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Resumen

CAPITULO |

1. RESUMEN

INTRODUCCION

La paralisis cerebral (PC) se puede presentar como consecuencia de una
hipoxia perinatal severa, la cual deja una dano cerebral permanente en 50% de
los recién nacidos prematuros que sobreviven este evento.

La terapia celular es una opcién terapéutica potencial para la PC, la cual
se cree que funciona a través diversos mecanismos, los cuales incluyen la
inmunomodulacién a través de citocinas (C) y de la secrecion de factores de

crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 18 pacientes con PC con el fin de evaluar la seguridad de la

aplicacion intratecal (IT) e intravenosa (V) de células nucleadas totales (CNT)
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Resumen

derivadas de médula 6sea (MO) aut6loga después de la estimulacién con factor
estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G).

Se evalué clinicamente las areas motora gruesa y fina, cognitiva, de
comunicacién, personal-social y adaptativa por medio de una prueba validada
llamada Inventario del Desarrollo de Battelle (IDB). Se realizaron tres
evaluaciones en cada paciente, la primera previa al procedimiento, y después a
los 30 y a los 180 dias. También se llevaron a cabo estudios de resonancia
magnética nuclear (RMN) antes del procedimiento y uno de control 6 meses
después del tratamiento.

El estudio fue registrado en ClinicaTrials.gov (NCT01019733).

OBJETIVOS

Evaluar la seguridad del implante autélogo de CNT de MO en nifios con
lesion cerebral secundaria a un mecanismo de hipoxia/isquemia (H/I), y que,
basado en el IDB, pueden mejorar en su desarrollo neurolégico, lo que
finalmente se puede traducir a su vez en mejoria de su calidad de vida [1, 13-16,

18-22, 29-30, 34-35].



Resumen

RESULTADOS

Se implantaron intratecalmente una mediana de 13.12 x 10%® de CNT
(rango de 4.83 a 53.87), incluyéndose 10.02 x 10° de células CD34+ (rango de
1.02 a 29.9), en un volumen de 7 mL (rango de 4 a 10.5). El resto de las células
obtenidas del aspirado de médula 6sea fue administrado IV, 6.01 x 108 de
CNT (rango de 1.36 a 17.85), con 3.39 x 10° de células CD34+.

Los efectos adversos (EA) agudos incluyeron cefalea, vomito, fiebre y
rigidez de nuca, la cual ocurri6 en 3 pacientes. No se documentd ninguna
complicacion seria.

Se observé un incremento total de 4.7 meses en la edad de desarrollo de
acuerdo al IDB, incluyendo todas la areas de evaluacion (xSD 2.63). No se

encontraron cambios en las RMN realizadas en el seguimiento de los 6 meses.

CONCLUSIONES

La aplicacion subaracnoidea de CNT derivadas de MO autéloga en nifos
con PC es un procedimiento seguro. Los resultados obtenidos sugieren un
posible incremento en la funcién neuroldgica, los cuales deberan ser probados

con estudios comparativos.



Introduccidén

CAPITULO I

2. INTRODUCCION

La hipoxia/isquemia (H/I) es una alteracion cerebral debida a la ausencia o
disminucién del suplemento de oxigeno y representa la principal causa de dafo
neuroldgico en recién nacidos. La H/l perinatal ocurre en 1-2 de cada mil nacidos
vivos. Cerca del 50% de los recién nacidos pretérmino que sobrevivan quedaran
con un dafno cerebral permanente, debido a este tipo de lesién. Las secuelas
neurolégicas incluyen paralisis cerebral (PC), epilepsia y déficit cognitivo [1]. La
PC es la mas grave de estas secuelas y consta de 4 componentes principales:
1) trastornos en el movimiento y en la postura, 2) los cuales son el resultado de
una anormalidad cerebral, 3) adquirido en una etapa temprana de la vida y, 4) es
una condicion estatica en el momento que se diagnostica [2].

Sin embargo, una amplia gama de enfermedades pueden causar PC
como anomalias cerebrales del desarrollo, enfermedades genéticas vy
padecimientos traumaticos o infecciosos.

La PC puede ser dividida en dos grupos fisioldgicos, con el fin de hacer un

mejor diagnostico y tratamiento, el tipo piramidal (término usado
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predominantemente en pacientes con espasticidad), y el tipo extrapiramidal
(corea, atetosis, distonia y ataxia). Para poder diferenciar los subgrupos de PC
espastica, los sistemas de clasificacién frecuentemente se refieren al lugar o
topografia de la funcibn motora anormal, donde la paraplejia, hemiplejia, triplejia,
doble hemiplejia o cuadriplejia se refieren al involucro de las extremidades
inferiores, extremidades superiores e inferiores de un solo lado, ambas
extremidades inferiores y una extremidad superior, las cuatro extremidades o el
involucro severo de las cuatro extremidades, respectivamente. Ademas, los
ninos con PC pueden presentar epilepsia, pérdida auditiva, discapacidad visual o
autismo. Alrededor del 40% de los niflos con hemiplejia tienen habilidades
cognitivas normales, mientras que la mayoria de los nifos con cuadriplejia tienen
una discapacidad cognitiva severa. De acuerdo a lo reportado por diversos
autores, no existe asociacion entre el nivel cognitivo y la localizacion del dafo
cerebral (izquierdo o derecho).

Otros problemas relacionados en pacientes con PC es la alimentacién.
Mas del 90% tienen una disfuncién oral motora clinicamente significativa. Un
tercio de los niflos con cuadriplejia espastica requieren asistencia en la
alimentacion [2].

Debido a que existen diversos aspectos que tienen que ser descritos en
esta patologia, Blair y Stanley han propuesto hacer de la PC un término mas
especifico, especialmente para estudios epidemiolégicos. Por esta razdn los
investigadores deben: (1) definir la severidad usando una medida validada como

el Sistema de Clasificacion de la Funcidon Motora Gruesa, “Gross Motor Function
5
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Classification System”, (por sus siglas en inglés, GMFCS) [3]; (2) especificar el
limite de mayor edad de los casos adquiridos después del nacimiento; (3)
desarrollar criterios de inclusién y exclusién relacionados a anormalidades
cromosomicas, genéticas y metabdlicas conocidas; (4) definir la edad de certeza
del diagnéstico después de la cual uno no esperaria resolucién del problema o
cambio en el diagnéstico; y, (5) definir la edad minima de inclusién de un nifio en
un registro o sistema de vigilancia en el caso de que el paciente muera antes de
la confirmacion del diagnostico [4].

