recién nacido 0,019

Analisis multivariante para el numero de unidades formadoras de
colonias eritroides, R?>= 0,071

Tabla 70

Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,174 0,001
Logaritmo de Apgar al 1 minuto -0,107 0,034
Sexo del recién nacido -0,114 0,024
Edad gestacional en semanas 0,097 0,076

8. UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS GRANULOCITICO-
MACROFAGICAS

En el analisis de correlaciones de las CFU-GM con los diferentes
parametros hallamos una asociacion positiva con el volumen de la recogida en

ml, el contaje de CNT pre y post-procesamiento, las células CD34 post-
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procesamiento, las células CD34 %, las BFU-E y mixtas, el numero de
colonias, la duracién de la gestacion en semanas, el peso del RN y su percentil,
y el peso de la placenta en gramos. Es decir, a mayor valor de estos
parametros podemos obtener mayor numero de unidades formadoras de
colonias granulocitico-macrofagicas en sangre de cordon umbilical. A
continuacion se reflejan estos datos pormenorizados en la tabla siguiente:
Tabla 71

Parametro r o] N

Volumen de recogida en ml 0,321 0,001 437
CNT pre-procesamiento x 108 0,417 0,001 437
CNT post-procesamiento x 10° 0,383 0,001 414
CD34 post-procesamiento x 10° 0,480 0,001 434
CD34 % 0,310 0,001 412
BFU-E 0,798 0,001 437
CFU-GEMM 0,483 0,001 437
Colonias 0,949 0,001 437
SD;r;aacri](;r; de la gestacién en 0,120 0,013 497
Peso del RN en gramos 0,138 0,004 432
Percentil de peso del RN 0,105 0,030 424
Peso de la placenta en gramos 0,228 0,001 424

No se observé ningun tipo de asociacion entre las unidades formadoras

de colonias granulocitico-macrofagicas y los siguientes parametros:

Viabilidad %

Numero de gestaciones

Numero de partos

Tiempo de rotura de membranas
Duracion del parto en horas

pH arterial

pH venoso
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PO2

PCO2

Log Apgar a 1 minuto
Log Apgar al 5 minuto

A continuacion, se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales en las unidades formadoras de colonias tipo
granulocitico-macrofagicas de la muestra de sangre de cordon umbilical
recogida. En la tabla siguiente podemos observar que unicamente en las
muestras procedentes de gestaciones con una edad = 34 semanas podemos

obtener un mayor numero de CFU-GM:

Tabla 72
VARIABLE Media £ dﬁsv. tipica B
. 56,293 + 68,227
Varon
Sexo 226 NS
Muier 49,887 + 58,815
: 208
EG = 34 semanas 55’1994;-'164’801
Prematuridad =591 £ 8,447 0,004
EG < 34 semanas 16
Via Vaginal 52,680 + 61,633
Via del parto 296 NS
Ceséarea 54,178 + 68,291
140
60,305 + 57,103
pH de arteria <720 46 NS
umbilical > 790 54,757 + 66,525
- 245
Aspecto de Claro 59,563 + 68,135
e 57 14732255 246 | NS
Amniédtico Meconial , 7_7 ,

Quisimos explorar la importancia de la instrumentacion vaginal en el
parametro de las CFU-GM. Para ello dividimos los partos en: cesareas, partos
vaginales espontaneos e instrumentados. Tras practicar un analisis de la
varianza obtenemos como resultado una F=0,111, y p=NS. En la tabla

siguiente se reflejan los resultados:
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Tabla 73

Tipo de parto Media * dﬁsv. tipica
Cesarea 54,178 + 68,291
140
Espontaneo 51,717+ 61,840
212
55,110 + 61,409
Instrumentado o

Exploramos la posible influencia del peso del recién nacido en el numero
de unidades formadoras de colonias granulocitico-macrofagicas, dividiéndolos
segun percentiles: <10, entre 10 y 90, y >90. Asi se observo que el contaje era
mayor cuando mayor era el percentil de peso. Estos resultados quedan

reflejados en la tabla siguiente:

Tabla 74
Clasificacion segun percentil Media * d:sv. Tipica
PEG 42,15511448,638
50,681 + 60,325
AEG 368
80,186 + 91,967
GEG 42

En el analisis de la varianza practicado obtenemos una significacion que
da como resultado una F=4,254 y p=0,015. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observa que existen diferencias de las
tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto de las unidades
formadoras de colonias tipo Granulocitico-Macrofagicas, el siguiente orden de
potencia con significacion estadistica: GEG>PEG, sin embargo el numero de
unidades formadoras de colonias en los fetos AEG no fue diferente de las

producidas en los fetos grandes o pequenos.
A continuacion evaluamos si el modo de recogida de sangre de corddn

influye en el numero de CFU-GM obtenido. Asi, en la tabla siguiente se observa

que de manera significativa, se consiguen mas unidades de Unidades
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Formadoras de Colonias Granulocitica-Macrofagica en el modo de recoleccion

exutero, en los partos via cesarea.

Tabla 75
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media + dﬁsv' tipica P
In Gtero 46,674 + 63,467
Partos y cesareas 192 NS
conjuntamente . 58,412 + 63,890
Ex utero
242
; 52,138 + 64,270
In atero 135
Partos vaginales ’ 63,548 + 65,367 NS
Ex utero
161
; 33,598 + 60,636
In utero 56
Cesareas ’ 68.002 + 71.004 0,003
Ex utero 81

Pero si este mismo analisis lo realizamos para nuestro grupo control de

gestaciones a término y sin patologia, obtenemos que las diferencias no son

significativas para ningun tipo de extraccion:

Tabla 76
—y —
Procedencia de las USC | Tipo de recogida | Medid d:SV- tipica) |
In Gtero 59,859 + 71,041
Partos y cesareas 112 NS
conjuntamente . 58,028 + 64,602
Ex utero
224
. 64,817 £ 69,294
In utero 29
Partos vaginales ’ 555592 60279 NS
Ex utero
149
. 49,441 + 75,531
In utero 32
Cosareas ' 6882671630 | \°
Ex utero i

Los mismos resultados obtenemos si estudiamos el modo de recoleccion

de la SCU y comparamos ambos tipos en funcién de la via del parto:
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Tabla 77

— _
Tipo de recogida Via del parto Media d:sv. tipica o
Parto vaginal 64’81771969,294
n e : 49,441 + 75,531 NS
Cesarea i
i 52,592 + 60,279
Parto vaginal
Ex utero 149 NS
: 68,826 + 71,639
Cesarea s

A continuacién, analizamos la importancia de la patologia obstétrica con
respecto al numero de Unidades Formadoras de Colonias Granulocitico-
Macrofagicas. Tras realizar un analisis de la varianza, obtuvimos una F= 2,156
y una p= 0,024, seguidamente aplicamos un Test de Dunnett bilateral,
comparando el grupo de gestantes sin patologia obstétrica con el resto que si
presentaban. Si bien el analisis de la varianza fue significativo, el Test de
Dunnet no lo es debido al escaso poder por el bajo numero de casos en

algunos grupos. A continuacién mostramos los resultados:

Tabla 78
—y —
Tipo de patologia Media d:sv. tipica
Sin patologia 58,461 + 66,559
338

Estados hipertensivos del embarazo 21,093 ;’ 39,321
Oligoamnios 1011,27
DMID 12’0161i1 17,272
DMNID 36,61 i462,794
Prematuridad 52,31741559,743

i6 548 +4,778
Gestacion gemelar -
Hipotiroidismo 11,564 ;, 13,277
LES 7,675 ;_r 6,707
HTA 14,26 1518,354
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Por ultimo y utilizando los parametros que se asocian con los valores de
los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de regresion
multiple para ver cuales estan relacionados con el numero de Unidades
Formadoras de Colonias Granulocitico-Macrofagicas de la sangre de cordon

umbilical. Estos resultados quedan representados en las tablas siguientes.

Analisis univariante para el numero de Unidades Formadoras de

Colonias Granulocitico-Macrofagicas:

Tabla 79

Parametro r P
Duracion de la gestacién en semanas 0,120 0,013
Peso del RN en gramos 0,138 0,004
Percentil de peso del RN 0,105 0,030
Peso de la placenta en gramos 0,228 0,001

Analisis multivariante para numero de Unidades Formadoras de Colonias

Granulocitico-Macrofagicas, R2= 0,052

Tabla 80
Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,233 0,001

9. UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS MIXTAS

Al analizar las correlaciones de dicho parametro con el resto de factores
que pueden influir en la calidad de la sangre de corddn, observamos que se
asocia positivamente con el volumen de recogida de sangre en ml, el contaje
de células nucleadas totales tanto pre como post-procesamiento, las células
CD34 post-procesamiento, el porcentaje de células CD34, las unidades

formadoras de colonias tipo eritroides y granulocitico-macrofagicas, el numero
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de colonias, la duracion del parto en horas, el peso del recién nacido y su
percentil, y el peso de la placenta. De donde se deduce que a mayor valor de
todos estos parametros obtenemos un mayor numero de Unidades Formadoras

de Colonias Mixtas en sangre de cordon.

