PrAcTICA CLiNICO-QUIRURGICA

Dos técnicas para reducir el volumen
de sangre obtenida de corddon umbilical

RESUMEN

Introduccion: con el objetivo de criopreservar la san-
gre del cordén umbilical se realiza la reduccién del
volumen de la misma; la calidad, cantidad y funcio-
nalidad de las células debe conservarse durante
dicho proceso. En este estudio se compara la efi-
cacia de dos técnicas de reduccion de volumen.

Métodos: se compar6 la cuenta total de células
nucleadas y la viabilidad celular antes y después
del procesamiento de la sangre de cordén umbi-
lical con un sistema semiautomatizado y con uno
automatizado. Se realizé la cuantificacién de CD34+.

Resultados: entre enero de 2006 y enero de 2008
fueron obtenidas 70 unidades de sangre de cor-
don umbilical: 33 fueron procesadas mediante el
sistema semiautomatizado y 37 mediante el auto-
matizado. El volumen recuperado y la cuenta de
CD34+ fueron similares con ambos. Se observo
una diferencia de 1 % en la viabilidad entre ambas
técnicas.

Conclusiones: ambas técnicas son adecuadas para
la reduccion de volumen de unidades de sangre
de cordén umbilical.

SUMMARY

Background: to preserve the umbilical cord blood
(UCB), the volume containing the cells must be redu-
ced before freezing, but the quality, quantity and func-
tionality of the cells has to be preserved during this
procedure. The aim is to compare the performance
of two different techniques for volume reduction.

Methods: a semiautomatic system and an auto-
matic system were compared as two different UCB
volume reduction techniques. Total nucleated cell
(TNC) counts and viability were measured before
and after volume reduction. The CD34+ cell counts
also were measure

Results: seventy units of cord blood cells (UCB) were
collected. Thirty-three volume reduction procedures
were performed by semiautomatic system and thirty
seven by automatic system. The volume recovered
and the CD34+ count in both techniques was simi-
lar. Although the viability differed slightly (1 % higher
by Optipress Il) were observed

Conclusions: the semiautomatic and automatic tech-
niques are suitable to reduce volumes of UCB units.

Introduccion

El primer trasplante de células progenitoras hemato-
poyéticas de sangre de corddn umbilical (sangre de
cordén umbilical) fue realizado en 1989 por Gluck-
many colaboradores.! Desde entonces, lasangre de
corddn umbilical se ha convertido en unafuente al-
terna de células progenitoras hematopoyéticas para
lareconstitucion delahematopoyesisen padecimien-
tos malignos y no malignos. Los bancos de sangre
decordén umbilical han aparecido alrededor detodo
el mundo, conservando y a mismo tiempo forman-
do un gran inventario de sangre de cordén umbilical
con gran variedad de fenotipos de HLA disponibles
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paralos pacientes con padeci mientos susceptibles de
ser manegjados con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.?

La*“reduccién de volumen” esun procedimien-
to que tiene por objetivo disminuir € espacio nece-
sario parael almacenamiento de unidades de sangre
de corddn umbilical. Esta técnica abate los costos
de la criopreservacion d aumentar € nimero de
unidades de sangre de cordén umbilical almacena
das en un contenedor, lo que permite asegurar la
cantidad, calidad y funcionalidad de las células en
un volumen predeterminado. Al almacenar un me-
nor volumen también se disminuye la cantidad de
dimetilsulféxido necesario paralacriopreservacion
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y, consecuentemente, disminuyelatoxicidad de éste
cuando la unidad es trasplantada; ademés, a con-
traer el volumen se disminuye la cantidad de hema-
tiesinfundidosal pacienteal momento del trasplante,
lo que también aminora el riesgo de reacciones por
incompatibilidad ABO en € receptor.>*