La severidad de la PC es altamente variable, por lo que debe ser descrita
utilizando una herramienta validada, tomando en cuenta todas sus dimensiones.
El Inventario de Desarrollo de Battelle, “Battelle Developmental Inventory” (IDB),
esta disenado para nifnos entre 6 meses y 8 anos de edad, y cuenta con un
namero de caracteristicas deseables, incluyendo subgrupos de habilidades
como: motora fina y gruesa, lenguaje receptivo y expresivo, habilidades
adaptativas, personales-sociales y cognitivas. Cuenta ademas con un rango de
corte y puntuaciones equivalentes a la edad, asi como con estandarizacion
internacional [5]. Esta escala es util para abordar tanto a nifios sanos como
enfermos, y ha sido considerada como parametro en la validacion de nuevas
escalas [6-8].

Etiol6gicamente, la mayoria de las variables involucradas en la PC son
una combinacién de factores que se presentan incluso antes de la labor de
parto, implicando que ésta pueda no ser causada por una sola perturbacién, sino

por la interaccién de diversas condiciones relacionadas. Debido a que el cerebro
6
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responde a los insultos en un numero limitado de forma, una de las hipotesis
apunta hacia factores inflamatorios que causan dafio en la sustancia blanca,
proponiendo que la asfixia provocada por una infeccidbn materna (como del tracto
urinario), y la corioamnioitis puedan estar relacionadas a la PC a través de un
mecanismo comun [2]. El peso extremadamente bajo y el peso muy bajo al
nacer, la prematurez, el embarazo multiple, la reproduccion asistida y las causas
genéticas, son otros de los factores de riesgo prenatales y perinatales
que pueden causar PC. Se han descrito dos asociaciones importantes:
1) leucomalacia periventricular con prematurez, 2) dafno en ganglios basales con
encefalopatia por asfixia en neonatos a término [2]. La leucomalacia
periventricular es la forma Unica mas comun de PC, y puede ser debida en parte
a una pérdida perinatal de oligodendrocitos y sus precursores [9-12].

Es importante enfatizar que debido a que la evidencia acumulada sugiere
que la mayoria de esto insultos ocurren en utero, su prevencién puede ser dificil
y, por lo tanto, se deben de desarrollar estrategias de regeneracion para reducir
la morbilidad asociada con estos eventos [1].

Por otro lado, el cerebro tiene la habilidad de usar otras areas de la
corteza cerebral con el afan de mantener su funcionalidad cuando es dafado por
cualquier insulto. Este atributo es llamado plasticidad [1], y se ha observado
tanto en ninos como adultos. Existe evidencia que la recuperacién después de
una tromboembolia cerebral es debida, en parte, a esta plasticidad cerebral y a

su reorganizacion [13].
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Durante la ultima década, la biologia de las células hematopoyéticas (CH)
ha alcanzado nuevos horizontes, particularmente en padecimientos que
conllevan un dafo organico permanente y, donde aun no existen estrategias
terapéuticas determinantes, de tal forma que ha generado interés en distintas
areas médicas. Un area donde la terapia celular ha generado esperanzas es en
el campo de la neurologia. Las propiedades reparativas, regenerativas vy
replicativas de las CH han demostrado que pueden ser un tratamiento potencial
en diversos padecimientos neurolégicas [14].

Hay diversos tipos de células madre o células tallo (CT) adultas,
incluyendo las CH, o células CD34+, y las mesenquimales (MSC) o células
CD133+. Estas pueden obtenerse de diversas fuentes como la médula 6sea
(MO), tejido adiposo y sangre de corddn umbilical [15].

Asi mismo, estudios recientes han demostrado que el cerebro del adulto
tiene la habilidad de producir neuronas nuevas ya que existen células madre
neurales (CMN) en las areas subventriculares y subgranulares del giro dentado,
pero el cerebro neonatal pudiera tener una habilidad mayor para producir células
nuevas que el mismo cerebro del adulto. La division celular es aumentada por
dano isquémico, y las células recién producidas son integradas a la red neuronal
y participan en la recuperacién del déficit neuronal [13, 16, 17]. Las células de la
glia, la cuales son también vulnerables a el dafo hipdxico en el cerebro
inmaduro, juegan un papel activo en la funcién cerebral. Ademas, la microglia
aumenta la proliferacion de las CMN y su subsecuente migracién al area danada

por medio de la excrecién de factores de difusion. Hayashi y sus colaboradores
8
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investigaron como las CMN pueden diferenciarse no solo en neuronas, sino en
células de la glia [13]. La sustancia blanca y sus residentes, progenitores de los
oligodendrocitos, son también especialmente vulnerables al dafo cerebral
perinatal [1]. Por lo tanto, la neurogénesis por si sola debe ser insuficiente para
restaurar apropiadamente el desarrollo cerebral.

Es por todo esto que se han propuesto métodos para aumentar la
reorganizacion cerebral a través de la estimulacion de procesos end6genos por
medio de la manipulacién farmacoldégica o molecular, la terapia génica, las
estrategias de rehabilitacién y conductuales, y la provisién de nuevos sustratos
para la recuperacién como el trasplante celular [18].

Una reparacién efectiva del sistema nervioso central (SNC) requiere no
solo de crecimiento axonal provisto por la presencia de precursores neurales,
sino también de células capaces de crear el microambiente que promueva el
crecimiento y mielinizacion de las fibras nerviosas [19]. Existe evidencia
acumulada que demuestra que la aplicacion de CH en el cerebro puede
incrementar factores que potencien el crecimiento de axones y que generen
neuronas activas en el paciente. Las CH embrionarias tienen capacidad de
tomar el fenotipo glial convirtiéndose en el armazén de células requerido por las
neuronas (por ej. astrocitos, oligodendrocitos) una vez que han sido aplicadas en
el sitio donde hubo dafo [14]. Las CH indiferenciadas secretan una variedad de
factores que estimulan el crecimiento axonal, promoviendo el arresto de la
cicatriz glial, remplazando las estructuras no neuronales como los vasos

sanguineos, y mediando la respuesta inflamatoria. Este potencial reparativo de
9
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las CH trasplantadas puede mejorar la evolucion de enfermedades neurolégicas.
Pero no solo las CH embrionarias son capaces de producir esta mejoria, ya que
se ha reportado recientemente que las células madre o tallo de la médula 6sea
(CTMO) son capaces de desarrollarse en astrocitos, microglia, macroglia y
neuronas, tanto in vitro, como in vivo [20-23].