También se hallé una asociacion negativa con el logaritmo del indice de

Apgar al primer minuto. Todos estos datos quedan reflejados en la tabla

siguiente:

Tabla 81

Parametro r P N
Volumen de recogida en ml 0,249 0,001 437
CNT pre-procesamiento x 108 0,284 0,001 437
CNT post-procesamiento x 108 0,258 0,001 414
CD34 post-procesamiento x 10° 0,373 0,001 434
CD34 % 0,285 0,001 412
BFU-E 0,368 0,001 437
CFU-GM 0,483 0,001 437
Colonias 0,491 0,001 437
Duracion del parto en horas 0,115 0,034 341
Peso del RN en gramos 0,151 0,002 432
Percentil de peso del RN 0,150 0,002 424
Peso de la placenta en gramos 0,186 0,001 424
Log Apgar al 1 minuto -0,144 0,004 393

No se observé ningun tipo de asociacion entre las Unidades Formadoras

de Colonias Mixtas y los siguientes parametros:

Viabilidad %
Numero de gestaciones
Numero de partos

Tiempo de rotura de membranas
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Duracién de la gestacién en semanas
pH arterial

pH venoso

PO2

PCO2

Log Apgar al 5 minuto

Se pretende analizar la influencia de las diferentes variables cualitativas
materno-fetales en el parametro de las unidades formadoras de colonias mixtas
de la muestra de sangre de corddon umbilical recogida. Observamos que se
obtiene mayor numero de CFU-GEMM unicamente si la muestra procede de
gestaciones = 34 semanas, ya que las diferencias encontradas en el resto de

variables no son significativas. En la tabla siguiente quedan reflejados estos

resultados:
Tabla 82
VARIABLE Media * dﬁsv. tipica p
. 5,042 + 8,123
Varon
Sexo 226 NS
Muier 4,153 £ 5,810
: 208
EG = 34 semanas 4’76%;17’214
Prematuridad 0833 £ 1004 0,030
EG < 34 semanas 16
Via Vaginal 4’5222366,924
Via del parto o T856 £ 7512 NS
140
4,126 + 4,503
pH de arteria <720 46 NS
umbilical > 790 4,424 + 7,169
_ 245
Aspecto de Claro 5,148 £ 7,640
e 4 8323226 488 NS
Amniético Meconial , > ;

Quisimos explorar la importancia de la instrumentacion vaginal en el
parametro de las CFU-GEMM. Para ello dividimos los partos en: cesareas,

partos vaginales espontaneos e instrumentados. Tras practicar un analisis de la
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varianza obtenemos una significaciéon que da como resultado una F=0,162, y

p=NS. En la tabla siguiente se reflejan los resultados:

Tabla 83
Tipo de parto Media * dﬁsv. tipica
Cesdrea 4,858 + 7,512
140
Espontaneo 4,435 + 7,428
P 212
4743 + 5,482
Instrumentado a4

También analizamos la importancia del peso del recién nacido, agrupado
segun percentiles en PEG, AEG Y GEG. Se objetivd que a mayor percentil de
peso, mayor es el niumero de Unidades Formadoras de Colonias Mixtas

obtenido. Estos resultados se reflejan en la tabla siguiente:

Tabla 84
Clasificacion segun percentil Media d:lsv. Tipica
PEG 2,9431144,276
4,377 £ 6,658
AEG 368
7,435 + 10,682
GEG 42

En el andlisis de la varianza practicado obtenemos una significacion que
da como resultado una F=3,912 y p=0,021. Tras realizar un analisis de rango
multiple tipo Student-Newman-Keuls se observan que existen diferencias de las
tres variables entre si, pudiéndose establecer respecto de las unidades
formadoras de colonias mixtas el siguiente orden de potencia con significacién
estadistica: GEG>PEG, sin embargo el numero de unidades formadoras de
colonias en los fetos AEG no fue diferente de las producidas en los fetos

grandes o pequefios.

En el estudio del tipo de extraccion para la recogida de sangre de corddn

umbilical, hallamos que no existen diferencias significativas en cuanto al
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numero de CFU-GEMM tanto en los partos vaginales como en las cesareas. A

continuacion mostramos los resultados en la tabla siguiente:

Tabla 85
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ d:sv. tipica| p
In dtero 4,115 + 6,309
Partos y cesareas 192 NS
conjuntamente . 5,057 £ 7,699
Ex utero
242
. 4,152 + 5,049
_ In utero 135
Partos vaginales ' 155 2 5175 NS
Ex utero
161
. 4,061 + 8,720
In utero 56
Cesareas , 5,504 £ 6,679 NS
Ex utero 81

Asimismo, tampoco hallamos diferencias significativas cuando éste

mismo analisis lo realizamos para nuestro grupo control de gestaciones a

término y sin patologia. Obtenemos los siguientes datos:

Tabla 86
Procedencia de las USC |Tipo de recogida Media £ drt‘esv. tipica o]
In Gtero 4,504 £ 6,685
Partos y cesareas 112 NS
conjuntamente . 4,931 + 7,606
Ex utero
224
} 4,076 + 4,088
In atero 79
Partos vaginales o it 46788073 NS
149
In 5,701 £ 10,741
n utero 32
Cesareas ’ 5.435 + 6,604 NS
Ex utero 75

Para completar el estudio del modo de recoleccion de la SCU,

comparamos ambos tipos en funcion de la via del parto y no hallamos

diferencias para la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias Mixtas

obtenida.
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Tabla 87

— —
Tipo de recogida Via del parto Media * d:sv. tipica| o
Parto vaginal 4,076 £ 4,088
In utero 79 NS
4 5,701 £ 10,741
Cesarea
32
Parto vaginal 4 678 £ 8,073
Ex utero 149 NS
= 5,435 + 6,604
Cesarea s

También analizamos la posible influencia de la patologia obstétrica en el

parametro hematologico CFU-GEMM. Asi, practicamos un analisis de la

varianza en el que obtuvimos una F= 1,693 y una p no significativa. En la

tabla siguiente se muestran los resultados:

Tabla 88
—y —
Tipo de patologia Media + dﬁsv- tipica
Sin patologia 4,778 + 7,285
338

Estados hipertensivos del embarazo 1,129 *;’ 1,396
Oligoamnios 119
DMID 2,1911114,679
DMNID 1,57 i42,365
Prematuridad 6,1 564157,765

i 1,02 £ 1,055
Gestacion gemelar -
Hipotiroidismo 1,764 $ 2,334
LES 0,56 J_r40,095
HTA 1,04 150,953

Por ultimo y utilizando los parametros obstétricos que se asocian con los

valores de los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de

regresion multiple para ver cuales estan relacionados con el numero de
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Unidades Formadoras de Colonias Mixtas de la sangre de corddon umbilical.

Estos resultados quedan representados en las tablas siguientes.

Analisis univariante para el numero de Unidades Formadoras de

Colonias Mixtas:

Tabla 89

Parametro r P
Duracion del parto en horas 0,115 0,034
Peso del RN en gramos 0,151 0,002
Percentil de peso del RN 0,150 0,002
Peso de la placenta en gramos 0,186 0,001
Log Apgar al 1 minuto -0,144 0,004

Analisis multivariante para el numero de Unidades Formadoras de
Colonias Mixtas, R?= 0,060:

Tabla 90

Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,197 0,001
Logaritmo de Apgar al 1 minuto -0,154 0,006

10. NUMERO DE COLONIAS

También estudiamos las correlaciones existentes entre el numero de
colonias y el resto de parametros, hallando una asociacion positiva con el
volumen de recogida de sangre en ml, el contaje de células nucleadas totales
tanto pre como post-procesamiento, las células CD34 post-procesamiento, el
porcentaje de células CD34, las unidades formadoras de colonias tipo

eritroides, granulocitico-macrofagicas y mixtas, la duracion de la gestacion en
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semanas, el peso del recién nacido y su percentil, y el peso de la placenta. Lo
que nos indica que a mayor valor de estos parametros, obtendremos un mayor

numero de colonias.

También se hallé una asociacién negativa con el logaritmo del indice de
Apgar al primer minuto. A continuacion se pueden observar estos datos

pormenorizados en la tabla siguiente:

Tabla 91

Parametro R P N
Volumen de recogida en ml 0,354 0,001 437
CNT pre-procesamiento x 10° 0,454 0,001 437
CNT post-procesamiento x 108 0,413 0,001 414
CD34 post-procesamiento x 10° 0,524 0,001 434
CD34 % 0,342 0,001 412
BFU-E 0,944 0,001 437
CFU-GM 0,949 0,001 437
CFU-GEMM 0,491 0,001 437
sl?eur;aacrig; de la gestacion en 0,138 0,004 497
Peso del RN en gramos 0,152 0,002 432
Percentil de peso del RN 0,110 0,024 424
Peso de la placenta en gramos 0,228 0,001 424
Log Apgar al 1 minuto -0,112 0,026 393

No se observd ningun tipo de asociacion entre el numero de colonias y

los siguientes parametros:

Viabilidad %

Numero de gestaciones

Numero de partos

Tiempo de rotura de membranas

Duracioén del parto en horas
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pH arterial

pH venoso

PO2

PCO2

Log Apgar al 5 minuto

Seguidamente se analiza la influencia de las diferentes variables
cualitativas materno-fetales en el numero de colonias de la muestra de sangre
de cordén umbilical recogida. Observamos que se obtiene mayor numero de
colonias en sangre de corddn umbilical si la edad gestacional es mayor o igual
a 34 semanas. El resto de parametros no ofrecen significacion estadistica.

Estos resultados se objetivan en la tabla siguiente:

Tabla 92
VARIABLE Media * dﬁsv. tipica p
. 131,457 + 140,573
Varon
Sexo 226 NS
Muier 109,697 + 112,242
J 208
EG > 34 semanas 125,144441;1129,781
Prematuridad 57,049 % 22.709 0,003
EG < 34 semanas 16
Via Vaginal 121,318 + 128,308
Via del parto 296 NS
. 120,167 + 127,222
Cesarea
140
138,029 + 117,160
pH de arteria < 7,20 46 NS
umbilical 121,943 + 132,033
27,20
245
Aspecto de Claro 133,081 £ 134,312
Liquido 131 0203221 4897 | NS
Amniético Meconial ’ 7‘7 ’

También exploramos la importancia de la instrumentacion vaginal en el
parametro de las colonias. Para ello dividimos los partos en: cesareas, partos
vaginales espontaneos e instrumentados. Tras practicar un analisis de la
varianza obtenemos una F=0,207, y p=NS. En la tabla siguiente se reflejan los

resultados:
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Tabla 93

Tipo de parto Media * dﬁsv. tipica
Cesarea 120,167 + 127,222
140
Espontneo 118,331 £ 127,055
212
128,857 + 131,886
Instrumentado 84

Por otro lado quisimos valorar si el peso del recién nacido influia en el
numero de colonias que se puede obtener de una muestra de sangre de
corddén. Con este propdsito agrupamos los pesos segun percentiles en PEG,
AEG y GEG. En el analisis de la varianza practicado obtenemos una
significacién que da como resultado una F=4,814 y p=0,009. A continuacién

presentamos los resultados:

Tabla 94

Clasificacion segun percentil Media d:sv. Tipica

PEG 95,265 ¢ 112,782
115,951 + 121,576

AEG 258

GEG 178,5444121 78,229

Tras realizar un analisis de rango multiple tipo Student-Newman-Keuls
se observan que existen diferencias de las tres variables entre si, pudiéndose
establecer respecto del numero de colonias el siguiente orden de potencia con
significacion estadistica: GEG > PEG, sin embargo el numero de colonias en
los fetos AEG no fue diferente de las producidas en los fetos grandes o

pequenos.

