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Resumen

La sangre de corddén umbilical (SCU) se presenta como una fuente alternativa de progenitores
hematopoyéticos (PH) frente a la medula 6sea, pues posee determinadas caracteristicas que resuelven
los mayores problemas presentes en el uso de PH de medula ésea en terapias celulares. La facilidad y
rapidez para obtener una muestra compatible, y la permisividad de incompatibilidad de HLA debido a su
baja inmunogenicidad, han hecho que los investigadores de todo el mundo comiencen a usar los PH de la
SCU, en lugar de los de medula para los trasplantes. Los bancos de SCU son los encargados de
preservar las muestras, permitiendo la creacién de una red mundial de donantes que ha aumentado el
numero de trasplantes no relacionados de manera exponencial a lo largo de los Ultimos afos. El tipo de
trasplante de SCU que se realice dependera de la enfermedad que se quiera tratar, realizandose
trasplantes autélogos para hemoglobinopatias adquiridas, tumores sélidos y enfermedades producidas
por téxicos o virus, y trasplantes alogénicos para hemoglobinopatias hereditarias. También en la medicina
regenerativa se estan produciendo grandes avances; por el uso de la SCU en diversas terapias para
enfermedades como el Alzheimer, Parkinson o Huntington, y los nuevos estudios de determinacion de los
posibles usos de las células mesenquimales procedentes del cordon umbilical. Estas razones hacen del
uso de la sangre de corddn uno de los descubrimientos mas importantes de los ultimos afios.
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Introduccioén

Las células madre sanguineas se denominan “progenitores hematopoyéticos”. Estas células son las
precursoras de eritrocitos, leucocitos y plaquetas. La principal fuente de los progenitores hematopoyéticos
(PH) ha sido siempre la médula 6sea, no obstante, desde hace mas de 20 afios se conocen nuevas fuentes,
la sangre periférica y la sangre de cordon umbilical. La obtencién de los PH de médula 6sea (MO) es un
proceso invasivo, que implica la extraccion en un quirdfano con sus riesgos asociados. En sangre
periférica no hay gran numero de PH per se, es necesario realizar una movilizaciéon previa desde la
médula dsea, lo que supone administrar factores de crecimiento en entorno hospitalario durante 5-7 dias,
para después extraer los PH de interés. La alternativa a estos dos procedimientos es la sangre de cordon
umbilical, una fuente rica en PH, que se puede obtener sin riesgos para la madre ni para el feto en el
momento del nacimiento del nifio.

El trasplante de PH es, a dia de hoy, una terapia consolidada ante multitud de enfermedades
(enfermedades oncohematologicas, metabodlicas, tumores s6lidos, enfermedades autoinmunes...), tanto en
nifios como en adultos. Comenzé su desarrollo desde que se descubriera su utilidad en los afios 60 [1].
En sus inicios, esta terapia se desarrolld para pacientes con cancer hematologico, como alternativa tras
tratamientos fallidos de quimioterapia y radiacion, y ha evolucionado como terapia para otro tipo de
desérdenes. [2]

Desafortunadamente, solo el 30% de los pacientes tienen un donante HLA compatible, por ello, se
empezo a pensar en la sangre de cordén (SCU) como opcion valida para solucionar el problema de la baja
cantidad de muestras compatibles. Estudios in vitro, realizados por Broxmeyer et al. [3] establecen que la
sangre de cordon contiene un niimero suficiente de células madre hematopoyéticas para ser utilizado en
trasplantes tanto autodlogos (del propio paciente) como alogénicos (distintos individuos de la misma
especie). Gracias a el uso del SCU como fuente de PH, se han realizado alrededor de 25.000 trasplantes
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de sangre umbilical en todo el mundo desde que Gluckman et al. realizaran el primer trasplante de SCU
exitoso en un paciente con anemia de Falconi en 1989 [4].

El proceso de busqueda de un donante compatible suele demorarse unos 4 meses, lo que puede producir
un agravamiento de la enfermedad del paciente y, por tanto, evolucionar hacia un peor prondstico a largo
plazo aunque se reciba el trasplante. Los factores mas importantes a tener en cuenta para realizar un
trasplante son: el grado de histocompatibilidad entre el donante y el receptor, tipo y grado de enfermedad,
peso del paciente, nimero de células nucleadas (CNT) y CD34+ (PH).