Existe diversas publicaciones cientificas que demuestran en estudios
animales este potencial reparativo descrito anteriormente. En el 2002, Li y sus
colaboradores reportaron mejoria en la recuperacién funcional en ratas después
de dos semanas de la oclusion de la arteria cerebral media cuando a éstas se
les habia administrado una inyeccion intravenosa de CTMO humanas un dia
después del evento isquémico [24]. Hayashi y sus colaboradores, en el 2005,
estimaron que, sin ningun tratamiento, el 0.2% de la neuronas danadas son
reemplazadas por nuevas células en ratas adultas previamente sanas después
de haber sufrido un dano isquémico, mientras que la produccién y migraciéon de
CMN en ratas recién nacidas era del 23.8% [13]. Felling y sus colaboradores, en
el 2006, demostraron en un modelo de rata con PC que las CMN tienen el mayor
potencial de regenerarse no solo en células neurales, sino también en microglia,
necesarias para reconstruir completamente la funciéon cerebral. Ellos también
demostraron que después de un dano H/l, hay una mayor proliferacion celular en
la zona medial subventricular [1].

Por otra parte, pareciera ser que este tipo de tratamientos son mas
efectivos en pacientes con dafno agudo, mas que en pacientes con dafo crénico.

Sin embargo, es posible que las CT puedan actuar de manera favorable en un
10
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contexto de dafo crénico, reemplazando células nerviosas, aun cuando solo
haya un reemplazo a pequefia escala, siendo éste significativo, de tal modo que
haga las conexiones neuronales ya existentes mas efectivas, o promoviendo la
generacion de nuevos vasos sanguineos [25].

Se han llevado a cabo estudios clinicos que evaltan el uso de CT en
adultos con diversas patologias neuroldgicas, incluyendo esclerosis lateral
amniotrofica (ELA), dafo cerebral isquémico, esclerosis multiple (EM) y
enfermedad de Parkinson. La mayoria de los estudios clinicos que se han
realizado o que estan llevandose a cabo en la actualidad se enfocan en el uso
de células aplicadas por via intravenosa (IV), sustentados en que éstas células
tienen una capacidad de “homing” (por su nombre en inglés) o “anidacion”, asi
como en la secrecién de citocinas (C), factores de crecimiento y en mecanismos
de reparacion por medio de inmunomodulacién [26-28].

Gordon y sus colaboradores, en el 2004, realizaron un estudio controlado
doble ciego con placebo en 39 pacientes con Enfermedad de Parkinson, en
quienes se llevo a cabo la implantacién de células embrionarias dopaminérgicas,
comparandose la respuesta clinica, encontrandose que quienes recibieron el
implante mejoraron en sus habilidades motoras comparados con aquellos que
solo recibieron placebo durante la cirugia, realizando evaluaciones posteriores a
los 4 y 12 meses después del procedimiento [29].

En el 2005, Mehta y sus colaboradores reportaron las dificultades que
tuvieron y los efectos colaterales después de la evaluacion de 180 pacientes en

quienes se llevd a cabo una infusion intratecal (IT) de CH de MO, encontrando
11
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cefalea en 96 (53.3%), fiebre de baja graduacion en 4 (2.2%) y meningismo en 2
(1.1%). La mejoria neuroldgica se demostré en 31.67% de los pacientes. La
aplicacién subaracnoidea de CH en enfermedades neuroldgicas tiene un mayor
potencial y es relativamente seguro y facil de realizar, mientras que se sugirié
que aparentemente no hubo efectos secundarios a largo plazo [14].

Se ha encontrado que después de introducir CH en el espacio
subaracnoideo de la médula espinal, éstas células pueden ser transportadas por
el liquido cefalorraquideo (LCR) mas eficientemente a la zona del dafio, cuando
se compara con la ruta de aplicacion IV, teniendo ésta ultima un acceso limitado
al SNC, debido a la barrera hematoencefalica [30]. La administracion IT de CH
€s segura, menos invasiva y un procedimiento conveniente que no involucra una
cirugia [14]. Existen estudios publicados acerca de la seguridad de la aplicacién
de la células en el espacio subaracnoideo por medio de una inyeccion IT, con
diversos tipos de células, diferentes métodos de procuracién de las mismas y
con distintas dosis administradas, todos ellos con rangos aceptables de efectos
adversos (EA) [14, 27, 31, 32]. Algunos de estos estudios estan enfocados en la
investigacion de tipos celulares estrictamente seleccionados e inducidos,
incluyendo células MSC, CT preneurales, combinadas con técnicas de
expansion in vitro. Sin embargo, estos procedimientos conllevan requerimientos
tecnoldgicos avanzados, los cuales se encuentran fuera del alcance del mundo
en desarrollo.

No se encontr6 en la literatura médica cientifica, ni en protocolos clinicos o

reportes en donde se administren de manera IT las CH derivadas de MO
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autologa, estimulada con factor estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G)
para el tratamiento de pacientes pediatricos con dafo cerebral por H/l. Sin
embargo, existe un marco tedrico adecuado para sustentar que este tratamiento
es seguro para los pacientes, y que puede inducir resultados superiores cuando
se le compara con los tratamientos que existen en la actualidad, los cuales se
basan solo en rehabilitacion fisica y medidas paliativas. Aunado a esto, hay
suficiente informacién para argumentar que este tratamiento sera de utilidad en
pacientes pediatricos, ya que podria ayudarles a mejorar su calidad de vida. Por
esta razén, se consideré de suma importancia llevar a cabo un estudio
prospectivo que describa los posibles beneficios y las complicaciones al usar

esta terapia en pacientes de nuestro medio.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

La aplicacion intratecal de células nucleadas totales derivadas de médula
Osea autbloga es segura y mejora la evolucion neuroldégica en pacientes

pediatricos con paralisis infantil, segun el Inventario de Desarrollo de Battelle.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la seguridad del implante autélogo de células nucleadas totales de
médula ésea en nifos con lesidn cerebral secundaria a un mecanismo de

hipoxia/isquemia.