En lo que se refiere a la importancia de recoger la sangre de cordon
mediante las diferentes técnicas de extraccion, unicamente hallamos
diferencias significativas para el numero total de colonias, a favor de la
recogida exutero en los partos abdominales. En la tabla siguiente se muestran

los resultados:
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Tabla 95

Media * desv. tipica

Procedencia de las USC |Tipo de recogida n p
In Utero 109,875 + 132,714
Partos y cesareas 192 NS
conjuntamente . 130,034 + 123,826
Ex utero
242
. 120,928 + 138,704
In utero 135
Partos vaginales ’ 121,645 £ 119,335 NS
Ex utero 161
. 83,449 + 115,233
In utero 56
Cesareas , 126,700 « 131,475 | %004
Ex utero 81

Sin embargo, cuando éste mismo analisis lo realizamos para nuestro

grupo control de gestaciones a término y sin patologia, no hallamos diferencias

significativas en cuanto al numero total de colonias, como podemos apreciar en

la tabla siguiente:

Tabla 96
Procedencia de las USC | Tipo de recogida | Media® dr?SV- tipica) |
In Gtero 136,537 + 148,226
Partos y cesareas 112 NS
conjuntamente . 129,201 + 125,071
Ex utero
224
: 144,664 + 152,56
In dtero -9
Partos vaginales ' 15933 2 119584 NS
Ex utero
149
. 120,383 + 138,444
In atero
Cesareas 32 NS
. 147,613 + 134,248
Ex utero 25

Para completar el estudio del modo de recoleccion de la SCU,

comparamos ambos tipos en funcion de la via del parto, en la siguiente tabla

podemos apreciar que no existen diferencias significativas en cuanto al numero

total de colonias en funcién de la via del parto para un mismo modo de

recoleccion de sangre de corddn.
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Tabla 97

. —
Tipo de recogida Via del parto Media * d:sv. tipica| o
Parto vaginal 144,66473 152,56
n e ' 120,383 + 138,444 | N°
Cesarea i
i 119,933 + 119,584
Parto vaginal
Ex utero 149 NS
5 147,613 + 134,248
Cesarea s

A continuacién, analizamos la importancia de la patologia obstétrica con

respecto al numero Colonias. Tras realizar un analisis de la varianza,

obtuvimos una F= 2,265 y una p= 0,017, seguidamente aplicamos un Test de

Dunnett bilateral, comparando el grupo de gestantes sin patologia obstétrica

con el resto que si presentaban. Si bien el andlisis de la varianza fue

significativo, el Test de Dunnet no lo fue debido al escaso poder por el bajo

numero de casos en algunos grupos. En la tabla siguiente mostramos los

resultados:
Tabla 98

Tipo de patologia

Media * desv. tipica

n

Sin patologia 131,316 + 132,735
P 2 338
Estados hipertensivos del embarazo 68,111 1’71 10,151
Oligoamnios 2716,5
DMID 37’4771i1 45,042
DMNID 95,615 14161,943
Prematuridad 1 19,0494*—5 116,016
i 19,66 + 14,182

Gestacion gemelar 5
Hipotiroidismo 40,6 i745,468
LES 24,08 J_r415,554
HTA 35,84 1538,435
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Por otro lado y en lo que se refiere al numero de Unidades Formadoras
de Colonias Eritroides, Granulocitico-Macrofagicas y al total de Colonias, al
observar detenidamente las tablas y el numero de casos por grupo, si
depuramos aquellos casos de pocos elementos por grupo, no se observan
diferencias significativas con el Test de Dunnett. Sin embargo, al explorar los
resultados respecto de los mencionados parametros hematologicos, llama la
atencion la menor cantidad de colonias en pacientes con DMID. Si aplicamos
una prueba de minima diferencia significativa de forma consistente entre el
grupo sin patologia y el grupo de pacientes con DMID, si encontramos un
menor numero en éste grupo con un nivel de significancia p< 0,05, tanto para
las BFU-E (p= 0,036), las CFU-GM (p= 0,022) como para el numero total de
colonias (p=0,02).

Ahondando en la patologia obstétrica que en principio podemos
encontrar con relativa prevalencia en nuestra poblacion, hemos agrupado las
patologias que potencialmente pueden producir vasculopatias o con génesis
vascular: DMID, LES y HTA. Tras aplicar un andlisis de la varianza hemos
obtenido una significacién que nos ha permitido practicar un test de Dunnett.
Los resultados que se muestran en las tablas 99 y 100, rebelan que existen
diferencias significativas a favor del grupo sin patologia respecto del grupo con
patologia vascular, en cuanto a los siguientes parametros hematoldgicos: BFU-
E, CFU-GM y Colonias totales.

Tabla 99

NO PATOLOGIA PATOLOGIA VASCULAR
Parametro hematolégico Media * dﬁsv. Tipica Media * dﬁsv. Tipica

67,825 + 70,065 27,491 £ 40
BFU-E 338 27

58,461 + 66,559 14,141 + 23,450
CFU-GM 338 27
Colonias 131,316 + 132,735 43,317 + 63,878

338 27
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Tabla 100

ANOVA T DE DUNNETT
. . Diferencia
Parametro hematolégico F p de medias N
BFU-E 3,828 0,01 -40,334 0,008
CFU-GM 5,154 0,002 -44,319 0,002
Colonias 5,032 0,002 -88 0,002

Por ultimo y utilizando los parametros que se asocian con los valores de

los indicadores putativos de SCU, realizaremos un analisis de regresion

multiple para ver cuales estan relacionados con el numero total de colonias de

la sangre de corddn umbilical. Estos resultados quedan representados en las

tablas siguientes:

Analisis univariante para el numero total de colonias:

Tabla 101

Parametro r P
Duracion de la gestacién en semanas 0,138 0,004
Peso del RN en gramos 0,152 0,002
Percentil de peso del RN 0,110 0,024
Peso de la placenta en gramos 0,228 0,001
Log Apgar al 1 minuto -0,112 0,026

Analisis multivariante para el niumero total de colonias R%= 0,075

Tabla 102

Parametro Coeficiente P
Peso de la placenta en gramos 0,213 0,001
Logaritmo de Apgar al 1 minuto -0,126 0,011
Edad gestacional en semanas 0,093 0,087
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Si valoramos de forma global el analisis multivariante de todos los
parametros hematoldgicos investigados, nos llama la atencion que el peso de
la placenta es practicamente una constante (excepto para la viabilidad celular)
que influye en cada uno de dichos parametros. Es conocido que el peso de la
placenta y el del recién nacido estan intimamente relacionados, pero nosotros
hemos querido demostrarlo para nuestra casuistica mediante una regresion

lineal, cuya formula obedece a:

Peso del RN (g)= 1381 + 2,79 x peso de la placenta (g)

n= 660 R2=0,431 p<0,001

6000 4

4000 4

2000 4

Peso del recien nacido (g)

0 400 800 1200 1600

Peso de la placenta (g)

Esto demuestra la constancia de esta relacion, asi, podemos tomar el
peso del recién nacido como un subrogado de la placenta. La importancia de
esta relacién reside en que a priori el peso de la placenta no es un dato
conocido para poder discriminar entre qué USC deberiamos tomar en
consideracion y cuales deberiamos desechar su recogida para optimizar la
labor de los Bancos de Sangre de Corddon. En cambio, el peso del recién
nacido, gracias a una estimacién ecografica previa, si es un dato con el que
podemos contar anteparto para valorar si es pertinente poner en

funcionamiento la dinamica de la recogida de sangre de cordon.

El principal factor limitante para un amplio uso de las USC para

trasplante es la celularidad contenida. En este sentido, muchos Bancos de
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Sangre de Cordéon han tomado como cifra de corte minima requerida para
trasplante de 6-10 x 10® Células Nucleadas Totales.

Por otra parte, tal y como hemos demostrado, el peso del recién nacido y
el de la placenta influyen en el contenido hematopoyético de las USC. En
relacion a esto y para seleccionar los mejores donantes de sangre de cordon
segun la Celularidad Nucleada Total post-procesamiento x 108 hemos realizado
el siguiente analisis de curvas ROC:

CNT x 10° Punto de | Area bajo la curva Intervalo de
corte Error Estandar Confianza al 95%

6x10°

Peso neonatal (g) > 3280 0,673 £ 0,032 0,611 -0,735
Peso placenta (g) > 680 0,662 + 0,03 0,602 - 0,721
8 x 10°

Peso neonatal (g) = 3280 0,662 £ 0,025 0,612 - 0,711
Peso placenta (g =675 0,619 + 0,026 0,568 - 0,670
10 x 10°

Peso neonatal (g) = 3320 0,689 £ 0,025 0,64 - 0,738
Peso placenta (g =675 0,651 £ 0,027 0,599 - 0,704

P < 0,001

No existen diferencias entre las areas bajo la curva de peso neonatal o

del peso de la placenta.

Curva ROC para CNT > 6 x 102 en funcion del peso del RN y de la
placenta:
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Curva ROC para CNT 2= 8 x 102 en funcién del peso del RN y de la
placenta:
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Curva ROC para CNT 2 10 x 108 en funcién del peso del RN y de la
placenta:
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Resultado del analisis de las curvas ROC respecto del peso de la placenta

- CNT 6 punto de corte peso de la placenta mayor 680 gramos

Peso de la placenta (g) CNT>6 CNT <6
> 680 190 23
<680 182 75

La primera columna son los valores expresados, en tanto que las dos

siguientes son los intérvalos de confianza del 95%.

Sensibilidad 51,1% 46,0%  a56,1%
Especificidad 76,5% 67,2% a 83,8%
Valor predictivo positivo 89,2% 84,3% a92,7%
Valor predictivo negativo 29,2% 24,0% a 35,0%
LR(+) 2,18 1,50 a 3,15
LR(-) 0,64 0,56 a 0,73

- CNT 8 punto de corte peso de la placenta mayor 675 gramos

Peso de la placenta (g) CNT > 8 CNT <8

Peso > 675 150 71

Peso <675 117 132
Sensibilidad 56,2% 50,2%  a62,0%
Especificidad 65,0% 58,2% a71,3%
Valor predictivo positivo 67,9% 61,5% a73,7%
Valor predictivo negativo 53,0% 46,8% a 59,1%
LR(+) 1,61 1,29 a 1,99
LR(-) 0,67 0,57 a 0,80
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- CNT 10 punto de corte peso de la placenta mayor 675 gramos

Peso de la placenta (g) CNT > 10 CNT <10

> 675 107 114

<675 60 189
Sensibilidad 64,1% 56,6% a71,0%
Especificidad 62,4% 56,8% a67,6%
Valor predictivo positivo 48,4% 41,9% a 55,0%
Valor predictivo negativo 75,9% 70,2% a 80,8%
CPP o LR(+) 1,70 1,42 a 2,05
CPN o LR(-) 0,58 0,46 a 0,72

Al buscar un punto de corte 6ptimo para obtener mayor celularidad en

funcion del peso de la placenta, observamos que dicho punto de corte tan sélo

varia 5 gramos, (675 a 680) lo que resulta de todo punto irrelevante, incluso

para mayor celularidad el peso es menor, 675 g, lo cual obliga a procesar todas

las placentas y no se deben descartar a priori ninguna con pesos superiores a

675 gramos.