Han sido desarrollados diversos sistemas de re-
duccion de volumen. Entre los més empleados se
encuentran @ sistema semiautomatizado Optipress
(Optipress Baxter Hedlthcare, Deerfield, IL, USA) y
¢ automatizado Sepax (Sepax Cord Blood Processing
System from Biosafe SA, Eysins, Switzerland). El
sistema Optipress es una técnica de top and bottom,
donde la unidad de sangre de cordon umbilical es
recol ectada en la bolsa central de un sistemade bol-
sastriple, éstaes centrifugadaa3000-3500 gy sevan
separando loseritrocitos, el paqueteleucoplaguetario
y € plasma, de acuerdo con un gradiente de densidad
y en d orden mencionado. Loseritrocitosy € plasma
son vertidos en las bolsas satdlites sin abrir € sistema,
lo que garantizalaesterilidad, dgando enlabolsacen-
tral & paqueteleucoplaguetario, € cud deberaser tras-
pasado a una bolsa de criopreservacion para su
preparacion condimetilsulféxidoy congelamiento con-
trolado. Esta técnicafue desarrollada por Ademokun
y colaboradores® y hasido implementadaen diversos
paises con adaptaciones minimas, incluyendo € Ban-
co de Sangrede Cordén Umbilical de Centro Médico
Nacional LaRaza, | ngtituto Mexicano del Seguro So-
cial. Este sistema permite la reduccion de volumen
acorde con los estdndares internacionales y su tiem-
po de procesamiento es de 30 minutos en promedio
por unidad.&1°

Sepax (Biosafe SA, Eysins, Switzerland) esun
sistematotal mente automati zado con un equipo que
puede ser empleado con dos diferentes programas:
con hidroxietil almidon o sin él. En este sistemalla
sangre del cordén umbilical es procesada en lacd
mara del equipo donde es centrifugada, y mediante
un sistema neumético lleva a cabo llenado y vacia-
miento de la cdmara separando los componentes de
la sangre de cordén umbilical segin € protocolo
seleccionado y concentrando € paguete leucopla
quetario en una bolsa de criopreservacion lista para
agregar d dimetilsulféxido y congelar. Este equipo
hasido instal ado en diversos centros en € mundo, su
tiempo de procesamiento es de 20 minutos por uni-
dad y cumple con los esténdares internacional es. 1112

Ambas técnicas presentan ventgjas y desventa-
jas. Laeleccion de una u otra depende de las condi-
ciones de cada centro en |os diferentes paises, por lo
que resulta relevante manifestar que los estdndares
internacionales selogran con ambas. En este estudio
se compararon los resultados con Optipressy Sepax.

Métodos

Recoleccion de unidades de sangre de
cordon umbilical

Duranteel trabajo departo en €l areatocoquirdrgica,
donadoras de sangre de cordén umbilical fueron
evaluadas por un equipo de recoleccion en € Hos-
pita de Gineco-Obstetricia de Tlatelolco, Instituto
Mexicano del Seguro Socia, Distrito Federal, Méxi-
co. Todasfirmaron & consentimiento informado para
larecoleccion de sangre de cordén umbilical.
Larecoleccion delasangre de cordén umbilical
inicia unavez que ha nacido € producto (separado
ya de la madre) con € pinzado del cordon umbi-
lical, queeslimpiado continturadeyodo. Lasangre
del cordon umbilica es recolectada por puncion de
lavena umbilical en una bolsa estéril (Grifols SA,
Barcelona, Espafia), la cua contiene 25 mL de ci-
trato-fosfato-dextrosa.como anticoagulante. Lasan-
gredecorddn umbilical colectadaes conservadaa6
* 2 °C y procesada dentro de las 48 horas de su
obtencién. Solo fueron aceptadas para procesamien-
to las unidades con un volumen minimo de 70 mL.

Reduccion automatizada

Se utilizd d kit Sepax v218 de acuerdo con lasins
truccionesdel fabricante. Launidad de sangrede cor-
dénumbilical fue conectadabajo condicionesestériles
y € proceso de reduccidn se llevé a cabo en equipo
Sepax. El concentrado leucoplaquetario fue coloca
do en una bolsa de criopreservacion Pl (Biosafe) y
posteriormente se le agrego dimetilsulféxido y fina-
mentefue criopreservado en nitrégeno liquido (Ther-
mogenesis BioArchive System, GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA).