Objetivos especificos
e Evaluar la seguridad de la aplicacién de células nucleadas totales
(CNT) de médula 6sea (MO) por via intratecal (IT) en pacientes
pediatricos con PC.
e Evaluar de forma preliminar la eficacia por medio del Inventario de

Desarrollo de Battelle (IDB).
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CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

A. Diseino Metodoldgico del Estudio
e Experimental
e Longitudinal
e Descriptivo
e Prospectivo
e No comparativo

e No ciego

B. Tipo de Estudio:

e Cohorte

C. Poblacion de Estudio:
a. Numero de pacientes: Se incluyeron 18 pacientes, a conveniencia
del investigador, ya que es la primera vez que se evalla la

seguridad del método en este tipo de pacientes, por lo que no se
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requiere un numero grande de ellos. Los pacientes fueron
clasificados en grupos dependiendo del IDB.

b. Caracteristicas de la poblacion: Se invitd a participar a los
pacientes con diagnéstico de lesién cerebral secundaria a un
mecanismo de H/I, con cerebro previamente sano (asfixia perinatal,
ahogamiento, lesién por trauma craneal o paro cardiorrespiratorio
de cualquier etiologia), de 1 mes a 8 anos de edad, sin importar la
edad al momento de la lesion, el tiempo transcurrido posterior a la
lesion, ni las terapias, diferentes a la nuestra, recibidas
previamente.

c. Criterios de inclusion:

i. Pacientes con dano cerebral H/l, de 1 mes a 8 anos de
edad, sin importar la edad al momento de ocurrir el dafo, el
tiempo transcurrido posterior al dafo o terapias recibidas
previamente diferentes a la nuestra.

d. Criterios de exclusion:

i. Pacientes con enfermedades neurodegenerativas o
enfermedades autoinmunes.

ii. Pacientes con infeccion activa en cualquier 6rgano o tejido
al momento de entrar al estudio, durante el inicio de la
estimulacion con el FEC-G o antes de iniciar el
procedimiento.

iii. Pacientes que no firmen el consentimiento informado.
17
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e. Criterios de eliminacion:

i. Pacientes con anormalidades meningeas.

ii. Pacientes que no acudieran a las valoraciones
subsecuentes a los 30 y 180 dias después del
procedimiento.

iii. Pacientes que mueran de causas relacionadas a su
enfermedad neurolégica dentro de los siguientes 180 dias
después del procedimiento.

iv. Pacientes que sean diagnosticados con enfermedades
neurodegenerativas o autoinmunes después de realizado el
procedimiento.

v. Pacientes quienes no toleraran la estimulacion con FEC-G,
ya sea por mala aplicacién, por la falta de ella o por
reacciones adversas severas al mismo.

vi. Pacientes que decidan abandonar el estudio.

f. Meétodo de reclutamiento: A través de la pagina de internet de los
Institutos Nacionales de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de

los Estados Unidos de América, www.clinicaltrilas.gov, siendo el

lugar de referencia el Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

D. Descripcion del Diseno:
Al reclutarse el paciente, se le clasific6 dependiendo de la edad y

puntuacion global del IDB. Se realizé una evaluacion de su estado fisico
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(tipo de PC, presencia o no de espasticidad y convulsiones). Se estimul6
la MO con FEC-G a 10ug/Kg/dia por 4 dias consecutivos. Bajo sedacién,
en el quir6fano ambulatorio de la sala de hemodinamia del Departamento
de Radiodiagndstico, el 5° dia se realiz6 el aspirado de MO a razén de
8mL/Kg de peso. El paciente pasé a la sala de recuperacién, mientras que
la cosecha de MO se procesaba en nuestro laboratorio, separando el
plasma, del paquete globular (PG) y la capa de blancos (CB) o “buffy coat”
(por su nombre en inglés). Al terminar el proceso en el laboratorio, el
paciente volvi6 a quir6fano donde se transfundi6 el PG via IV. Y
nuevamente bajo sedacion, se realizd una puncidon lumbar, se
recolectaron 5 mL de LCR para su estudio citoquimico y cultivo
bacteriolégico. Posteriormente se infundi6 el concentrado de CNT por via
IT. Se realizaron evaluaciones a los 30 y 180 dias con el IDB
(comunicacién, cognitiva, personal-social, motora y adaptativa) y se
compard con los datos iniciales.

La figura 1 muestra el cronograma de actividades realizadas en los

pacientes incluidos en el estudio.

Figural. Protocolode actividades realizadasen el estudio.

C-GSF 2daevaluacion
Dia-5 Dias-4a-1 Dia0 Almes i]ls;(:
lera evaluacion Recoleccion de MO SsieElnadsn
y RMN y aplicacion de CNT
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E. Evento de Interés y Diferentes Variables:

El evento de interés fue el procedimiento de terapia celular, el cual

incluyé la estimulacién de la MO con FEC-G, la cosecha de la MO, su

procesamiento en el laboratorio y la aplicacién de las CNT por via IT.

a. Criterios de éxito:

Se defini6 como procedimiento seguro si el paciente no
presentaba efectos secundarios graves posterior a todo el
procedimiento, tanto agudos, como crénicos.

Se defini6 como mejoria clinica el incremento
estadisticamente significativo en la puntuaciéon en las 5
diferentes areas evaluadas por el IDB, ademas de la
mejoria en el estado fisico del paciente en cuanto a su

espasticidad y convulsiones.

b. Criterios de fracaso:

Presencia de complicaciones graves secundarias al
procedimiento.
Disminucion estadisticamente significativa o ausencia de

cambios en la puntuacién del IBD.

F. Métodos de Evaluacion:

a. Descripcion de los métodos principales.-

Evaluacion inicial
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Se les explic6 detalladamente a los padres o tutores de los
pacientes los riesgos de los procedimientos que estaban incluidos
en el estudio y se solicité su autorizacién por medio de un formato
de consentimiento informado (Anexo 10.1., Capitulo X).

Previo al inicio de la estimulacion de la MO, se realizé una
evaluaciéon exhaustiva a cada paciente, la cual consisti6 de un
examen fisico, cuenta celular sanguinea por medio de una
biometria hematica (BH) y un perfil bioquimico de 24 elementos,
(funcidn renal y hepatica), ademas de un perfil basico para donador
de trasplante, el cual incluyé anticuerpos contra el virus de la
inmunodeficiencia humna, anticuerpos contra hepatitis B y C, y
pruebas de tamizaje o cribado para detectar sifilis y brucelosis.
Posteriormente, se realizé una evaluaciéon neuroldgica por medio
del IDB, la cual evalué su edad mental en meses, asi como su
desempefio en 5 las areas ya mencionadas. Ademas, se realiz

una resonancia magnética nuclear (RMN) simple de cerebro.

Estimulacion y recoleccion de la MO

Una vez terminada la evaluacién general y firmado el
consentimiento informado, se inici6 la estimulacion para la
multiplicaciéon de CH dentro de la MO, para lo cual se administré de
manera ambulatoria a todos los pacientes seleccionados 10

Mg/kg/dia por 4 dias de FEC-G por via subcutdanea en dias
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consecutivos. La cuarta y ultima dosis se aplicé 24 horas antes del
inicio del procedimiento.

Se realizd una nueva BH al paciente el dia del procedimiento
(52 dia), y previo a la extraccién de la MO con el fin de conocer el
nuamero de glébulos blancos en la sangre periférica del paciente, lo
cual indica la respuesta del paciente al FEC-G, antes de proceder
a recolectar la MO.