La histocompatibilidad viene determinada por la comparaciéon de los haplotipos de HLA (antigeno
leucocitario humano) localizados en el cromosoma 6. Los alelos para el HLA se clasifican en clase I (A,
B, C) y clase I (DRB1, DQBI1, DPBI1), en total 6; el grado de igualdad de HLA entre donante y paciente
determinara una baja, media o alta aceptacion del injerto.

Otro factor a tener en cuenta son las CNTs, pues se estima un minimo de 2x10"7 de células por cada Kg
de peso del receptor. En cuanto al nimero de células CD34+ necesarias para el trasplante, variara
dependiendo de la disparidad de HLA que se tenga, es decir, cuanto mayor sea la disparidad de HLA,
mayor cantidad de células madre CD34+ se necesitaran.

En el algoritmo de busqueda de donantes compatibles, la primera opcion son siempre los parientes del
paciente (donante alogénico relacionado), si esta opcidn falla, se hace una busqueda a nivel mundial de
donantes andénimos (donante alogénico no relacionado). Debido al extremo polimorfismo del sistema
HLA, solamente un 60% de los pacientes sin un donante familiar (36% de todos los pacientes) encuentran
un donante no relacionado compatible. La dificultad en la biisqueda de un donante compatible es aun
mayor en pacientes de etnias minoritarias, que viven en paises no desarrollados y no tienen acceso a la
donacion publica ni privada. La creacion de esta base de datos mundial ha favorecido un gran aumento
del nimero de trasplantes no relacionados, favoreciendo asi el acceso al tratamiento en miles de pacientes
que carecen de donantes familiares.

14,000

=i Autologous

12,000 =i Related Donor

i Unrelated Donor
10,000
&,000

000

4,000

0701 '02 03040506 07 08'09"10

Figura 1. Actividad de trasplantes en USA entre los afios 1980-2010. Comparacién entre trasplantes autélogos,
alogénicos con donantes relacionados y alogénicos con donantes no relacionados. (www.cibmtr.org)

Funcionamiento de un banco de sangre

Las muestras de SCU que llegan al banco de sangre deben pasar una serie de controles antes de ser
criopreservadas. No todas las muestras que llegan pueden ser procesadas, han de cumplir criterios
minimos de volumen y celularidad: 45 ml para el volumen y 300 millones de CNTs.

Una vez superados estos puntos de control comienza el procesamiento de la muestra en condiciones de
esterilidad. La separacion de los distintos tipos celulares se realiza con tecnologia de tltima generacion,
una plataforma de procesamiento celular denominada Sepax-2, que es capaz de separar las distintas
fracciones celulares, CNTs, eritrocitos y el plasma, en un sistema cerrado que combina protocolos de
centrifugacion con sistemas de deteccion de fracciones sanguineas y, que implica una reduccion en
volumen, el resultado es concentrado de CNTs en una bolsa de 20 ml, este producto constituye la fraccion
clinicamente tutil de la unidad de SCU. La tasa de recuperacion del Sepax-2 estd entre el 80-90%,
dependiendo del volumen de la unidad y de la presencia o no de coagulos, lo que mejora en mas de un
20% el procesamiento manual que se venia haciendo antes.



Una vez procesada la muestra en la bolsa final, se realiza de nuevo un contaje para determinar la
concentracion de CNTs finales. Este valor nos da una estimacion de la eficiencia de la tasa de
recuperacion del proceso.

Tras obtener estos datos se procede al tltimo punto de control antes de la criopreservacion de la unidad de
SCU, la viabilidad y el recuento de células CD34+. Estos datos los obtendremos mediante citometria de
flujo, para la viabilidad se utiliza ADD Yy, para el recuento de CD34+, se realiza un marcaje celular con
anticuerpos CD34/45+, CD45/control, utilizando un kit comercial de Beckman-Coulter, Stem-Kit™
Reagents.