Reduccion semiautomatizada

Las unidades de sangre de cordon umbilical fueron
trandferidasaunabol satriple (Baxter Hedlthcare, US)
bajo condiciones estériles y centrifugadas a 3000 g
por 12 minutos a4 °C, extremando |as precauciones
para evitar la pérdida de lainterfase de la capa leu-
coplaguetaria. Se empleo € protocolo estandar del
Optipress|| (Baxter Hedlthcare, US), conlaplacaes-
pecifica para la recuperacion de paguete leucopla
quetario. Finmente, € concentrado leucoplaquetario
fueintroducido en una bolsa Pall en condiciones es-
tériles utilizando una campana de flujo laminar y se
agreg6 dimetilsulfoxido; la criopreservacion se hizo
ennitrégenoliquido (ThermogenesisBioArchive Sys-
tem, GE Hedlthcare, Piscataway, NJ, USA).
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Control microbiolégico y viabilidad celular

Se estudiaron muestras de eritrocitosy de plasmapro-
venientes de las unidades de sangre de cordon umbi-
lical paradescartar contaminacion bacterianay fungica,
utilizando un sistema automatizado de hemocultivo
(Bactec, BioMérieux, Hazelwood, MO, USA).

Laviabilidad celular fue analizadamediantela
técnicade azul tripan, antesy después de lareduc-
cion de volumen.

Conteo de células nucleadas totales
y de CD34+

El conteo de cdlulas nucleadas totdes se redlizd antes
y después de lareduccion de volumen empleando una
camarade Neubauer y utilizando latincion de Turk.

El conteo de CD34+ sellevd acabo por citome-
triade flujo con anticuerpos monoclonales unidos a
fluorocromos antiCD34-fluoresceina y antiCD45-
ficoeritrina(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
El andlisis citométrico fue realizado en un BD
FACSCalibur y con e programa CellQuest (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA).

Criopreservacion

Aproximadamente 25 mL de paquete leucopla-
quetario provenientes de cada unidad de sangre de
cordén umbilical fueron criopreservados en bolsas
Pall. La preparacion de la sangre del cordon umbi-
lical parasu criopreservacionincluyelaadicion de5
mL de dimetilsulfoxido (DM SO Sigma-Aldrich S.
Louis, MO, USA) a50 % y dextran 40 (PM 40,000)
(PISA FarmacéuticaM exicana, Guadal gjara, M éxi-
co) a 5 %, para alcanzar una concentracién final
de 10 % de dimetilsulfoxido y 1 % de dextran 40.

L as bolsas fueron col ocadas en empagues metdlicos o casetes eintroducidas
en un sistema controlado de congelacion (Bioarchive Termogénesis, Ran-
cho Cérdova, CA, USA) y almacenadas en nitrégeno liquido.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico consistio en aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov
paraverificar ladistribucion normal delas variables; posteriormente se utilizé
lat paracomparar ambas técnicas de reduccion de volumen, considerando una
p < 0.05 como estadisticamente significativa; € andisis estadistico se llevé
cabo con € programa SPSS version 15.

Resultados

Setenta unidades de sangre de corddn umbilical obtenidas en el Hospital de
Gineco-Obstetricia Tlatelolco fueron procesadas en €l Banco de Cordon
Umbilical del Centro Médico Nacional La Razaentre enero de 2006 y enero
de 2008. Treintay tres fueron procesadas con el sistema semiautomatizado
Optipressy 37 con el sistema automatizado Sepax. L os resultados se mues-
tranen el cuadrol.