La extraccion se llevo a cabo en la sala de hemodinamia del
Departamento de Radiodiagnéstico del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez”, bajo sedacién con propofol IV a 2.5
mg/kg, analgesia sistémica con buprenorfina a dosis de 5ug/kg y
anestesia local con xilocaina al 2%. Se colocd al paciente en
decubito ventral y previa asepsia y antisepsia, se introdujeron
agujas de “Jamshidi” pediatricas en ambas crestas iliacas
posteriores y se aspird un volumen de 8 mL/kg de peso de MO, la
cual se colocd en tubos conicos estériles de 50ml. Estos tubos
contenian solucién anticoagulante, preparada en una campana de
flujo laminar a base de heparina de 1,000uds y ACD (acido-citrato-
dextrosa) en una dilucién 1:100. A cada tubo de 50ml se le
agregaron 5ml de la mezcla de anticoagulante, para finalmente
recolectar 45ml de MO por tubo. La cantidad de MO cosechada fue
del 10% del volumen sanguineo total de cada paciente, calculado a

80cc por kilogramo de peso. Al terminar el procedimiento de
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cosecha de MO, el paciente pasé a la sala de recuperacion donde
permanecié durante el tiempo que duré el procesamiento de la MO

en el laboratorio.

Procedimiento de laboratorio

En el laboratorio, en una campana de flujo laminar con nivel
de seguridad clase I, la MO se filtré con filtros hematicos de 180
Mm para liberarla de espiculas 6seas y fragmentos de grasa. Se
obtuvo una alicuota de 0.5ml para determinar la cantidad de
leucocitos por medio de una BH procesada en un contador celular
hematoldgico (Coulter T-890). La misma alicuota fue utilizada para
realizar un analisis inmunofenotipico de células que expresen los
marcadores CD34+, CD45+, y viabilidad celular (citometria de flujo
- Beckton Dickinson FACS calibur). Se aislé la CB por medio de
centrifugacion a 2,590G por 15 minutos a 6°C. Esta separacion del
“buffy coat” permiti6 obtener una alta concentracion de CNT.
Nuevamente en la campana de flujo la laminar, inmediatamente
después de terminar la centrifugacion, se retirdé el plasma y
posteriormente se separaron la CB y el PG.

Con el fin de minimizar la contaminacion eritrocitaria de la
CB y, por consecuencia, el riesgo de EA secundarios a la irritacion
meningea por hemoglobina libre, se lisaron los glébulos rojos que

permanecian en la CB. Esto se hizo por medio de la preparacién
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de una solucion de lisis eritrocitaria hecha a base de una solucién
comercial de cloruro de amonio al 10X y agua estéril en dilucion
1:10 (solucién de lisis). Por cada 10ml de “buffy coat”, se le agreg6
40ml de la solucién de lisis, dejandose en reposo por 45 minutos, y
posteriormente se centrifugé a 290G por 10 minutos a 18°C. Al
terminar, se descartd el sobrenadante en la campana de flujo
laminar, mientras que el concentrado de CNT se lav6 con solucion
salina, por medio de la reconstitucién del botén celular con solucién
de cloruro de sodio al 0.9% hasta completar 50ml entre el boton y
la solucién salina, volviéndose a centrifugar a 290G por 10 minutos
a 18°C. Al termino del centrifugado, se retird la solucién
sobrenadante y se repitidé el procedimiento de agregarle al botén
celular cloruro de sodio al 0.9%, reconstituir, centrifugar y retirar el
sobrenadante. Lo anterior se realiz6 con el fin de retirar cualquier
excedente de cloruro de amonio que haya podido permanecer en
el botén celular. Finalmente, se recolectdé el botén celular en una
jeringa de 10ml y se reconstituyd con solucién salina para hacer
una volumen final de 7 a 10ml. Se tomé una alicuota de 0.5ml de
este producto final para determinar un conteo celular que incluya
cantidad de eritrocitos y leucocitos, asi como para realizar una
nueva citometria de flujo y determinar la cantidad de células
CD34+ y CD45+, viablidad celular, ademas de un -cultivo

bacteriolégico de control. Este procedimiento permitié obtener un
24



Materiales y Métodos

producto con un concentrado de CNT casi totalmente libre de
eritrocitos en un volumen final muy pequefio, donde se encuentran

las células progenitoras hematopoyéticas.

Aplicacion de CNT por via IT

La misma técnica de sedacién descrita para la cosecha de
MO fue utilizada para la aplicacion IT de las CNT a través de una
puncién lumbar, en el mismo quir6fano ambulatorio y bajo estricta
monitorizacién durante todo el procedimiento. Para la aplicacion IT
se colocé al paciente en posicion en decubito lateral o sentado,
utilizando una aguja Quincke calibre 25 para puncién lumbar. Se
localizé el espacio intervertebral entre la cuarta y la quinta
vértebras lumbares y, previo aseo quirdrgico del area y con
xilocaina al 2% como anestesia local, se introdujo la aguja suave y
lentamente, hasta el espacio subaracnoideo. Después se dejé fluir
5 ml de LCR y se reinfundié el in6culo de CNT lentamente en 5
minutos. Las dificultades técnicas en cuanto a la localizacién del
espacio subaracnoideo, numero de intentos, y complicaciones
posteriores a la puncion se registraron para su evaluacién
posterior.

Es importante mencionar que previo a la infusiéon de las CNT
por via IT, se premedicé a los pacientes con el fin de minimizar

cualquier EA. La premedicacién consisti6 en omeprazol 1mg/kg,
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como proteccion gastrica; ondansetron 0.2mg/kg, como
antiemético; ketorolaco 1mg/kg como analgésico, todos por via IV,
ademas de dexametasona de liberacion prolongada a 0.25mg/kg
por via intramuscular, como antiinflamatorio de accién prolongada.
Todos los pacientes se mantuvieron en vigilancia hasta
recuperacion anestésica y se les did indicaciones precisas para
manejo de dolor y fiebre con ibuprofeno a 5mg/kg/dosis via oral
cada 6 a 8 horas, tratamiento antiemético con dimenhidrinato 5 a
10ml via oral cada 6 a horas, e hidratacion, todo de manera

ambulatoria.