Resultado del analisis de las curvas ROC respecto del peso del RN

- CNT 6 punto de corte peso del RN mayor 3280 gramos

Peso del RN (g) CNT >6 CNT <6
> 3280 222 31
< 3280 159 67
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Sensibilidad 58,3% 53,3% a63,1%
Especificidad 68,4% 58,6% a76,7%
Valor predictivo positivo 87,7% 83,1% a91,2%
Valor predictivo negativo 29,6% 24,1% a35,9%
LR(+) 1,84 1,36 a 249
LR(-) 0,61 0,53 a 0,71

- CNT 8 punto de corte peso del RN mayor 3280 gramos.

Peso del RN (g) CNT > 8 CNT <8

Peso > 3280 175 78

Peso < 3280 98 128
Sensibilidad 64,1% 58,3% a 69,6%
Especificidad 62,1% 55,3% a 68,5%
Valor predictivo positivo 69,2% 63,2% a74,5%
Valor predictivo negativo 56,6% 50,1% a 62,9%
LR(+) 1,69 1,39 a 2,06
LR(-) 0,58 0,48 a 0,70

-CNT 10 punto de corte peso del RN mayor 3320 gramos.

Peso del RN (g) CNT > 10 CNT <10

> 3320 114 118

<3320 56 191
Sensibilidad 67,1% 59,7% a73,7%
Especificidad 61,8% 56,3% a67,1%
Valor predictivo positivo 49,1% 42,8% a 55,5%
Valor predictivo negativo 77,3% 71,7% a82,1%
LR(+) 1,76 1,47 a 2,10
LR(-) 0,53 0,42 a 0,68

152




Si utilizamos el criterio ponderal para maximizar la celularidad, el
maximo rendimiento se obtiene con peso de 3320 g para CNT mayor de 10 (40
g mas que para celularidades menores), esto que puede ser relevante, no es
util cuando se estima el peso fetal ecograficamente, ya que los errores que se
cometen en las estimaciones fetales se situan en los mejores casos entre el 5 a
10%. No ocurriria lo mismo al pesar el RN, ya que la diferencia es de 40 g.

Los valores predictivos positivos solo son diferentes estadisticamente cuando
la celularidad es de 6 frente a 8 y 10, sin embargo si pensamos en términos de
ahorro al procesar muestras de RN con pesos superiores a los tomados como
punto de corte, para una celularidad de 10 tendriamos que procesar 232
muestras, en tanto que para 6 y 8 serian 253, lo que supone un ahorro en

procesamiento del 4.39%
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IX. DISCUSION

La sangre de cordon umbilical se ha convertido en una alternativa real al
trasplante de progenitores hematopoyéticos de médula 6sea y de sangre
periférica. Desde que se realizé el primer trasplante® en el afio 1988 hasta la
actualidad, se han realizado mas de 4000 trasplantes de sangre de cordon en
todo el mundo®. Aunque los primeros trasplantes de SCU se realizaron en
pacientes pediatricos, los trasplantes en adultos han aumentado de manera

considerable en los ultimos afios °°.

La calidad de una unidad de SCU viene definida basicamente por su
volumen y su contenido en células nucleadas totales (CNT), células CD34" y
unidades formadoras de colonias (CFU). Estos 4 parametros se correlacionan
significativamente entre si, de manera que a mayor volumen mayor celularidad
y mayor contenido en progenitores hematopoyéticos CD34* y CFU °’. La CNT
es una medida indirecta del contenido de precursores hematopoyéticos de una
unidad de SCU, puesto que solo una parte de la CNT corresponde a los
precursores hematopoyéticos. Las células precursoras hematopoyéticas, que
son las verdaderamente responsables de la restauracion de la hematopoyesis
en pacientes que han sido sometidos a quimioterapia mieloablativa, se
cuantifican mediante la presencia del antigeno CD34", mientras que su
funcionalidad se determina in vitro mediante la cuantificacion de unidades
formadoras de colonias (CFU). Por ello, no es de extrafiar que de los 4
parametros que caracterizan la SCU, éstos sean los que muestran una mejor
correlacién entre si®®. Sin embargo, hasta la fecha actual y debido al escaso
contenido en progenitores hematopoyéticos CD34", la CNT es el parametro
que se considera para valorar la idoneidad de una unidad para trasplantarla a
un determinado paciente. Aunque los primeros analisis de los resultados de
pacientes trasplantados con sangre de corddn establecieron que la CNT
requerida para obtener el prendimiento hematopoyético en mas del 80% de
pacientes era de 3,7 x 10”/kg de peso®, actualmente esta cifra ha descendido
hasta 1,5 x 10"/Kg °. Hay que destacar que esta dosis celular es hasta un
logaritmo menor que la celularidad requerida para un trasplante de médula

6sea convencional.
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La sangre de cordén como fuente de progenitores hematopoyéticos para
trasplante, presenta multiples ventajas respecto a los progenitores
hematopoyéticos de médula ésea y/o sangre periférica entre las que se
encuentran: su facil disponibilidad al ser un recurso que habitualmente se
desecha, la practica ausencia de riesgo para el donante, la menor incidencia de
transmision de enfermedades infecciosas, fundamentalmente del
citomegalovirus, la mayor cantidad y capacidad de proliferacion de los
progenitores hematopoyéticos mas primitivos CD34/CD387, asi como la
inmadurez de sus linfocitos T lo que permite un menor grado de compatibilidad
HLA entre donante y receptor y disminuye la incidencia de complicaciones
postrasplante (principalmente de la temida y frecuente enfermedad injerto
contra huésped). Sin embargo, presenta también algunos inconvenientes entre
los que destacan dos fundamentalmente: su contenido limitado y en ocasiones
escaso de progenitores hematopoyéticos y la probabilidad de transmision de
alguna enfermedad hereditaria/congénita no observada en el momento del
nacimiento. También se ha sugerido que la SCU podria generar una menor
reaccion injerto contra leucemia y consecuentemente una mayor probabilidad
de recaida de la enfermedad. La limitacion del contenido en precursores
hematopoyéticos supone que la mayoria de unidades almacenadas en los
bancos so6lo tienen celularidad suficiente para ser trasplantadas a pacientes de
menos de 40 Kg, y sélo existe un pequefio porcentaje de unidades util para

pacientes de mas de 60 Kg.

Paralelamente al auge de la actividad clinica, se han desarrollado los
bancos de sangre de cordon umbilical con el objetivo de garantizar que la
recogida, procesamiento, caracterizacién y almacenamiento de las unidades se
realice en las condiciones optimas, de manera que quede asegurada la calidad
de las unidades de sangre de cordon para trasplante. Uno de los objetivos
primordiales de los bancos de cordén es aumentar el contenido de progenitores
hematopoyéticos de las unidades almacenadas, para que sean utiles para el
mayor numero posible de pacientes. Con este fin, la mayoria de bancos fijan un
umbral minimo de CNT, que habitualmente oscila entre 50 x 10” y 100 x 107, de
manera que solo se criopreservan y finalmente almacenan aquellas unidades

de SCU que lo igualan o superan. Ello obliga a desechar un gran numero de
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unidades, que en ocasiones puede llegar al 70%, antes de la criopreservacién
° En este contexto, es de gran interés conocer qué factores obstétricos
influyen en la calidad de las unidades recogidas, para asi poder establecer
unos criterios que nos permitan seleccionar las donaciones y recoger las
unidades de SCU de mayor contenido en precursores hematopoyéticos. Con
ello, conseguiremos optimizar la recogida, disminuyendo el numero de
unidades recogidas y desechadas antes del almacenamiento, y por
consiguiente la carga de trabajo del personal de la maternidad. Por ello,
nosotros hemos querido investigar la influencia que tienen los distintos factores
obstétricos en la calidad de las unidades de SCU recogidas en el Hospital
Maternal La Fe, integrado en el Banco de sangre de Cordon Umbilical de la
Comunidad Valenciana. Este Hospital fue el primero en iniciar las actividades
de recogida de unidades de SCU a principios del afio 1999, y su personal
cuenta con amplia experiencia. Aunque existen algunos estudios sobre este
tema, la mayoria presentan resultados contradictorios entre si y existen pocos

datos concluyentes °"°%71-7¢,

Hemos analizado la influencia de los distintos factores obstétricos en el
volumen, CNT, células CD34" y CFU de las unidades de SCU recogidas.
Nuestro analisis revela que el volumen de recogida de las unidades de SCU,
depende fundamentalmente del peso del recién nacido y del peso de la
placenta, de manera que a mayor peso del recién nacido y de la placenta,
mayor volumen de las unidades de SCU recogidas. Esta relacion parece logica,
puesto que a mayor peso, mayor volemia y por lo tanto mayor cantidad de SCU
permanece en la placenta tras el nacimiento. Ademas coincide con los
resultados aportados por otros autores *®. Sin embargo, el volumen, no se ve
afectado por los antecedentes obstétricos de la donante ni por el estrés fetal,
en términos de equilibrio acido-base de cordén umbilical y aspecto del liquido
amniotico. También se obtienen mayores volimenes a mayor edad gestacional
que por lo general implica mayor peso de forma proporcional, tomando semana

34 como punto de corte (99 vs 58 ml, p<0.001).

