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Resumen

Introduccién: La sangre de cordon umbilical (SCU) ha sido reconocida como una fuente de células madre
hematopoyéticas. Multiples estudios han sido realizados con el proposito de determinar variables maternas y
neonatales que afecten el volumen, el recuento total de células nucleadas y de células CD34+. El presente
estudio correlaciona variables maternas y neonatales con el recuento total de células nucleadas y de CD34+
medidas en uL (microlitro).

Materiales y Métodos:Estudio correlacional en el que se analizaron 50 muestras de sangre de cordén
umbilical de gestantes atendidas en dos IPS, una de Bogota vy otra de Ubaté, (Cundinamarca), durante un
periodo de 7 meses del afio 2013. La seleccién de estas muestras fue basada en un muestreo no
probabilistico. Se calcul6 el coeficiente de correlacién de Pearson con su respectiva significancia estadistica
entre las variables cuantitativas de la madre y del neonato, y el volumen, el recuento de células CD34+ y el
recuento total de células nucleadas por uL.

Resultados:Se encontré correlacién positiva entre la longitud del cordén y el recuento total de células
nucleadas. Asi mismo entre el volumen inicial de la muestra y el recuento total de células nucleadas v el
recuento de células CD34+ en pLy en mL (mililitro).

Discusién:Muiltiples estudios se han desarrollado entorno a la bisqueda de variables maternas y neonatales
que afectan la calidad de la muestra. En Colombia no se habian descrito las correlaciones encontradas en el
presente estudio. Es por ello, que el desarrollo de nuevos estudios con disefios analiticos sera enriquecedor.
Palabras claves: Células madre, antigeno CD34+, trasplante de células madre de sangre de cordén
umbilical (SCU), neonatal, materno, factores de riesgo.
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CORRELATION BETWEEN NEONATAL AND MATERNAL PHYSICAL
CHARACTERISTICS WITH TOTAL NUCLEATED CELL COUNT AND CELL
COUNT PER MICROLITER CD34+ IN CORD BLOOD

Abstract

Background: The cord blood has been recognized as a source of hematopoietic stem. Multiple studies have
been conducted in order to determine maternal and neonatal variables that affect the volume, total nucleated
cell count and CD34+ cells. This study correlated maternal and neonatal variables with the total nucleated cell
count and CD34+ cells measured by uL.

Materials and methods: Correlational study in which 50 samples of umbilical cord blood were analyzed
of pregnant women at two health institutions, one at Bogota and the other one at Ubaté, Cundinamarca, for
a period of seven months of 2013. The selection of these samples was based on a non-probability sample.
The Pearson correlation coefficient was calculated with their respective statistical significance between
quantitative variables of mother and newborn, and the volume, the count of CD34+ cells and the total
nucleated cell count measured by uL.

Results: Positive correlation between the length of the umbilical cord and the total nucleated cell count was
found. Similarly, correlation between total nucleated cell count with the initial volume and count of CD34+
cells in uL and mL was found.

Discussion: Several studies have been conducted around to look maternal and neonatal variables that affect
the sample quality, however, the Colombian literature has not described the correlation found in this study, so
it requires the development of new research with designs of analytical studies to establish associations
between the variables described.

Key words: Stem cells, antigens CD34+, umbilical cord blood cell transplantation, neonatal, maternal, risk
factors.

CORRELACAO ENTRE CARACTERISTICAS FISICAS NEONATAIS E MATERNAS
COM A CONTAGEM TOTAL DE CELULAS NUCLEADAS E CELULAS CD34 + POR
MICROLITRO NO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL

Resumo

Introducdo: O sangue do corddo umbilical (SCU) tem sido reconhecido como uma fonte de células-tronco
hematopoiéticas. Varios estudos tém sido realizados com a finalidade de determinar as variaveis maternas e
neonatais que afetam o volume e a contagem total de células nucleadas e células CD34+. O presente estudo
correlaciona as variaveis maternas e neonatais com a contagem total das células nucleadas e células CD34+
medidas em uL (microlitro).