Aplicacion del paquete globular y CNT por via intravenosa

Después de la extraccion, centrifugacién y concentracion de
la CB, se recolecté el remanente del PG libre de plasma en una
jeringa de 50ml y se diluyé (volumen:volumen) con solucion
fisiolégica. Se tomé una alicuota de 0.5ml, para determinar por
medio de una BH y citometria de flujo, la cantidad de CNT y células
CD34+ remanentes en el PG, ademas de determinar el hematocrito
del mismo. EI PG ya diluido fue reinfundido al paciente por el
personal de enfermeria de manera IV durante el procedimiento de
aplicacion de CNT por via IT. Esto se hizo con el fin de no

descartar algun remanente de CNT que quedara en el PG y que se
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aprovechara por via IV, como se encuentra descrito en alguna

literatura médica [26-28].

Seguimiento y evaluaciones posteriores

Cabe destacar que todo el procedimiento, desde la primera
evaluacién hasta las evaluaciones de seguimiento, pasando por la
estimulacién y el procedimiento de extraccién y reinfusion de CNT
se llevd a cabo de manera ambulatoria. Al momento del alta el dia
del procedimiento, se les indicaba a los padres que contactaran al
personal del equipo médico o que acudieran al servicio de
emergencias del hospital en el caso de presencia de fiebre, rigidez
de nuca, nausea, vomito, fotofobia, dolor de espalda o cualquier
otro sintoma que no cediera con los medicamentos preescritos al
momento del alta. No se indicaron antibiéticos con el fin de no
enmascarar ninguna posible infeccion y se les pidié que tuvieran
reposo absoluto las primeras 24 horas posteriores al
procedimiento.

Se realiz6 una evaluacién al dia siguiente del procedimiento
para revisar la evolucion de los sitios de las punciones de MO y la
puncion lumbar, asi como posibles efectos secundarios. Se realiz
una llamada telefénica diariamente a los padres de los pacientes
durante la primera semana para corroborar el bienestar del mismo.

Posteriormente, se realizaron llamadas telefénicas semanales, con
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el mismo fin, hasta el dia 30 del seguimiento, momento en el cual
se realiz6 la primera evaluacion con el IDB. Después de esta
evaluacion, se hicieron llamadas mensualmente hasta el dia 180,

momento en el que se realizé el ultimo IDB y la RMN de control.

Andlisis estadistico

Los datos demograficos o cualitativos se expresaron en
medias, con desviaciones estandar (SD), o medianas con rangos
para los datos cuantitativos. Se utilizé la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para determinar la normalidad de los datos y la prueba “t
de Student” para calcular el valor de p para datos distribuidos
normalmente. De lo contrarrio, se utilizd la prueba de Wilcoxon
para los datos que no estaban normalmente distribuidos. Se
calcularon los cambios encontrados en las evalauciones del IDB en
las dos visitas de seguimiento. El analisis estadistico se realiz6
utilizando el software de SPSS version 20.0 para Windows. Los

valores de p < 0.05 se consideraron significativos.

b. Reproducibilidad.- Si

c. Variabilidad interensayo.- La concentracién tanto de CNT, como de CH
en la MO varia de paciente a paciente, alin en pacientes con MO sana y

que reciban la misma cantidad de FEC-G por kilo de peso.
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d. Método nuevo o ya establecido.- Nuevo

e. Frecuencia de las evaluaciones.- Evaluacion inicial 5 dias previos al

aspirado de MO, y evaluaciones a los 30 y 180 dias posteriores a la

aplicacion IT de CNT.

f. Evaluaciones cegadas o no cegadas.- No cegadas.

g. Variables evaluadas.- las presentes en el IDB, la edad del paciente, la

cantidad de CNT y células CD34+ recolectadas y administradas por via IT

e lV.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

A. Evaluacion inicial

Se incluyeron en el estudio 18 pacientes entre Julio del 2009 y Diciembre
del 2011 (Figura 2). Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los mismos
se muestran en la Tabla 1. Catorce pacientes eran originarios de los Estados

Unidos de América, 2 de Canada y 2 de la Republica Mexicana.

Figura2. Diagramade flujo del seguimiento de los pacientesincluidos
en el protocolo

[ 18 pacientes incluidos ]

| 18 procedimientos |

\

Efectos adversos de la anestesia. Efectos adversos del procedimiento

{2 pacientes) {3 pacientes)
-Edemalingual -Cefaleay vomito.
-Estridor Laringeo -Cefalea, vomito y rigidez de nuca.
J
13 se les dio seguimiento 5 se perdieron
1. Battelle (IDB)antes del procedimiento. Debidoa que eran

2. Battelle 1 mes después del procedimiento .

: i i€ foran
3. Battelle 6 meses después del procedimiento. pacientesforaneos,

solo se pudo
mantenercontacto
teleféonico con ellos.
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La mayoria de ellos recibian diferentes tipos de terapias de rehabilitacion,
con una mediana de duracién de 4.5 horas por semana (rango, 3-7.5), las cuales
incluian terapia fisica (16 pacientes) y terapia ocupacional (14 pacientes), entre
otras. Ademas, continuaron con las mismas terapias durante el seguimiento. Dos
pacientes habian recibido tratamiento con oxigeno hiperbarico, el cual fue
suspendido por lo menos 6 meses antes de que fueran incluidos en el estudio

(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de 18 pacientes con PC tratados con CNT de MO.
Seincluye informacién sobre terapias previas.

Caracteristicas N %
Sexo
masculino 12 66.3
femenino 6 333
Edad en meses, mediana (rango) 43 (26.2-66)
Peso en kg, promedio (+- ds) 15.4 (+-6.3)
Raza
caucasicos 15 83.3
hispanos 2 11.1
negros 1 5.6
Etiologia
asfixia perinatal 14 77.8
asfixia posnatal 4 22.2

Terapias de rehabilitacion

fisica 16 88.9

ocupacional 14 77.8

verbal 13 72.2

visual 3 16.7

desarrollo 2 11.1

camara hiperbarica 2 11.1
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Las etiologias de la PC y las caracteristicas iniciales de todos los

pacientes se muestran en la Tabla 2. La leucomalacia periventricular fue el

hallazgo mas comunmente encontrado en las RMN en 8 de los 18 pacientes,

seguida por encefalomalacia quistica en 3 de los 18, y un paciente tuvo una

RMN normal en el estudio de imagen de inicio (Tabla 2.)

Tabla 2. Etiologia de la paralisis cerebral, tipo de paralisis motora y efectos adversos a corto plazo del tratamiento de la poblacion estudiada.