La influencia del tipo de parto en la calidad de las unidades de SCU

recogidas no esta aclarado. La mayoria de estudios publicados obtienen mas
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volumen en las unidades de SCU recogidas de las cesareas ®*">. Los estudios
de algunos autores apoyan estos resultados, puesto que han demostrado que
la colocacién del recién nacido sobre el abdomen materno antes del
pinzamiento del corddn y de la recogida de la SCU se relaciona con un mayor
volumen de las unidades de SCU ”’. Sin embargo, modificar la sistematica del
parto con el unico objetivo de mejorar la recogida de la SCU no parece una
medida éticamente adecuada. Ademas, una de las premisas fundamentales del
proceso de recogida de la SCU, establecida por los estandares internacionales,
es que no debe alterar ni interferir la sistematica del parto. Contrariamente a lo
publicado en estos estudios, nosotros obtuvimos mas volumen y CNT en las
unidades de SCU recogidas de partos vaginales que en las recogidas de
cesareas, sobretodo para los partos instrumentados. Sin embargo, en los
estudios publicados, el contenido en precursores hematopoyéticos CD34" y
CFU fue similar para ambos grupos®. Estos autores concluyen que las
unidades procedentes de partos vaginales poseen mayor concentracion de
leucocitos e idéntico contenido en progenitores hematopoyéticos CD34", lo que
coincide con nuestros resultados. Por todo ello y basandonos en nuestros
datos, podemos concluir que el tipo de parto no condiciona significativamente la
calidad de las unidades de SCU, y las donaciones procedentes de ambos tipos

de partos son aptas para el banco.

Cuando analizamos los factores obstétricos que condicionan la CNT de
las unidades de SCU, observamos que ésta se encuentra influenciada por los
mismos factores que el volumen de recogida. Puesto que existe una buena
correlacion entre el volumen y la CNT, parece razonable el que se vea
influenciado por los mismos parametros. Ademas, la CNT también esta
influenciada de manera positiva por algunos parametros que caracterizan el
estrés fetal, como el pH de arteria umbilical < 7,20 y el liquido amniético
meconial, y de forma negativa por la prematuridad. Tras realizar el analisis
multivariante, los factores significativamente influyentes en la CNT de las
unidades de SCU son la edad gestacional, el peso de la placenta, la duracion
del parto, el pH de arteria umbilical y la via del parto. Segun nuestros
resultados, la cantidad de progenitores hematopoyéticos, cuantificados como

células CD34" totales, depende del peso de la placenta, del logaritmo del Indice
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de Apgar al primer minuto y del sexo del recién nacido. Existen muy pocos
estudios que analicen especificamente la influencia de los factores de estrés
durante el parto en la calidad de las unidades de SCU recogidas. Lim y cols.*®
concluyen que los parametros neonatales que suponen estrés durante el parto,
como el indice de Apgar y el estado acido base aumentan significativamente el
contenido en precursores hematopoyéticos CD34" de la SCU. Estos autores,
relacionan el pH venoso bajo con cifras altas de CNT y de células CD34" en las
unidades de SCU recogidas. Contrariamente a lo publicado por estos autores,
nuestros resultados muestran que es el pH arterial bajo, y no el venoso, el que
condiciona un aumento significativo de las células precursoras
hematopoyéticas CD34", demostrando que es un mejor indicador del estrés
fetal que el pH venoso. Como hemos comentado previamente, los partos
instrumentados, que también suponen un factor de estrés, permiten recoger
unidades de SCU con mayor volumen y celularidad. La presencia de liquido
amniotico meconial se ha relacionado en algunos estudios con una mayor
cantidad de progenitores hematopoyéticos en las unidades de SCU °"*°
aunque en general se acepta que es un mal indicador del estrés fetal. Nuestros
resultados apoyan esta afirmacion puesto que el liquido amniético no es un
factor que influya independientemente en ninguno de los parametros de calidad
de las unidades de SCU. Unicamente cuando comparamos el grupo de liquido
amniotico normal con el de meconial, observamos un mayor contenido en CNT
en el grupo de liquido meconial. Sin embargo el contenido en volumen vy
progenitores hematopoyéticos CD34" y CFU es similar para ambos grupos. De
nuestros resultados concluimos que la presencia de liquido amni6tico meconial
no debe ser un factor de exclusion para las donaciones de SCU. EI mecanismo
por el que todos estos factores de estrés producen un aumento de progenitores
hematopoyéticos en las unidades de SCU recogidas, parece ser el de la
movilizacion de dichos progenitores al torrente sanguineo desde el tejido
hematopoyético. Teniendo en cuenta estos resultados, las donaciones
procedentes de partos con caracteristicas de estrés pueden ser aceptados para

el banco.

También hemos observado que a mayor edad gestacional las unidades

recogidas poseen mayor cantidad de CNT. Sin embargo, ello no se acompafna
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de un aumento proporcional del porcentaje de precursores hematopoyéticos
CD34". En este sentido, algunos autores han demostrado que la SCU
procedente de partos post-término tienen mayor contenido de CNT, pero menor
cantidad de CD34" *®, Esto se ha hipotetizado que podria ser debido a que la
rapida disminucién de progenitores de la circulacidon que normalmente ocurre
en los primeros dias de vida "® , ocurre ya in Utero si el embarazo se prolonga y

la funcidn placentaria empieza a disminuir.

Existen pocos estudios en la literatura que analicen la influencia de la
prematuridad en el contenido de progenitores hematopoyéticos de las unidades
de SCU ™. Los estandares internacionales elaborados por las organizaciones

Netcord y Facht para los bancos de cordén "

, establecen como principal
criterio obstétrico que las donaciones de SCU deben recogerse de gestaciones
de al menos 34 semanas. Por ello, tuvimos en cuenta este punto de corte y
analizamos las caracteristicas de las donaciones segun procedieran de partos
de > 34 semanas y < 34 semanas de gestacion. Las donaciones procedentes
de gestaciones de < 34 semanas tienen menor volumen, CNT, CD34" en cifras
totales. Sin embargo, el porcentaje de células CD34" es similar para ambos
grupos. Cuando comparamos el grupo de prematuros con el grupo control, se
confirma un mayor porcentaje de células CD34" en las unidades recogidas de
prematuros. Como hemos apuntado en parrafos anteriores, a mayor edad
gestacional mayor contenido en CNT de las unidades de SCU, pero menor en
progenitores hematopoyéticos CD34" e inversamente, a menor edad
gestacional menor cantidad de CNT pero mayor porcentaje de células
progenitoras hematopoyéticas CD34". Por todo esto, la prematuridad por si
misma no debe ser un factor de exclusion, aunque es cierto que los prematuros
importantes tienen menor peso y aunque el porcentaje de células CD34" sea
alto, las cifras de CNT no son suficientes en la mayoria de los casos para que
estas unidades superen el umbral minimo de celularidad establecido por el
banco y puedan finalmente ser almacenadas. Asi, mantener el criterio de edad
gestacional mayor o igual de 34 semanas nos parece adecuado como criterio

obstétrico de inclusion/exclusion de las donantes de sangre de cordon.
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La influencia del sexo del RN en la calidad de las unidades de SCU es
un tema controvertido. La mayoria de estudios publicados no encuentran
relacién significativa entre ambos®®. Unicamente un estudio publicado
recientemente por Aroviita y cols®®. concluye que mientras las donaciones
procedentes de RN varones contienen mayor cantidad de precursores
hematopoyéticos CD34", las donaciones procedentes de RN mujeres contienen
mayor cantidad de CNT a costa de un mayor porcentaje de neutrofilos.
Nuestros resultados apoyan parcialmente estos datos, puesto que demuestran
que las donaciones procedentes de RN varones contienen mayor cantidad de
progenitores hematopoyéticos CD34" tanto en porcentaje como en cifras
totales, pero sin embargo contienen cifras similares de volumen, CNT vy
progenitores hematopoyéticos expresados como CFU, que las donaciones
procedentes de recién nacidos mujeres. Por ello, de nuestros resultados no
podemos concluir fehacientemente que las donaciones procedentes de RN
varones contengan mayor cantidad de progenitores hematopoyéticos. Ademas,
estas diferencian pueden ser atribuidas al mayor peso que tienen los RN

varones respecto de las mujeres.

Al analizar la viabilidad celular en porcentaje, observamos que las
muestras procedentes de gestaciones < 34 semanas son mas viables (96 vs
91, p=0,012) y también las procedentes de cesareas (92 vs 90, p=0.005). Si
nos fijamos en el método de recogida, unicamente hallamos diferencias
significativas en las cesareas, y de nuevo a favor de la recogida intrautero (93
vs 91% de viabilidad celular, p=0,009). Se refuerza asi la propuesta de no
despreciar las donaciones de gestaciones con prematuridad y de abogar por el

meétodo intrauterino de recogida de sangre de cordon siempre que sea posible.

Hemos observado al valorar en conjunto el analisis multivariante que el
peso de la placenta es el unico factor obstétrico que ejerce influencia
estadisticamente significativa de una manera constante e independiente para
todos los parametros hematologicos estudiados que determinan la calidad de
las unidades de SCU (excepto para la viabilidad celular que unicamente se
asocia a la presion parcial de oxigeno en sangre de cordén). Hemos

demostrado también que el peso de la placenta se relaciona con el peso del
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recién nacido. Partiendo de estos datos, nos planteamos realizar un analisis
estadistico de curva ROC para determinar los puntos de corte del parametro
peso del recién nacido, que nos permita optimizar la recogida y disminuir el
numero de unidades recogidas y rechazadas. La curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) es un tipo de analisis estadistico que habitualmente
se utiliza para determinar el punto de corte de una técnica de laboratorio
utilizando los datos de sensibilidad y especificidad. Nosotros pensamos que
podria tener aplicacion para establecer el peso del recién nacido mas
adecuado para seleccionar unidades con un umbral determinado de CNT. Asi,
para un umbral de CNT de entre 6 x 10% y 8 x 108, el peso del recién nacido
que nos permite optimizar la recogida es de 3280 g, y para un umbral de
celularidad de 10 x 10® es de 3320 g. Esta variacion es minima y no es util si el
peso fetal se estima ecograficamente, puesto que los errores que se cometen
en las estimaciones fetales se situan en los mejores casos entre el 5y 10%. De
todas formas, pensamos que este valor podria redondearse y establecer un
criterio de peso del recién nacido de al menos 3300 g. La biometria fetal con la
consiguiente estimacién ponderal es una informacion de facil acceso puesto
que forma parte de la rutina de cualquier exploracion obstétrica habitual
proxima a la fecha probable de parto y nos serviria para orientar a la gestante
de sus posibilidades como donante efectiva de sangre de cordon. Puesto que
si es posible pesar al recién nacido inmediatamente después del nacimiento,
este dato podria decidir la recogida o no de esa unidad de SCU en funcién del
peso obtenido. Con ello, a pesar de que se perderian donaciones aptas para el
banco, disminuiriamos drasticamente el numero de unidades recogidas y
rechazadas antes del almacenamiento. Una desventaja de la aplicacion de este
criterio es que podria tener un efecto negativo en las donantes, frustrando sus
expectativas de donacion altruista. Ademas, el banco también necesita de
unidades de SCU no aptas para el almacenamiento, para poder utilizarlas en
control de calidad y protocolos de investigacion. Por todo ello, deberia quedar a
criterio del banco la posible aplicacion de este factor como criterio de

inclusion/exclusion.