Se considera, de forma general, que en un trasplante van a ser necesarias entre 60.000 y 100.000 células
CD34+ por Kg de paciente, por ello se establece un minimo de 700.000 células CD34+ para que la
muestra sea apta para la criopreservacion.

Durante el proceso se recogen alicuotas para estudios posteriores: Los hematies se utilizaran para realizar
hemocultivos, aerobios, anaerobios y hongos (este analisis requiere un tiempo de incubacion de 5 dias
para detectar presencia de microorganimos en el cultivo, por lo tanto, la idoneidad de la muestra no se
determinara hasta la obtencion de los resultados pasado el periodo de incubacion); una alicuota del
plasma se guardard para posteriores analisis viricos; una alicuotas de sangre del SCU como DNAteca
para realizar las pruebas de histocompatibilidad.

La utilizacion de las unidades de SCU como terapia requiere ademas, tener un estudio de la serologia
virica materna en el momento del parto. Por tanto, se analiza la sangre materna en busca de Hepatis B,
Hepatitis C, Virus de la Inmunodeficiencia Humana, Sifilis y Citomegalovirus. Si alguna muestra fuese
positiva, se procederia al analisis del plasma de la unidad de SCU por PCR. Si se detecta la presencia de
virus activos, la muestra se ha de destruir.

El tipaje HLA de clase II (HLA-DR y -DQ), y eventualmente también el de clase I, se realiza por técnicas
moleculares mediante PCR-SSP (amplificacion PCR con primers especificos de secuencia) y su
visualizacion mediante electroforesis en geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio. Se consideraran
como posibles candidatos a donacion las unidades que coincidan en 4/6 antigenos del HLA con el
receptor.

Fundamentos del Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas

El trasplante de PH tiene dos posibles objetivos: sustituir la hematopoyesis del paciente por ser total o
parcialmente defectuosa, insuficiente o neoplésica; o para permitir un tratamiento antineoplasico con
dosis muy elevadas que origina mielosupresion prolongada o definitiva [5].

En el trasplante de PH a partir de un donante sano, las células inmunocompetentes derivadas del injerto
son capaces de establecer una potente respuesta inmunoldgica contra las células del receptor, lo que se
denomina enfermedad injerto contra huésped (EICH). El paciente debe ser sometido a radiacion total y/6
quimioterapia para disminuir su respuesta inmune, y en el caso de pacientes con cancer, para destruir las
c¢lulas malignas. Posteriormente los PH se infunden al receptor y se administraran inmunosupresores
para evitar la EICH.

La EICH es una de las causas de mortalidad mas elevadas tras un trasplante, por ello es muy importante
su control. La probabilidad de que se sufra una EICH dependera de la disparidad o igualdad de HLA entre
el donante y el receptor. Se ha visto que en el trasplante autologo se eliminan los riesgos por EICH vy el
tratamiento con inmunosupresores, sin embargo, contintan los riesgos de fallo del injerto y aumenta la
probabilidad de infeccion debido a la baja cantidad de células trasplantadas y a origen naive de sus
linfocitos.

Tipos de trasplantes de SCU segun el donante y usos clinicos

El trasplante de células madre hematopoyéticas en un procedimiento en el cual se sustituye por completo
el sistema inmune y hematopoyético del paciente por las células de donante [6].

Los trasplantes hematopoyéticos pueden clasificarse seglin el origen de la muestra: medula 6sea, sangre
periférica y SCU. O de acuerdo con la relacion entre el donante y el receptor: los trasplantes en los que
los PH son obtenidos de un hermano gemelo univitelino, y por lo tanto con un HLA idénticos se
denominan trasplantes singénicos; en el caso de que el donante sea un hermano consanguineo que ha
heredado ambos haplotipos del HLA idénticos a los del receptor, el trasplante se denomina alogénico. El
injerto procedente de un donante relacionado con un HLA idéntico es el modelo ideal, sin embargo la
posibilidad de encontrar un hermano HLA idéntico no es mayor de un 20-30%. En algunos casos el
donante puede ser un familiar no compatible o parcialmente histocompatible (mismatched), a este tipo se
le conoce como alogénicos parcialmente compatibles.