::‘:c':;':ltz Sexo (l‘\i(e{::s',- Et(ilc;lc;g(r:ia Tipo de paralisis Hallazgosenla RMN Eventos adversos
1 M 46 APo cuadriplejia leucomalacia periventricular
2 F 11 APeN cuadriplejia encefalomalacia quistica
3 M 94 APeN triplejia leucomalacia periventricular cefalea, vémito yrigidez de nuca
4 F 24 APeN cuadriplejia leucomalacia periventricular
5 F 44 APo hipotonia dentro de limitesnormales
6 M 24 APo paraplsjia anormalidad cortical difusa bilateral
7 M 27 APeN cuadriplejia encefalomalacia quistica
8 M 58 APeN hipotinia hiperintensidad en Glébo Palido
9 M 90 APeN hipotonia leucomalacia periventricular glositis
10 F 43 APeN triplejia encefalomalacia quistica estridor laringeo
11 F 43 APeN cuadriplejia leucomalacia periventricular
12 M 50 APeN paraplejia leucomalacia periventricular
13 M 42 APo triplejia atrofia del cerebelo
14 F 29 APeN cuadriplejia leucomalacia periventricular
15 M 94 APeN paraplejia gliosis
16 M 36 APeN triplejia ectasia ventricular
17 M 16 APeN cuadriplejia gliosis cefalea yvémito
18 M 92 APeN cuadriplejia leucomalacia periventricular fiebre

Abreviaciones: M, masculino, F, femenino; APeN, asfixia perinatal; APo, Asfixia postnatal.

Dos pacientes eran alimentados a través de sonda de gastrostomia, y 16

(88.9%) no tenian control de esfinteres anal y/o uretral. Cuatro pacientes

presentaban alguna discapacidad visual, y 4 discapacidad auditiva. Ademas,

también se detectaron otros trastornos neuroldgicos: 8 pacientes (44.4%) tenian
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actividad epiléptica, una de ellos, no controlada (méas de 3 episodios al dia).
Ningun paciente contaba con valvula de derivacién ventriculoperitoneal, ni
evidencia de hipertensién intracraneal. No se encontraron anomalias en las
evaluaciones iniciales de los 18 pacientes en lo que respecta a la BH, perfil

bioquimico y en el panel de infecciones.

B. Estimulacién y recoleccion de médula ésea

Después de la estimulacién con FEC-G, la cuenta inicial de leucocitos en
la sangre periférica de los pacientes incrementé de una mediana de 7.35 x
10%mL (rango, 5.5-14.3) a 35.7 x 10%mL (rango, 24.8-58.9) en el dia 5 del
procedimiento, el cual se realizé sin demora, segun fue planeado en todos los
casos. La deplecion del PG en el concentrado de CNT (CNT-IT) que se
administré intratecalmente, fue realizada exitosamente, con una mediana en el
hematocrito de 0.7%, contra un 42.7% en el remanente de PG que se administré
por via intravenosa (RPG-IV). La concentracién de neutréfilos en el CNT-IT
fue de 145 x 10%mL, en contraste con 9.96 x 103/mL en el RPG-IV. Los
resultados obtenidos por citometria de flujo mostraron una mediana de
CNT-IT de 13.12 x 10° totales (rango, 4.83-53.87), mientras que la dosis de
células CD34+ infundidas por via IT fue de 10.02 x 10° totales (rango, 1.02-
29.9). Estas células fueron administradas directamente al espacio
subaracnoideo en una mediana de 7mL de volumen (rango, 4-10.5). En el
RPG-IV se infundieron 6.01 x 10® de CNT (rango, 1.3-17.85), con 3.39 x 10° de

células CD34+. La viabilidad celular fue de 83.6% y 89.45% en los productos
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administrados por via IT e IV, respectivamente. Realizando la suma de la
cantidad de células administradas tanto por via IT, como por via IV, se determin6
que el método utilizado de concentracion de CB presentd una efectividad de
células CD34+ y de CNT de 62% (41.9-959) y 76.5% (20-94.7),
respectivamente. La Tabla 3 presenta datos adicionales de los productos

infundidos tanto por via IT, como por via IV.

Tabla 3. Infusion IT e IV de CNT de MO autéloga, estimulada con FEC-Grecolectada y administrada en la poblacion

estudiada.

Infusion IT de CNT Infusion IV de MO

media (rango) media (rango)
volumen, mL 7 (4—-10.5) 43 (8—143)
total CNT, x 10% /pl 13.12 (4.83-53.87) 6.01 (1.36-17.85)
hematocrito, % 0.7 {0.1-1.7) 42.7 (26.8—64.7)
neutrofilos, x 10° /ul 145.5 (36.76 —409.93) 9.96 (0.62—-152.67)
*mononucleares, x 10° /ulL 84.23 (52.26—235.36) 6.63 {0.36—-126.57)
total de células CD 34+, 10.02 (1.02—-29.9) 3.39 (1.04-9.4)
x10°
rango de células CD34+, 0.81 (0.28—-1.62) 0.45 (0.04—1.54)
%
viabilidad, % 83.6 {52-98) 89.45 (42—-99.8)

“Se consideraron las células mononucleares como la suma de monocitos y linfocitos como son reportadoslos
hemogramas completos.

C. Complicaciones y eventos adversos

Los EA que se presentaron durante la etapa de estimulacién con FEC-G
fueron febricula no mayor de 37.9°C e irritabilidad. Esta ultima, se ha
relacionado, en otros estudios, a dolor 6seo. Ambos ocurrieron en 4 pacientes y

fueron tratados de manera eficaz con paracetamol (10mg/kg/dosis) cada 8 horas
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hasta la resolucion del sintoma. Durante el procedimiento, 5 pacientes (27.8%)
presentaron efectos adversos. Dos casos fueron relacionados a la anestesia. El
paciente numero 9 presentdé edema lingual sin compromiso de la via aérea,
presentando siempre saturacion de oxigeno adecuada. Este evento ocurrié
durante el procedimiento de recoleccién de MO. Fue tratado con hidrocortisona
y clorfeniramina, resolviéndose en menos de media hora y sin requerir de
hospitalizacion. El paciente numero 10, contaba con historia de laringomalacia,
presentando estridor laringeo durante la administraciéon de las CNT-IT. Fue
referido a la sala de urgencias para monitorizacion y suplementacion de oxigeno
(6 L/min). Fue tratado con hidrocortisona y clorfeniramina, permaneciendo en
observacion durante 4 horas, sin requerir ningun tratamiento adicional. La
terapia celular pudo ser finalizada exitosamente en ambos casos. Ninguno de los
pacientes arriba mencionados presentdé ninguna otra complicacion. Tres
pacientes (16.7%) presentaron EA agudos relacionados al procedimiento. El
paciente numero 3 refirid cefalea, vomito y rigidez de nuca dentro de las 48
horas siguientes. Fue ingresado a la sala de urgencias para ser hidratado. El
paciente fue hospitalizado para permanecer en observaciéon, mientras era
tratado con liquidos intravenosos. No recibidé antipiréticos ni antibiéticos, ni se
reportd fiebre. Presentd mejoria clinica y fue dado de alta 8 horas posterior a su
ingreso. El paciente numero 17 presentd cefalea y vomito 7 horas después del
procedimiento, el cual fue tratado con ibuprofeno y dimenhidrinato por via rectal,
sin requerir hospitalizarse. Los sintomas se resolvieron en las siguientes 2

horas. El paciente 18 presentd fiebre 24 horas después del procedimiento,
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siendo tratado Unicamente con paracetamol, de manera ambulatoria, con una
completa resolucién del sintoma al dia siguiente. No se requirié la realizacién de
analisis del LCR y/o estudios de imagen, por lo que no se efectuaron en ninguno
de los casos. Los cultivos microbiolégicos realizados de control en los

concentrados de CNT fueron negativos en los 18 pacientes.