Otro de los aspectos que se ha demostrado que puede influir en la

calidad de las unidades de SCU es el modo de recogida de dichas unidades.
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Actualmente existen basicamente dos estrategias de recogida: a/ después de la
expulsion de la placenta (ex utero), habitualmente realizada por el personal
técnico del banco de corddn, y b/ antes de la expulsion de la placenta (in utero),
a cargo del personal de la maternidad habitualmente matronas y obstetras.
Ambas estrategias tienen sus ventajas y sus inconvenientes. Respecto a la
recogida ex utero, desarrollada fundamentalmente por el banco de cordén de
Nueva York, presenta como ventaja fundamental la no interferencia en el
proceso del parto y como principal inconveniente, la mayor inversion
econdmica que supone el tener personal técnico del banco en las maternidades
colaboradoras. La estrategia in utero optimiza al maximo los recursos
humanos, al ser el propio personal de la maternidad el responsable de las
colectas. Sin embargo interfiere, aunque minimamente, en el proceso del parto.
Ademas existen resultados contradictorios en los estudios publicados, respecto
a las diferencias en contenido de células y progenitores hematopoyéticos de las
unidades recogidas de estas dos formas. Asi, mientras algunos autores no
encuentran diferencias entre ambos tipos de recogida®* , otros han demostrado
que la recogida in utero permite recoger unidades con mayor volumen vy
celularidad, tanto en partos vaginales como en cesareas. En nuestro estudio no
hemos hallado diferencias significativas entre los dos tipos de extraccion
cuando incluiamos en el analisis todas las muestras recogidas. Si por el
contrario, analizamos por separado el grupo control de gestaciones a término y
sin patologia, hemos encontrado que para los partos vaginales, la recogida in
utero permite recoger unidades con mayor CNT, pero contenido similar de
progenitores hematopoyéticos CD34" y CFU. Para las cesareas, las unidades
recogidas in Utero tienen idéntico contenido en CNT y en porcentaje de CD34",
pero mayor contenido en células CD34" totales y CFU. Aunque los resultados
no son claramente concluyentes, parecen apuntar a una mejor calidad de las
unidades de SCU recogidas con la placenta in utero. La recogida ex utero es
mas tardia, puesto que hay que esperar un tiempo variable hasta la expulsion
de la placenta y, posteriormente hay que trasladarla al lugar en el que se
efectua la recogida, habitualmente situado fuera del paritorio. Esta demora
permite que se inicien los fendbmenos de coagulacion en los vasos placentarios
y podria explicar la menor calidad de las unidades recogidas de esta manera.

Por ello, y por la mayor optimizaciéon de los recursos que supone, preferimos la
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estrategia in utero para la recogida de las unidades de SCU. Un dato que
debemos destacar es que en ningun caso hemos observado efecto adverso
alguno derivado de la donacién de SCU, independientemente de la estrategia

de recogida.

Como se explica en material y métodos y se ha venido comentando en
parrafos anteriores de la discusion, existen unos criterios de exclusion/inclusion
de las donantes de SCU. Estos criterios pueden dividirse en generales vy
obstétricos. Los criterios generales son los mismos que los establecidos para
los donantes de sangre por el Consejo de Europa®’, con minimas
modificaciones. Asi, por ejemplo los donantes con hipotiroidismo en tratamiento
sustitutivo se aceptan como donantes de sangre, pero no de SCU. El objetivo
principal de la aplicacion de estos criterios es proteger al futuro receptor de la
unidad de SCU de Ila transmision de enfermedades infecciosas
fundamentalmente. Puesto que habitualmente se rechazan, se desconocen las
caracteristicas de las unidades de SCU procedentes de donantes con
patologias, asi como la repercusion que la mayoria de patologias pueden
tener en el futuro receptor de la SCU. Por ello, nosotros hemos querido evaluar
la calidad de las unidades de SCU procedentes de patologias sistémicas
frecuentes, no malignas y que habitualmente se rechazan para el banco, como
son el hipotiroidismo, LES, DMID y DMNID. Los criterios obstétricos
establecidos por los estandares internacionales son minimos, generales y se
resumen en: embarazos y partos no complicados, rotura de membranas menor
de 24 horas, gestaciones de al menos 34 semanas y embarazos de un solo
feto. También hemos querido evaluar la calidad de las unidades de SCU
procedentes de patologias obstétricas relativamente frecuentes, y que en la
mayoria de casos también se rechazan. Para llevar a cabo este analisis hemos
comparado las donaciones procedentes de patologias con las donaciones de
un grupo control. Las caracteristicas de las donaciones procedentes de

prematuros ya se han comentado previamente.

Respecto a las patologias sistémicas evaluadas, nuestros resultados
demuestran que las unidades de SCU procedentes de donantes con

hipotiroidismo, LES, DMID y DMNID son similares en volumen y contenido de
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CNT y precursores hematopoyéticos CD34" a las del grupo control. Sin
embargo, el grupo de pacientes con DMID posee un menor numero de colonias
tanto para las BFU-E (p= 0,036), las CFU-GM (p= 0,022) como para el numero
total de colonias (p=0,02). Esto mismo sucede si agrupamos la patologia que
podemos considerar con génesis vascular como son ademas de la diabetes, la
hipertension cronica o el Lupus. Puesto que el contenido en precursores
hematopoyéticos cuantificados como células CD34" es similar, podemos
hipotetizar que estas patologias producen una alteracién cualitativa y funcional,
que no cuantitativa de los progenitores hematopoyéticos de las unidades de
SCU recogidas. Ademas, estos resultados desestimarian nuestra hipotesis de
trabajo ya que la patologia obstétrica que asocia hipoxia cronica no ha
demostrado incrementar la calidad de la sangre de corddn. De nuestros
resultados se deduce que las donaciones procedentes de patologias como el
hipotiroidismo y la DMNID pueden ser aceptadas para el banco puesto que su
contenido en progenitores hematopoyéticos no es distinto al del grupo control.
Las donaciones procedentes de pacientes con LES y DMID, seria adecuado
rechazarlas para el banco puesto que tienen menor contenido en CFU. A pesar

de ello, podrian recogerse en casos concretos para donaciones familiares.

En lo que se refiere a las patologias obstétricas evaluadas, las
donaciones procedentes de embarazos con oligoamnios son similares a las del
grupo control en volumen y contenido de precursores hematopoyéticos, por lo
que estas donaciones pueden aceptarse para el banco. De hecho, el Banco de
Cordéon de la Comunidad Valenciana habitualmente las acepta. Tampoco
hemos encontrado diferencias respecto al grupo control en las donaciones de
SCU procedentes de embarazos con HTA y estados hipertensivos del
embarazo, a excepcion de una mayor cantidad de CNT post-procesamiento en
los estados hipertensivos. Sin embargo el volumen y CNT previos son
similares, asi como la cantidad de células progenitoras hematopoyéticas
CD34". Hasta la fecha sdlo hemos encontrado un estudio publicado en la
literatura que evalua las unidades de SCU procedentes de pacientes con
patologia obstétrica, concretamente preeclampsia y cuyos resultados difieren

82

significativamente de los nuestros Estos autores observan que en

gestaciones afectadas por preeclampsia, el volumen, el contenido en CNT vy el
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total de células CD34" es menor que en el grupo de gestaciones control.
Aunque estudios previos habian sugerido que estos fetos podrian tener una
hematopoyesis hepatica disminuida®, este estudio plantea que la preeclampsia
produce una alteracion en el patron de citocinas y factores de crecimiento
hematopoyéticos en el feto, que altera la actividad hematopoyética en la
poblacion de precursores hematopoyéticos. Aunque aconsejan excluir las
donaciones procedentes de embarazos con preeclampsia, éstas unidades
podrian ser recogidas en casos concretos para donaciones dirigidas a
familiares. De acuerdo a nuestros resultados, nosotros no podemos justificar la
exclusion de las donaciones con estados hipertensivos del embarazo por lo que

estas donaciones podrian aceptarse.

Los estandares internacionales aconsejan que sélo se deberian recoger
las unidades de SCU procedentes de partos con feto unico. En caso de
recogerse de partos multiples, la recogida debe efectuarse después del
nacimiento de todos los fetos. Nosotros quisimos averiguar si las donaciones
procedentes de partos gemelares, contenian suficiente cantidad de
progenitores hematopoyéticos y podrian ser aptas para el banco. Un dato que
quisiéramos destacar es que los partos gemelares ofrecen de manera
significativa un mayor nimero de células CD34" en % (0.89 vs 0.34, p<0.001).
No hemos encontrado ninguna referencia respecto a las donaciones de partos
multiples en la literatura. Entendemos que no es habitual la donacién de sangre
de corddén en el contexto de un parto multiple que por lo general esta
considerado como de riesgo y en el que en muchas ocasiones existe un
componente de prematuridad. Quiza este ultimo punto sea la explicacién del
porcentaje aumentado de progenitores hematopoyéticos CD34". Como hemos
comentado en parrafos anteriores de la discusion, la prematuridad se asocia a
un mayor porcentaje de progenitores hematopoyéticos CD34". Sin embargo,
por su mayor dificultad y por evitar interferir en el proceso del parto,
entendemos que en los embarazos gemelares deberia evitarse la recogida de
SCU.

En resumen, el tipo de parto no condiciona la calidad de las unidades de

SCU vy las donaciones procedentes de partos con caracteristicas de estrés
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pueden ser aceptados para el banco. El criterio de edad gestacional mayor o
igual a 34 semanas es adecuado como criterio obstétrico de inclusion/exclusion
de las donaciones de SCU. A este criterio, podria afadirse el del peso del
recién nacido igual o mayor a 3300g con el objetivo de disminuir el nimero de
unidades de SCU recogidas y rechazadas antes de la criopreservacion. La
estrategia de recogida in utero nos parece la idénea para el banco porque
optimiza al maximo los recursos y proporciona unidades de SCU de mejor
calidad que la recogida ex utero. Atendiendo exclusivamente a la calidad de las
unidades, las donaciones procedentes de patologias como el hipotiroidismo y
DMNID pueden ser aceptadas para el banco, mientras que las procedentes de
LES y DMID deberian ser excluidas. Las donaciones procedentes de
gestaciones con estados hipertensivos del embarazo también pueden

aceptarse.
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X. CONCLUSIONES

1. El peso de la placenta es el factor obstétrico que mejor define de forma
global la calidad de la sangre de corddn para trasplante de precursores
hematopoyéticos. Toda gestante con deseo de donacion debiera ser
previamente valorada ecograficamente para estimacion de peso fetal y
tomando éste como subrogado del peso de la placenta, orientarla como

posible candidata para donacion.