Células madre de cordén umbilical

Pero un niimero muy importante de pacientes no cuentan con un donante familiar histocompatible por lo
que se han organizado centros internacionales o nacionales cuyo objetivo es localizar donadores sin
relacion familiar que pudieran ser total o parcialmente histocompatibles con los pacientes. Estas
instituciones son los bancos de medula 6sea, y en la actualidad también los bancos de SCU. Esto nos
permite realizar trasplantes total o parcialmente idénticos de donadores no relacionados. El ltimo caso es
cuando el donante y receptor de los PH son el mismo individuo, a este tipo de trasplante se conoce como
autologo.

El porcentaje de igualdad de HLA entre donante y paciente determinara la compatibilidad y el grado
aceptacion del injerto.

OAllogeneic (Total N=7,012)
O Autologous (Total N=9,778)

Multipla  NHL ANL ALL MDSIMPD Aplastic CML Other  Non-  Other
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Figura 2. Indicaciones para los trasplantes de células madre hematopoyéticas en Estados Unidos. Center for
International Bone Marrow transplant Research (www.cibmtr.org). NHL: Linfoma No Hodgkin, HD: Enfermedad de
Hodgkin, AML: Leucemia linfoblastica aguda, MDS/MPD: Sindromes miolodisplasicos, CML: Leucemia mielocitica
cronica.

Como se puede observar en la figura.2 el tipo de trasplante varia seglin la enfermedad del paciente, los
trasplantes autdlogos se utilizan para leucemias (aguda mieloblastica o linfoblastica), aplasia medular
adquirida, tumores solidos (retinoblastoma, neuroblastoma...), enfermedades producidas por toxicos,
irradiacion, virus... a su vez los trasplantes alogénicos se utilizan para tratar leucemias (aguda, cronica y
sindrome mielodisplésico), linfomas (Hodgkin y no Hodgkin) y enfermedades hematopoyéticas (anemias,
inmunodeficiencias, enfermedad hereditaria metabolica...).

Atn se siguen investigando posibles utilidades de la SCU, pues no solo contiene células madre
hematopoyéticas, sino también células endoteliales, mesenquimales, células dendriticas, células
reguladoras de los linfocitos T y natural killers.

En medicina regenerativa se estan llevando a cabo una serie de ensayos para estudiar las posibles
aplicaciones de la SCU. Entre ellos destacan ensayos para paralisis cerebral, autismo, diabetes, esclerosis
multiple, dafos cerebrales por traumatismos... encontrandose estos en las primeras y segundas fases de
investigacion. Por otra parte, ya se estan utilizando los trasplantes de SCU en tratamientos experimentales
para enfermedades como el Alzheimer, dafio hepatico, coronario y espinal...

Ventajas y desventajas de la SCU frente a la MO y la sangre periférica

El aumento de uso de la sangre de cordon frente a la medula dsea o la sangre periférica se debe a las
cualidades ventajosas de este.

Una de las ventajas mas importante de la sangre de cordon es la forma de obtencion de los PH y la
disponibilidad. La extraccion de los PH de la sangre de cordon es el método mas sencillo puesto que no se
necesita una intervencion quirdrgica, como en la medula 6sea; ni el uso de factores de crecimiento para la
movilizacion de sangre, como en la obtenciéon de PH en sangre periférica; la extraccion se realiza
mediante una puncion del cordon umbilical tras el parto, por lo que ademas de ser un método sencillo
también es indoloro y no existe riesgo alguno para la madre ni el feto. Esta facilidad de obtencion de la
muestra y rapida disponibilidad de la misma soluciona el problema del agravamiento de la enfermedad en
la busqueda de un donante compatible.
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Otra ventaja muy importante de los trasplantes con SCU es que permiten un alto grado de disparidad de
HLA, debido a la mayor tolerancia inmunologica. En un trasplante de SCU se permite hasta 3/6 o 4/6 de
incompatibilidad de HLA, mientras que en un trasplante de MO la incompatibilidad de HLA permitida es
de 5/6 0 6/6. Se ha observado que en los trasplante SCU con HLA idéntico se producen alrededor de un
14% de EICH, y en los trasplantes de MO este porcentaje aumenta hasta un 24% [7], lo cual nos indica
que esta mayor tolerancia inmunoldgica también ha hecho posible una reduccion en la incidencia y la
gravedad de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) comparado con las otras modalidades de
trasplante. [3]