Materiais e métodos: Estudo correlacional no que 50 amostras de sangue do corddao umbilical de
mulheres gravidas atendidas em dois IPs foram analisadas, uma em Bogota e outra em Ubaté
(Cundinamarca), durante um periodo de 7 meses do ano 2013. A selecdo destas amostras foi baseada em
uma amostragem néo probabilistica. O coeficiente de correlacdao de Pearson foi calculado com a respectiva
significancia estatistica entre variaveis quantitativas da mae e do recém-nascido, assim como o volume, a
contagem de células CD34 + e contagem total de células nucleadas por uL.

Resultados: Correlacio positiva foi encontrada entre o comprimento do corddo e a contagem total de
células nucleadas. Também entre o volume da amostra inicial e contagem total de células nucleadas e
contagem de células CD34+ em uL. e em mL (mililitro).

Discussao: Varios estudos tém sido desenvolvidos em torno da busca de variaveis maternas e neonatais que
afetam a qualidade da amostra. Na Colémbia néo tinham sido descritas as correlacdes encontradas no
presente estudo. E por esta razdo que sera gratificante o desenvolvimento de novos estudos com desenhos
analiticos.

Palavras-chave: Celulas-tronco, antigeno CD34+, transplante de células-tronco do sangue do cordéo
umbilical (SCU), neonatal, materno, fatores de risco.
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Introduccion

Desde la década de los ochentas se ha reconocido a la
sangre de cordon umbilical (SCU) como una fuente rica en
células madre hematopoyéticas, siendo estas de gran
utilidad en el manejo y tratamiento de desérdenes hemato-
logicos malignos y no malignos, desérdenes musculo
esqueléticos, endocrinos, enfermedades cardiovasculares,
inmunolégicas, trastornos neurolégicos, entre otros, razon
por lo cual se considera hoy en dia la necesidad de criopre-
servarla (1-8). Aunque se observan muchas ventajas en
comparacion con las muestras obtenidas de médula 6sea, la
mayor desventaja es el bajo recuento de células progenitoras
hematopoyéticas unido al volumen de la muestra obtenido
(7-10).

Hasta el momento, se ha tenido en cuenta el volumen vy el
recuento total de células nucleadas como variables principa-
les para la criopreservacion de las muestras (6,11-14). El
recuento de células CD34+ y el recuento total de células
nucleadas han sido utilizados como parametros para
evaluar la calidad de la muestra (9), siendo el recuento de las
células CD34+ el parametro para evaluar el potencial
hematopoyético de la muestra y el recuento total de células
nucleadas el indicador de resultados de trasplantes y por
ende de mortalidad (7,15-22). Un tratamiento efectivo
requiere una muestra de SCU con aproximadamente 2 —
2,5 X 107 células nucleadas por kg de peso (8,15,23-24) y
2 X 105 - 106 células CD34+ por kg de peso (6,19). Sin
embargo, solamente el 25% de las muestras recolectadas
con volimenes mayores a 80 ml contienen un adecuado
recuento celular para pacientes con pesos entre 50 y 70 kg
(15). Lo que sugiere que otras variables, a parte del volumen
de la muestra, influyen en el recuento total de células
nucleadas y de células CD34+.

Desde el primer trasplante realizado de células madre de
sangre de cordén umbilical (15, 25), multiples estudios se
han desarrollado en pro de optimizar el proceso de
seleccion del donante con el fin de encontrar correlacion
entre variables maternas y neonatales con la calidad de la
muestra (8,9,22,25), utilizando como unidad de medida los
mililitros, sin embargo, no hay ningtn tipo de informaciéon
en la que se estudien estas variables en uL (microlitro).

Materiales y Métodos

Diserio del estudio

Estudio correlacional que determina los factores fisiologicos
del neonato y patolégicos de base de la madre que se
correlacionan con la calidad de la muestra de SCU.

Correlacion entre caracteristicas fisicas neonatales y maternas

Poblacion vy tamario de muestra

50 mujeres gestantes, que asistieron a la Clinica El Bosque y
al Hospital El Salvador de Ubaté durante un periodo de 7
meses, comprendido entre mayo y noviembre del afo

2013.