Discusion

El trasplante de sangre de cordén umbilical se ha convertido en un trata-
miento cotidiano para padecimientos hematol 6gicos especificos, principal-
mente en pacientes pediétricos.’®

En México, laleucemiarepresenta unade | as principales causas de mortali-
dad en nifios de uno a 14 afios de edad. Estos nifios pueden llegar a requerir
trasplante de células progenitoras hematopoyéticasy, por lo tanto, la sangre de
cordén umbilical es una fuente de células progenitoras hematopoyéticas. El
Ingtituto Mexicano del Seguro Socid, € cual da cobertura a aproximadamente
50 % de la poblacién mexicana, instauré € Banco de Sangre de Cordén y €
Programade Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas de Sangre de
Corddn Umbilical como un recurso para los pacientes que requieren un tras-
plante y no cuentan con un donador compatible.’®

Cuadro |

Reduccién del volumen de sangre obtenida de cordén umbilical con un sistema semiautomatizado y uno automatizado

Semiautomatizado (n = 33)

Pardmetro Media DE

Volumen (mL) Inicial 100.09 22.00
Final 22.02 1.13

Cuenta de células

nucleadas totales

(células/mL) Inicial  1.12 x10° 4.95 x 108
Final 1.20 x 10° 3.57 x 108

Viabilidad (%) Inicial 96.00 1.90
Final 96.20 1.80

Recuperacion (%) Final 120.00 50.00

CD34+ (células/mL) Final ~ 1.30 x 10" 6.35 x 107

Automatizado (n = 37)

Min. Max. Media DE Min. Max. t
70.00 158.59 91.39 21.62 70.08 150.16 ns
20.22 25.22 21.03 0.47 18.94 22.56 ns

407 x10® 270 x10° 143 x10° 139 x10° 5.23x 108 8.90 x10° ns
593 x10%8 193 x10° 1.09 x10° 3.96 x10® 5.34x10® 220 x10° ns
91.00 99.00 96.00 1.90 91.00 99.00 ns
90.00 98.00 95.00 2.30 91.00 98.00 0.036
34.00 260.00 99.00 50.00 9.30 285.00 ns
410 x10° 3.68x10% 1.47 x107 7.10 x107 7.40x10° 3.68 x10® ns
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Desde su origen, uno de los objetivos del Banco de Sangre de Cordén
Umbilical fue alcanzar los estdndares de calidad internacionales tanto parala
recuperacion como paralaviabilidad; dichos estandares se han logrado con el
sistema semiautomatizado de reduccién de volumen (Optipress 1), e cual es
sencilloy econémico en comparacién con latécnica automatizada, unaventa-
jaimportante en paises con recursos limitados. Su Unica debilidad es que re-
quiere un operador adecuadamente capacitado, |o que condicionael sistemaal
operador.

En este estudio se comparé €l desempefio del sistema automatizado y del
semiautomatizado para la reduccién de volumen de unidades de sangre de
cordon umbilical. Ambos demostraron tener un desempefio similar paralos
parédmetros descritos en el cuadro |, no se observaron diferencias en larecu-
peracion de células nucleadas totales, cuentade CD34 y volumen final; aun-
que se presentd una diferencia en cuanto a la viabilidad a término de la
reduccion del volumen (90 % adversus 91 %); si bien dicha diferencia es
estadisticamente significativa no tiene implicaciones clinicas. Los resulta-
dos difieren de los informados por Lapierre y colaboradores, quienes refie-
ren un desempefio superior del sistema automatizado (Sepax) y un pobre
desempefio del semiautomatizado.?

Ambos sistemas alcanzaron | os estandares internacionales en cuanto ala
recuperacion y viabilidad de las células nucleadas totales. Ladecisién en la
seleccidn de qué sistema elegir dependerd del costo y sus ventajas técnicas.

Conclusiones

Ambos sistemas de reduccidn de volumen logran adecuada recuperaciony via
bilidad de cdlulas nucleadas totales y cumplen con los estandares internaciona-
les. El sistema semiautomatizado tiene las ventgjas de ser accesible y su menor
costo, aungue es sumamente dependiente del operador, no asi @ automatizado,
ene cua d inconveniente essu costo. Unoy otro son excelentes opciones para
reducir € volumen de sangre obtenida de cordon umbilical.
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