A pesar de las multiples ventajas del trasplante de SCU también es necesario conocer sus limitaciones
para poder proporcionar el mejor tratamiento para el paciente. Ya que debido a alguna de sus
caracteristicas es posible que el trasplante de PH de medula 6sea o sangre periférica sea mas efectivo que
el de PH procedentes de sangre de cordon.

La principal limitacion a tener en cuenta a la hora de realizar un trasplante de SCU es el bajo nimero de
células madre que posee, debido a que son necesarias alrededor de 2x10"7 células nucleadas del cordon
por cada kg de peso del receptor [4], lo que va a provocar un uso limitado de los trasplantes de SCU en
adultos de mas de 60Kg. Esta baja cantidad de células nucleadas va a generar ademads, una lenta
reconstitucion hematoldgica y del sistema inmune, produciéndose por ello un alto riesgo de mortalidad
relacionada con el trasplante [8]. Este problema fue observado por Rocha e investigadores de Eurocord y
el Registro Internacional de trasplantes de Medula [9] cuando realizaron un experimento en el que
realizaban un analisis multivariable con pacientes que recibieron trasplantes de medula y de cordon.
Observaron que a pesar de una disminucion del riesgo de sufrir EICH agudo o crénico por parte de los
pacientes que recibieron el trasplante de SCU, pasado un mes presentaban una recuperacion mas lenta del
nimero de plaquetas y neutréfilos que los pacientes con trasplante de médula, demostrando asi que el
prendimiento del injerto con SCU es mas lento que el de médula 6sea.

Otras desventajas importantes del trasplante con SCU son la posibilidad de trasmisiones de enfermedades
hereditarias, y la imposibilidad de realizar un segundo trasplante.

Para solucionar aspectos no resueltos como reducir la mortalidad 6 potenciar el prendimiento del injerto,
se estan probando distintas estrategias, como el trasplante doble de cordén umbilical, la inyeccion intra-
6sea y la expansion ex vivo. Entre ellos destaca el doble trasplante de cordon umbilical, muchos grupos e
investigacion han publicado sus resultados utilizando esta técnica [10,11,12]; estos estudios muestran que
pacientes en condiciones mieloablativas seguidas de una transfusion doble de SCU est4 asociado a una
aceptable aumento en el prendimiento del injerto y una mayor supervivencia, a pesar de una aumento en
la probabilidad de sufrir EICH [2]. En el caso de la infusién intra-6sea se soluciona la perdida de PH
debido al desprendimiento del injerto, pues con esta técnica pueden ser retenidos en otros 6rganos tras la
inyeccion; ademas gracias al contacto inmediato de los linfocitos con las células memoria efectoras y
menor contacto con las células presentadoras de antigeno se va a generar un menor niimero de casos de
EICH [13]. En el caso de la expansion “ex vivo” se producird un prendimiento mas rapido del injerto,
generandose un aumento de los PH de la SCU.

Usos potenciales del cordén umbilical: células mesenquimales

Las células mesenquimales (MSCs) poseen una gran capacidad proliferativa in vitro y bajo condiciones
apropiadas de cultivo se puede inducir su diferenciacion en multiples linajes, incluidos hueso
(osteoblastos), grasa (adipocitos) y cartilago (condrocitos) [14]. La fuente principal de MSCs es el tejido
de cordon umbilical (TCU), aunque también puede obtenerse en menor medida de la medula osea.