Variables

Se tomaron como variables los datos clinicos maternos y
neonatales, tales como: edad de la madre, edad gestacional,
paridad, patologias maternas, via del parto; sexo, peso y
talla neonatal; caracteristicas fisicas del cordébn umbilical
como diametro y longitud, y peso de la placenta.

Procedimiento

Con previa aceptacién voluntaria de las gestantes y
familiares mediante la firma del consentimiento informado,
aprobado por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad El Bosque, se solicité la historia clinica de la
paciente a la institucion con el fin de obtener datos mater-
nos, obsteétricos y fetales. En el momento del parto y
después de la obtencién de la muestra de SCU, los investi-
gadores tomaron los datos del neonato tales como; talla,
peso, diametro y longitud de cordén umbilical y peso de la
placenta.

Posteriormente, se trasladéd la muestra al banco de células
madre en una nevera de icopor a una temperatura de -4
grados centigrados (-4°C) en un tiempo no mayor de 36
horas, en donde se proces6 determinando el volumen y el
recuento leucocitario a través del hemocontador automati-
zado BC 2800 (Mindray, High tech industrialm Park,
Nahnshan, China).

El recuento de células CD34+ por citometria de flujo se
realiz6 en el citbmetro FACSCantoll (Becton Dickinson
USA), con el moédulo de aplicacion clinica, basados en el
protocolo ISAGHE (Figura 1), en un tiempo no mayor a 36
horas. La configuraciéon del equipo previa al montaje de las
muestras, se realiz6 con BD FACS 7-colorbSetup Beads,
seguido por la optimizacion (spillover), al ser satisfactorios
los controles se procedi6 al montaje de las muestras.
Siguiendo las instrucciones suministradas del BD™ Stem
Cell Enumeration Kit se prepararon las muestras, agregan-
do 20 ul de CD45 FITC/CD34 PE, 20 ul de 7-
aminoactinomycin D (7-AAD) y 100 uL de muestra,
mezclado e incubando durante 20 minutos en oscuridad. Al
finalizar el tiempo de incubacion se agregd 2 ml de solucion
de lisis (Cloruro de amonio - NH4CI), vortex e incubacion
por 10 minutos.

La informacién obtenida tanto de la madre como del recién
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Figura 1. Gréficos de puntos obtenidos en el médulo de aplicacién BD SCE de BD FACSCanto software clinico.

nacido fue documentada en el formato de recoleccién de
datos, y posteriormente, procesada en el programa
estadistico Excel version 2007, siguiendo con la importa-
cion de los datos al programa estadistico informéatico SPSS
version 20.0 con licencia para el Banco de Células Madre de
Colombia.

Durante la ejecucion de este proyecto se tuvieron en cuenta
las normas cientificas, técnicas, administrativas y éticas para
la investigacion en salud establecidas en la resolucion No.
8430 de 1993 del Ministerio de Salud, la cual cataloga este
estudio como “Investigacion de riesgo minimo”, contem-
plando el titulo I, capitulos I y titulo I, capitulo 1, articulo 11,
para la investigacién en humanos.

Anaélisis de los datos

Se realiz6 un andlisis descriptivo de la informacion, a través
del célculo de medidas de tendencia central para las
variables cuantitativas, y porcentajes y frecuencias para las
variables cualitativas. Posteriormente, se calcul6 el
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coeficiente de Pearson con su respectivo nivel de significan-
cia para las variables cuantitativas de la madre y el neonato
frente a los marcadores de calidad; a saber, el recuento total
de células CD34+, el recuento total de células nucleadas y el
volumen inicial de la muestra, todas medidas en microlitros.
Para determinar diferencia de medias del recuento total de
células CD34+y el recuento total de células nucleadas segin
sexo y paridad, se calculo la prueba estadistica t de student
con su respectivo nivel de significancia.