2. En aras de optimizar la labor de los Bancos de SCU, la decision de
incluirla como candidata para donacion se podria tomar al pesar al

recién nacido en paritorio, dicho punto de corte podria ser 3320 gramos.

3. La estrategia in utero para la recogida de las unidades de SCU, es
preferible a la ex utero porque optimiza al maximo los recursos humanos
y los resultados apuntan a una mayor calidad de la SCU

independientemente de la via del parto.

4. La via o tipo de parto no modifica de forma significativa la calidad de las
muestras de corddn por lo cual en este sentido toda donacion es apta

para el banco.

5. El liquido meconial no debe constituir un criterio de exclusion y deben

ser aceptados para donacion los partos considerados con estrés fetal.

6. El sexo del recién nacido no influye en la calidad de las muestras de la
SCU.

7. La prematuridad por si misma no debe ser un factor de exclusién,
aunque parece razonable mantener el criterio de mayor o igual de 34
semanas como criterio obstétrico de inclusion/exclusién ya que a menor

edad gestacional aunque el porcentaje de células CD34" sea alto, es
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probable que la cifra de CNT no supere el umbral minimo establecido

por el banco para almacenar la muestra.

. Las diferentes patologias estudiadas no tienen una influencia clara
sobre la calidad de la SCU, por lo cual no debieran ser excluidas en los
criterios de seleccion de donantes (hipotiroidismo, DMNID,
preeclampsia, HTA, oligoamnios), excepto las donaciones procedentes
de pacientes con LES y DMID que han demostrado menor contenido en
CFU.

. La patologia obstétrica que asocia hipoxia crénica no ha demostrado

incrementar la calidad de la sangre de cordon, lo cual desestima una de

nuestras hipotesis de trabajo.
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XIl. ABREVIATURAS

AEG: Adecuado a la edad gestacional

BFU-E: Unidades formadoras de colonias eritroides
BMDW: Bone Marrow Donors Word Wide

BSCU: bancos de sangre placentaria o de cordén umbilical
CE: Comunidad Europea

CFU-GEMM: Unidades formadoras de colonias mixtas
CFU-GM: Unidades formadoras de colonias granulocitico-macrofagicas
CMHs: Células madre hematopoyéticas

CNT: Celularidad nucleada total

CSF: Factores estimulantes de formacion de colonias
DMID: Diabetes mellitus insulin-dependiente

DMNID: Diabetes mellitus no insulin-dependiente

EICH: Enfermedad de injerto contra huésped

FAHCT: Foundation for the Acreditation of Hemopoietic Cell Therapy
GEG: Grande para la edad gestacional

HTA: Hipertension arterial

IL: Interleuquina

LES: Lupus eritematoso sistémico

MO: Médula 6sea

NMDP: National Marrow Donors Program

NS: No significativo

PEG: Pequefioa para la edad gestacional

PHSP: Precursores hematopoyéticos en sangre periférica
REDMO: Registro Espaiol de Donantes de Médula Osea
RN: Recién nacido

ROC: Receiver Operating Characteristic

SCU: Sangre de corddén umbilical

TMO: Trasplante de médula 6sea

USC: Unidad de sangre de corddn.
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ANEXO 1

Hoja de informacién sobre la donaciéon de sangre de cordén umbilical

Después del nacimiento, el cordon umbilical y la sangre que contiene son
desechados. Esta sangre contiene gran cantidad de células especializadas en
la renovacion permanente de células de la sangre y que trasplantadas a
pacientes, generalmente nifios, cuya médula ésea no funciona, permite

obtener éxitos terapéuticos prometedores.

Los Bancos de Sangre de Corddn se han creado para confirmar la esperanza
nacida con este nuevo tratamiento. Para llevar a cabo su tarea necesitan de la
colaboracion de muchas personas, por lo que les proponemos su participacion,
aceptando donar desinteresadamente sangre del cordon umbilical, después del
nacimiento de su hijo, para cualquier paciente que precise un trasplante de este

tipo.

Interés terapéutico de la sangre de cordén

Todos los afios, miles de personas desarrollan una enfermedad grave de la
médula 6sea o0 nacen con alteraciones genéticas de la misma que
comprometen su capacidad de vida. Para ellos, la unica via de curacion pasa
por un trasplante de médula ésea. La tasa maxima de éxito se produce cuando
el donante de médula 6sea es compatible con el paciente. Ese donante se
busca habitualmente entre los hermanos del paciente, o a partir de una lista de
donantes voluntarios. Lamentablemente, sélo un 30% de los casos encuentran

un donante compatible.

La realizacién de un trasplante de médula ésea incompatible comporta riesgos
muy importantes para el paciente. Sin embargo, las células de la sangre del
corddn umbilical, dada su inmadurez, permiten la realizacién de trasplantes no

totalmente compatibles con menor riesgo para el paciente.
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Todo ello facilita el que un mayor numero de pacientes se beneficien de la

posibilidad de un trasplante.

La ventaja adicional de la sangre del corddn es que se puede disponer de ella
en un Banco de Cordén, lo que facilita el que pueda ser trasplantada

inmediatamente, evitando retrasos innecesarios.

Procedimiento de la donacion de la sangre del cordén umbilical

La sangre del cordon umbilical se recoge después del nacimiento del nifio y
tras la seccion del cordon umbilical. Para ello, se realiza una simple puncion del
cordén umbilical mientras que la placenta esta todavia en el utero. Sepa usted

gue esta recogida no comporta ningun peligro, ni para usted, ni para su hijo.

Para la donacién de la sangre del corddn resulta imprescindible realizar:

1. Una historia clinica detallada a la madre acerca de las posibles
enfermedades infecciosas o de cualquier otro tipo que contraindiquen el

empleo de la sangre del cordon.

2. La realizacion a la madre en el momento del parto, y opcionalmente
después de los tres meses, de un analisis de sangre para descartar
cualquier proceso infeccioso que pudiera ser trasmisible a la sangre del
cordon, en especial el test de la hepatitis B y C y el test del HIV del
SIDA.

3. Un examen clinico de su bebé al nacimiento y opcionalmente después
de los tres meses por un pediatra. Cualquier resultado patolégico que
resulte en los estudios realizados a la madre o al recién nacido con
motivo de la donacion de la sangre de corddon sera necesariamente

comunicado a la madre por el médico responsabile.
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La sangre del cordon umbilical sera empleada para la realizacion de un
trasplante a cualquier paciente anénimo del mundo que lo precise, sin otra

preferencia que la mejor compatibilidad posible.

Los datos sobre la sangre del corddn seran incluidos de forma codificada en las
bases de datos de nuestro banco y la informacidn podra ser intercambiada con
otros datos similares de otros paises. Todos los datos seran tratados de forma
confidencial. Estos criterios de confidencialidad tienen como contrapartida la
imposibilidad de saber cuando su donacién sera utilizada, para qué paciente y

con qué resultado.

No se entregara ninguna indemnizacion econémica ni de ningun otro tipo por la

donacién de la misma.
La donacion sera destinada al tratamiento de cualquier paciente que lo

necesite, sin otra preferencia que la mejor compatibilidad posible entre el

donante y el receptor.
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ANEXO 2

Consentimiento informado para la donacién voluntaria de sangre

de cordén umbilical

Fecha: ...

D 20 L - PSRRI
DNI e Edad ........ Con domicilio en .........coeeeeeeviiiiveeennnns
ENTQ CAlle .o
N.O .o Caddigo Postal .................... Ciudad .....ccooooeeiiiiiii,
ProvinCia ... Teléfono ...,

Nombre del médico que informo ..........oooevviiiiiiiii s

Declaro que:

— Entiendo que la sangre del cordon umbilical sera utilizada para
realizar un trasplante para cualquier paciente anénimo que asi lo

precise.

— Entiendo que la informacion referente a mi persona y a la de mi hijo/a
sera tratada de forma confidencial y codificada de forma que quede

protegida mi identidad y la de mi hijo/a.

— Consiento que se realice un examen clinico a mi hijo en el momento

del nacimiento y opcionalmente después de los 3 meses por un pediatra.

— Consiento que se me extraiga una muestra de sangre para la
realizacion de los analisis exigibles (HIV-SIDA, hepatitis B y C, sifilis,
toxoplasmosis y citomegalovirus) el dia del parto y opcionalmente

después de los 3 meses.

— Entiendo que cualquier resultado patolégico que resulte en los

estudios realizados a mi persona o a mi hijo/a con motivo de la donacién
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de la sangre de corddn me sera necesariamente comunicado por el

meédico responsable.
— Entiendo que mi consentimiento no obliga a la maternidad a recoger
la sangre placentaria si se considera que las circunstancias no son

idoneas.

— Entiendo que no recibiré ninguna compensacion econdémica ni de

ningun otro tipo por la donacién.

— Conservo la posibilidad de renunciar a este consentimiento hasta el

nacimiento de mi hijo.
— He leido y comprendido toda la informacion dada, estoy satisfecha de
la informacion recibida, he podido formular todas las preguntas que he

creido convenientes y me han aclarado todas las dudas planteadas.

En consecuencia, doy mi consentimiento para la donacion de la sangre del

cordon umbilical.

Firma del médico que informo: Firma de la donante:
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ANEXO 3

Indicaciones de busqueda de progenitores hematopoyéticos procedentes
de médula 6sea y/o de sangre de cordéon umbilical de donante no

emparentado

Requisitos para iniciar la busqueda de médula ésea y/o de sangre de

cordén umbilical de donante no emparentado para trasplante.

1. Condiciones generales:

1. Edad igual o inferior a 55 afios.

2. Ausencia de donante familiar de médula ésea HLA idéntico o con

una incompatibilidad menor.

3. En el caso de enfermedades congénitas, ausencia de alteraciones

neuroldgicas.

4. Que los resultados esperables superen a los que se obtienen con

otros procedimientos.