Dentro del cordon umbilical podemos localizar células mesequimales en diferentes regiones, lo que les
marca caracteristicas diferenciales. En el epitelio amniotico, la region mas externa del cordon, las MSC
tienen algunas caracteristicas de células epiteliales, forma aplanada y positividad para citoqueratinas. En
la region perivascular, la region mas préoxima al vaso sanguineo en el corddn, encontramos MSC con
caracteristicas de las células musculares lisas, morfologia fusiforme, positividad para desmina... estas
caracteristicas en las células de ambas regiones les confieren una mayor especializacion y por lo tanto un
menor potencial de diferenciacion. Por ultimo, en la region intervascular, localizada entre la region
perivascular y el epitelio amniotico, encontramos células fusiformes, citoqueratina negativas, estas MSC
estan menos especializadas y por lo tanto tienen un mayor potencial de diferenciacion.

Estudios recientes sugieren que las MSC podrian diferenciarse en tipos celulares no pertenecientes a los
tejidos esqueléticos, como células nerviosas, células del higado y células endoteliales que formarian vasos
sanguineos. Estos resultados atn no estan confirmados ya que podrian ser debidos a productos quimicos
usados para el crecimiento celular en los medios de cultivo, y por lo tanto seria un artefacto, pero si se
confirmaran abririan un nuevo campo de estudio para la medicina regenerativa. Sin embargo, este area de
estudio no esta tan desarrollado como el de la SCU, y todos los estudios que encontramos sobre los usos
clinicos de las MSCs son experimentales.



Algunos de los estudios con células mesenquimales que se estan realizando en la actualidad son:

- Reparacion de cartilago y hueso, gracias a la capacidad de las MSC en diferenciarse hacia
osteoblastos y condrocitos.

- Reparacion de tejido cardiaco y vascular: algunos estudios indican que las MSC podrian
promover neovascularizacion, no por ellas mismas, sino colaborando con otras células, por
ejemplo, incrementando la concentraciéon de proteinas que estimulan el crecimiento de las
células precursoras endoteliales. Reparando asi dafios vasculares producidos por ataques al
corazon o isquemias.

- Enfermedades inflamatorias y autoinmunes, algunos estudios sugieren que las MSCs podrian ser
capaces de reducir la velocidad de multiplicacion de las células del sistema inmune en el cuerpo
gracias a su capacidad inmunomoduladora... lo que reduciria la inflamacion y ayudaria a evitar
el rechazo de trasplantes y las enfermedades autoinmunes. (eurostemcell.org)

Otro posible uso que se esta investigando es el cotrasplante de SCU con MSC. En la tabla 1 observamos
como la cantidad de unidades formadoras de colonias aumenta si se cotrasplantan de CD34+ y MSC, con
respecto a un trasplante de CD34+ inicamente. Estos datos nos indican que las MSC podrian facilitar el
prendimiento de los PH, aumentando la velocidad del injerto.

CD34" MSC No. of colon mean No. of colon minimum No. of colon maximum
1
2x10° 1x 108 39-2+87* 26 48
2x10° . 72419 5 10
- 1x 108 0 0 0
- - 0 0 0
2
3x10° 5x10° 556+ 133" 43 77
3x10° - 142+2'4 10 16
- 5x10° 0 0 0
- - 0 0 0

*There were significant differences with and without MSC (p<0-01=).

Tabla 1. Comparacion del nimero de colonias en un bazo irradiado de ratén tras un trasplante de CD34+ y MSC 11
dias después. Hematology 2009 VOL 14 n° 3 125

Con los datos anteriormente expuestos podria concluirse, a pesar de la falta de estudios que determinen
definitivamente la superioridad de la SCU como fuente de células madre, y de la necesidad de nuevas
estrategias para mejorar la recuperacion hematologica y el prendimiento, que el cordon umbilical es una
fuente de células efectivas para el tratamiento de hemopatias, especialmente en pacientes sin un donante
relacionado compatible, permitiendo un trasplante rapido y eficaz que mejore el pronostico del receptor.
Por tanto, la preservacion de muestras de SCU en los bancos de sangre va a permitir, no solo la
posibilidad de un tratamiento 100% compatible para los pacientes que necesiten trasplantes
hematologicos, sino la continuacion de multitud de investigaciones en medicina regenerativa para futuras
terapias, contribuyendo finalmente a una mejora en la calidad de vida a nivel mundial.
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