Resultados

Un total de 50 muestras fueron analizadas. La edad
promedio de las gestantes fue de 24,4 + 5,7 afos y la edad
gestacional promedio de 38,7 = 5,1 semanas. El peso
promedio del neonato de 3118,6 £ 371 gr y la estatura
promedio 49,9 + 2,3 cm. El peso promedio de la placenta
de 562 + 108 gr, la longitud del cordén umbilical de 52,3 +
13 cm y el didmetro del cordon umbilical de 1,2 + 0,3 cm
(Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas cuantitativas fisiolégicas del neonato y patolégicas de las gestantes estudiadas

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DEL NEONATO Y PATOLOGICAS DE LAS GESTANTES ESTUDIADAS, 2013

(N = 50)
Mediana Detsiw? cion Valor minimo Valor méaximo
pica

Variable Parametro de medicion Media

Peso placenta gramos 562 550,0 108,9 310 850

Diametro cordén centimetros 1,22 1.2 0,3 0,7 2

Talla recién nacido centimetros 49,92 50,0 2,3 43 57

Segln el tipo de atencion del parto, el 71% fue via vaginal, el
27% cesérea y un 2% parto vaginal instrumentado. Segun el
sexo de los neonatos, el 58% fueron masculinos y el 42%
femeninos.

El volumen promedio de la muestra inicial fue de 41,4 + 23

Tabla 2. Caracteristicas fisicas v celulares de las muestras analizadas

ml y el recuento total promedio de células nucleadas de
564.359.432,7 + 343.748.601,9. El recuento promedio
de células CD34+ fue de 1.890.502 + 1.525.099,2. De
igual forma, el recuento total promedio de células nucleadas
y CD34+ por uL (microlitro), fue de 7.138,0 + 2.659,6 y
22,47 £ 13,6 respectivamente. (Tabla 2)

CARACTERISTICAS FiSICAS Y CELULARES DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

(N = 50)

Variable Parametro de mediciéon Media

41,4630

Volumen inicial mililitro

Mediana

Desviacién

i Valor minimo Valor méaximo
pica

Recuento células

células/microlitro 7138
nucleadas

Recuento celular células/microlitro

564359432,74

472815197,0

7250,0 2659,6 1800 12600

343748601,9 105658537 1582197749

total de la muestra.
Recuento celular N

é 22,4
CD344+ células/microlitro 47

células/microlitro
de la muestra.

Recuento celular 1890502,58

total CD 34+

1470174,5

20,3 13,7 2,09 56,3

1525099,3 5861326

Se encontré correlacion positiva, moderada, entre la
longitud del cordén y el recuento total de células nucleadas
por uL (microlitro) r= 0,363 (p < 0,05). Asi mismo, se hallé
una correlacion positiva fuerte, entre el volumen inicial de la
muestra y los recuentos totales de células nucleadas r: 0,82
(p<0,05); recuento total de células nucleadas en mililitro
(mL) y el recuento de células CD34+ en microlitro (uL) y
mililitro (mL) respectivamente, r: 0,71 (p=0,015)

Sin embargo, no se encontré correlacion entre el recuento
total de células nucleadas en microlitro con el peso de la

placenta (p=0,520), el diametro del cordén (p=0,937), la
talla del bebé (p=0,441), el peso del bebé (p=745), la edad
gestacional (p=0,612), el sexo (p=0,343), la paridad
(p=0,704), ni con la edad materna (p=0,119). Tampoco, se
encontré correlacion entre las variables maternas y
neonatales con el recuento de células CD34+ por uL
(microlitro) tales como: edad materna (p=0,482), edad
gestacional (p=0,786), peso de la placenta (p=0,558),
longitud (p=0,114) y didmetro del cordén umbilical
(p=0,854), talla del bebé (p=896), peso del bebé (p=488),
sexo (0,658), ni con la paridad (0,777). (Tabla 3)
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Tabla 3. Nivel de significancia de variables cuantitativas maternas y neonatales. Los resultados de la gréafica se obtuvieron a través del calculo de
coeficiente de Pearson con su respectivo nivel de significancia para las variables cuantitativas y para las variables cualitativas se utilizé la prueba
estadistica t de student de igual forma con su respectivo nivel de significancia.