5. El médico responsable debera especificar de forma razonada el

tipo de busqueda solicitada:

— Médula 6sea exclusivamente

— Sangre de corddon exclusivamente (sélo en los casos de
inmunodeficiencias congénitas y en leucemias agudas en

segunda remision completa con alto riesgo de recidiva).

— Médula 6sea y sangre de corddn de forma simultdnea. En este
caso, la activaciéon de la busqueda de sangre de corddén se
supeditara en general a la circunstancia de no hallarse un donante

de médula 6sea HLA idéntico en un plazo de tiempo adecuado a
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la enfermedad y situacién del paciente (excepto en los casos de
inmunodeficiencias congénitas y en leucemias agudas en
segunda remision completa con alto riesgo de recidiva, en que,
dada la necesidad urgente de trasplante, se considerara prioritaria

la activacion de la busqueda de cordon).

2. Diagnostico:

a) Enfermedades malignas:

1. Leucemia mieloide crénica en primera fase cronica.

2. Leucemia aguda linfoide o mieloide de alto riesgo en remision

completa.

3. Sindrome mielodisplasico tipo anemia refractaria con exceso de

blatos o bien con alteraciones citogenéticas.

4. Mieloma multiple.

b) Enfermedades no malignas:

1. Aplasia medular muy grave al diagnostico o aplasia medular
grave que no responda a la inmunosupresion. La aplasia medular
grave queda definida de acuerdo con los criterios
internacionalmente aceptados de Camitta y colaboradores. La
aplasia muy grave se define de la misma manera, pero siendo la

cifra de neutrdfilos inferior a 200/mm3.
2. Enfermedades congénitas:

1. Anemia de Fanconi.

2. Sindrome de Hurler y otras enfermedades lisosomiales.
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3. Inmunodeficiencias:
1. Sindrome de Wiskott Aldrich.

2. Severa combinada.

Nota: Estas indicaciones seran revisadas anualmente o antes, en caso de
producirse, a juicio de los miembros de la Comision, alguna modificacion
del conocimiento cientifico internacional de la suficiente entidad como

para ser incorporado de manera inmediata.
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ANEXO 4

Centro de extraccion

Fecha de Formulario

Nombre de la madre Historia Clinica

Ao nacimiento

Datos recogidos por: Namero de donante Namero de unidad de SCU

VLCC-

HISTORIA CLINICA

Si

NO

¢Goza usted de buena salud?.
Comentar

¢Esta tomando algin medicamento actualmente?
Comentar

¢Ha sido normal el embarazo?
Comentar

¢Ha tenido alguna enfermedad importante como cancer,
enfermedades hematoldgicas, hemorragias?
Comentar

ENFERMEDADES HEREDITARIAS

Si

NO

¢Alguien de su familia sufre alguna enfermedad hereditaria?
Comentar

¢Alguien en la familia de su pareja sufre alguna enfermedad
hereditaria?
Comentar

¢El embarazo fue consecuencia de fecundacion in vitro (FIV)?

En caso de FIV, (el 6vulo o el esperma fueron donados?
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Durante los ultimos 12 meses: Sl NO

¢Ha recibido hemoderivados (sangre, plasma...)?

Comentar

¢Se ha hecho algun tatuaje, piercing o ha sufrido algun pinchazo

accidental con agujas hipodérmicas?

Comentar

¢Ha recibido acupuntura con agujas no desechables?

Comentar

¢Ha recibido alguna inyeccién o vacunaciéon?

Comentar

En alguna ocasion:

¢Ha sido rechazada para la donacion de sangre?

Comentar

¢Ha tenido hepatitis u otra enfermedad hepética?

Comentar

¢Ha sido informada de ser portadora de hepatitis B o hepatitis C?

Comentar

¢Ha recibido hormona del crecimiento o inyecciones para tratar la

esterilidad?

Comentar

¢Ha sufrido alguna infeccidn viral grave, tuberculosis o alguna

enfermedad venérea?

Comentar

¢Ha recibido algun trasplante de 6rganos o tejidos?

Comentar

PROBLEMAS RELACIONADOS CON LOS VIAJES NO
S

¢Alguna vez ha tenido malaria o paludismo?
Comentar

¢Ha estado fuera de Europa en los dltimos 5 afios?
;Doénde?

¢ Tuvo alguna vez fiebres después de algun viaje?
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DECLARACION DE RIESGOS

Existen circunstancias en las que una persona tiene un riesgo aumentado para sufrir
determinadas enfermedades infecciosas, entre las que se encuentran el SIDA y las
hepatitis. En estas situaciones, la sangre de cordon puede estar también infectada por
lo que NO DEBE ser utilizada.

Indique si usted o su pareja cumplen con cualquiera de los puntos siguientes. No es
necesario que especifique el grupo, simplemente conteste si 0 no al final del parrafo.

Usted o su pareja:

e Es VIH positivo

e Es portador del virus de la hepatitis B o C

¢ Ha consumido alguna vez drogas por via intravenosa

¢ Ha pagado o recibido dinero por mantener relaciones sexuales

e Es hemofilico

¢ Ha mantenido relaciones sexuales promiscuas ( > 3 contactos sexuales con parejas
distintas en el Ultimo afio)

¢ Ha mantenido relaciones sexuales con personas pertenecientes a alguno de los

grupos anteriores

Sl NO

Firma de la Donante:
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ANEXO 5

DATOS DE LA MADRE (pegar etiqueta)

DATOS DEL PARTO

G/P/A™* Enfermedades infecciosas transmisibles (describir)

‘No ‘SI’ ‘

Antecedentes médicos de interés

Fecha y hora de parto Tipo de parto (vaginal, cesarea)  Duracién gestacion (sem / sem-+d)

Aspecto lig. amn. ¢Induccién para estimular el parto?

Tiempo entre... | ... Rotura membranas y parto ... Duracién del parto Peso placenta (g)

(hhzmm) |
Temperatura materna >38°C Si No Otros
Liquido meconial Si No Otros
Aloinmunizacion materna Si No Otros
Anemia materna Si No Otros
Sufrimiento fetal Si No Otros
VALORACION i
PEDIATRICA
Sexo recién nacido Peso R.N. () APGAR (1 min/5min) Temperatura rectal (°C)

¢Alteraciones congénitas visibles?. Describir

OBSERVACIONES (Anotar si ha habido alguna reaccién adversa
atribuible al proceso de recogida de la sangre de corddn)

(*) Gestaciones / Partos / Abortos

Lista de envio al CTCV
(marcar con una x)

Unidad de sangre de corddn

Datos del parto y Valoracién
pediatrica

Consentimiento informado

Tubos de sangre materna

Cuestionario de autoexclusion y
Etiquetas

| Fecha |

Médico/Matrona responsable:

NUmero de donante

NUmero de unidad de SCU

VLCC-
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ANEXO 6

DATOS DE LA MADRE ( pegar etiqueta identificativa)

Fecha del parto Hora del parto
Peso de la placenta antes de la recogida Peso de la placenta después de la recogida
Bruto Neto Tara Bruto Neto Tara

Longitud del corddén (cm)

Peso de la recogida
Bruto (con 25 ml de CPD-A) Tara (con 25 ml de CPD-A) Neto (sin anticoagulante)
45

Incidencias durante la recogida

IMPRESCINDIBLES

Lista de envio al CTCV (comprobar) Unidad de Sangre de Corddn Datos del parto
Tubos de sangre materna Valoracion pediatrica
Marque con una X el elemento completado Registro de consentimiento Cuestionario
autoexclusion

NUMERO DE NUMERO DEL
DONANTE" CORDON*

VLCC-

* Estos nimeros se asignaran en el CTCV

Extraccion realizada por:

196




ANEXO 7

Centro de extraccién Fecha Fecha de Médico Pediatra
Nacimiento Formulario
Nombre y apellidos del nifio/a Historia clinica Origen
étnico
Nombre de la madre Historia Ao nacimiento
Clinica
Desde el nacimiento, el nino/nifa: Sl NO

¢Ha gozado de buena salud?

¢Ha sufrido alguna enfermedad importante como cancer,
convulsiones ...etc?

¢Ha tenido ictericia?

¢Ha tenido hepatitis?

¢Ha estado hospitalizado/a alguna vez?

¢Ha tomado o toma algun medicamento?

¢Ha presentado signos de alguna enfermedad hereditaria?

Exploracién fisica:

Respiratorio Cardiovascular Osteoarticular

Digestivo Neurologico

Observaciones:
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Datos recogidos por:

Namero de donante

M-

NUmero de unidad de SCU

VLCC-
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ANEXO 8

La terapia con células madre de sangre del corddn umbilical se ha usado ya en

el tratamiento de las siguientes afecciones:

CANCERES

e Leucemia linfoblastica aguda

Leucemia mieloblastica aguda
o Linfoma de Burkitt

e Leucemia mieloide crénica

e Leucemia mieloide crénica juvenil
e Leucemia mielocitica juvenil

e Liposarcoma

e Sindrome de mielodisplasia

e Leucemia mielocitica cronica
e Neuroblastoma

e Linfosarcoma

o Linfoma de Hodgkin

« Histiocitosis con células de Langerhans

SINDROMES DE INSUFICIENCIA DE MEDULA OSEA

e Anemia aplastica grave

e Anemia de Diamond-Blackfan

o Disqueratosis congénita

e Anemia de Fanconi

« Trombocitopenia amegacariocitica

¢ Sindrome de Kostmann

HEMOGLOBINOPATIAS/DESORDENES DE LA SANGRE

e Anemia de globulos falciformes
o [R-talasemia (Anemia de Cooley)
ERRORES METABOLICOS CONGENITOS

o Adrenoleucodistrofia
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o Enfermedad de Batten (lipofuscinosis ceroidea neuronal heredada)
o Enfermedad de Gunther
e Sindrome de Hunter
e Sindrome de Hurler
o Enfermedad de Krabbe (leucodistrofia de células globoides)
o Enfermedad de Lesch-Nyhan
e Sindrome de Maroteaux-Lamy
INMUNODEFICIENCIAS
e Sindrome de Omenn
e Inmunodeficiencia combinada grave
e Displasia reticular
e Displasia del timo
o Sindrome de Wiskott-Aldrich
« Enfermedad linfoproliferante relacionada al cromosoma X
» Deficiencia de adhesion de leucocitos
OTRAS AFECCIONES
o Sindrome de Evans
« Linfohistiocitosis hemofagocitica familiar
« Linfohistiocitosis hemofagocitica asociada con el virus de Epstein-Barr

o Osteopetrosis
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