Variable Recuento Recuento
células nucleadas celular CD34+
Edad materna 119 482

Peso de la placenta

Longitud del cordéon ,010 114

Diéametro del cordon

Edad gestacional 612 786
[ Talla bebe 441 ,896
Peso bebe 745 488

Variable Recuento Recuento
células nucleadas celular CD34+
Sexo 0,343 0,658
Paridad 0,704 0,777
Volumen ,002 ,015

Recuento células nucleadas (ul)

Recuento celular total (ml) ,000 ,000

Recuento celular CD34+ (ul)

Recuento celular total CD4+ (ml) ,000 ,000

De las muestras tomadas solamente se detectaron 4
gestantes con infeccién de vias urinarias (8%) y una gestante
con diabetes mellitus tipo 2 (2%). Otro tipo de patologias y
situaciones maternas, tales como, asma cronica, epilepsia
primaria, incompatibilidad RH, hipertensiéon arterial
cronica, ruptura prematura de membranas, vaginosis
bacteriana y parto prolongado fueron reportadas. Dado la
baja presentacion de patologias maternas en la muestra, no
fue posible realizar la prueba estadistica para encontrar
diferencias entre ellas y el recuento total de células nucleadas
yde células CD34+ en uL (microlitro).

Discusién

En el presente estudio se encontrd correlacion entre el
volumen inicial de la muestra, con el recuento total de
células nucleadas y el recuento de células CD34+, encon-
trando que a mayor volumen mayor recuento de células
CD34+ (p=0,015) y recuento total de células nucleadas
(p=0,002), hallazgos ya descritos en la literatura(9). Por otro
lado, se encontr6, que de las variables neonatales, la
longitud del cordén fue la tnica que se correlacioné con el
recuento total de células nucleadas y no hubo ninguna otra
correlacion entre las demés variables maternas o neonatales
analizadas como via del parto, peso materno, edad
gestacional, peso de placenta, peso del bebé datos que
contrastan en cuanto a que el peso del neonato al momento
del nacimiento es el principal factor neonatal que afecta el
Numero de CD34+ y Recuento de células nucleadas (7-
10,22,26-31). Llama la atencién el hecho que se hubiera
encontrado correlacién solamente entre la longitud del
cordon umbilical y el recuento total de células nucleadas y no
también con el recuento de células CD34+, teniendo en
cuenta, y segun los resultados del presente estudio, la
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existencia de correlaciéon entre estos dos marcadores de
calidad, inquietudes que valen la pena tener en cuenta para
préximas investigaciones.

Todos estos estudios tienen como objetivo buscar factores
que afecten la calidad de la muestra, y permitan a los bancos
de sangre de cordon umbilical ser mas eficientes en la
seleccién de donantes adecuados, y asi, mejorar la
oportunidad en la utilizacién de unidades de sangre de
cordén umbilical para lograr resultados clinicos satisfacto-
rios en aquellos pacientes a los que se les realice trasplante
con células madre de SCU.

Las limitaciones del presente estudio comprenden el
pequefio nimero de pacientes incluidos. A pesar de no ser
una muestra grande de pacientes, consideramos que
nuestros hallazgos aportan evidencia adicional relacionada
con la necesidad de tomar muestras de gran calidad y
volumen que conlleven a recuentos altos de células madre
hematopoyéticas, sin embargo, consideramos que es
necesario ampliar el nimero de muestras para confirmar
estos hallazgos en maternas colombianas. En la literatura
colombiana no se ha descrito la correlacion encontrada en
este estudio ni otro tipo de resultados respecto al objetivo de
este estudio, por lo que se amerita el desarrollo de nuevas
investigaciones con disefios de estudios analiticos que
permitan establecer asociaciones entre las variables
descritas.

En conclusién, los hallazgos del presente estudio confirman
la correlacion entre el volumen inicial de la muestra, con el
recuento total de células nucleadas y la correlacién entre la
longitud del cordén v el recuento total de células nucleadas
en UL (microlitro).
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