D. Seguimiento y evaluaciones posteriores

Todos los pacientes completaron la meta de los 180 dias de seguimiento.
Trece pacientes (72.2%) fueron evaluados neurolégicamente con el IDB al dia
30 y con el IDB y una RMN al dia 180. Cinco pacientes (niumero 5, 6, 8, 9y 16)
no acudieron a las evaluaciones del mes y los 6 meses debido a restricciones
financieras y/o geogréficas. Sin embargo, fueron monitorizados via telefonica
durante el seguimiento. Ninguno de éstos pacientes presentd EA agudos
relacionados al procedimiento. Los padres no reportaron la aparicion de EA
cronicos, ni signos o sintomas clinicos de deterioro neurolégico o alguna otra

complicacion en las evaluaciones subsecuentes.

E. Evaluacion neurolégica

La RMN reporté leucomalacia periventricular en 8 de los 18 casos
(44.4%). Otras anomalias encontradas fueron la encefalomalacia quistica, gliosis
y atrofia cerebral. Se estimé que el dano cerebral que presentaban los
pacientes, segun las imagenes de RMN fue de una mediana de 50% (rango, 27-

74), como resultado de la pérdida de la materia gris. Las evaluaciones iniciales
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revelaron una media en la edad de desarrollo mental global de 15.5 meses
(SD£20.9) en todos los pacientes evaluados (n=13). Las habilidades motoras
presentaron puntajes bajos en la evaluacién con una media de edad de 9.9
meses (SD+18.4). En el dominio personal-social se observaron medias de edad
mayores de 21.5 meses (SD+19.8). Los resultados obtenidos en el IDB al inicio,
alos 30 y 180 dias se muestran en la Tabla 4.

A los 30 dias después del procedimiento, se observd un cambio
estadisticamente significativo en comparacién con la evaluacion inicial en 4 de

las 5 areas del desarrollo evaluadas, con excepcién del dominio adaptativo

Tabla 4. Evaluacion del IDB inicial, almes y a los 6 meses del tratamiento.

Adaptativo, Personal- Motor, Comunicacion, Cognitivo, Edad de
Media + SD Social, Media £ SD Media £ SD Media £ SD desarrollo
Media £ SD Media £ SD
Inicial 13.9+19.1 21.5+19.8 9.9+18.4 16.5+27.2 13.4+22.1 15.5+20.9
1 Mes 15.5+20 26.4+25.8 12.7+21.5 18.6+27.8 16.9+26.7 18.5+23.3
Inicialvs1 Mes  0.133 0.041 0.012 0.003 0.023 0.002
Valor P
6 Meses 18.5+20.7 29.6+25.8 13.4+21.8 19.8+28.1 18.2+26.5 20.2+23.2
1 Mesvsb 0.007 0.006 0.069 0.033 0.022 <0.001
Meses
Valor P
Diferenciatotal +4.6+3.2 +8.2+8.4 +3.5+3.8 +3.2+1.7 +4.8+4.8 +4.7+2.6
dela Media
Diferencia <0.001 0.008 0.024 <0.001 0.007 <0.001
global
Valor P

Los puntajes fueron evaluados en meses de edad de desarrollo en cada area del IDB. Solo los pacientes con las tres
evaluaciones(n=13) fueron incluidos para el analisis.

aSe utilizd la pruebat Student para calcular el valor de p para los datos distribuidos normalmente. De lo contrario, se
utilizo la prueba de Wilcoxon.

PPara datos distribuidos normalmente, se utilizé el modelo lineal generalizado para muestras repetidas. De lo contrario,
se empled la prueba de Friedman.
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(p=0.13). A los 6 meses del seguimiento en las 5 areas, incluyendo la cognitiva,
adaptativa, personal-social, motora y de comunicacion, se observaron cambios
estadisticamente significativos (Tabla 4). La media en el incremento en la edad
del desarrollo fue de 4.7 meses (SD%2.6). EI dominio con el mayor incremento
(8.2 meses, SD+8.4) fue la personal-social, en contraste con la de comunicacion,
la cual mostré la menor ganancia en meses (3.23, SD+1.7).

En relacion a las RMN de seguimiento, no se observaron cambios
estructurales comparados con las de inicio. Especificamente, se buscaron
intencionalmente cambios identificables en las meninges, sistemas ventriculares
o parénquima cerebral que pudieran ser atribuidos a la administracion de las

CNT.
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

El cerebro del adulto y del neonato tiene la capacidad de producir nuevas
neuronas debido a que existen CMN en las areas subventricular y subgranular
del giro dentado. Sin embargo, la neurogénesis por si sola es insuficiente para
restaurar apropiadamente el desarrollo en los pacientes con PC. Una reparacion
efectiva del SNC requiere ademas del crecimiento axonal provisto por la
presencia de precursores neurales, también de un micro-ambiente adecuado
que favorezca el crecimiento y la mielinizacion de las fibras nerviosas [19]. La
multiplicacion de las células progenitoras enddégenas es inducida por el dafo
isquémico. Las células recientemente producidas pueden ser integradas en la
red neuronal y participar activamente en la recuperacién del déficit neurolégico
[16, 17]. Aun cuando se ha reportado que las células derivadas de la MO son
capaces de desarrollarse tanto in vitro, como in vivo, en astrocitos, microglia,
macroglia y neuronas, las expectativas que se presentaron en un inicio acerca
de un remplazo celular profundo a través de una transdiferenciacion, fue

menguado. Los datos reportados sugieren que los mecanismos involucrados
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son mas sutiles, que incluyen la secrecidn de citocinas y de factores tréficos, los
cuales pueden estimular el crecimiento axonal, promover el arresto de la cicatriz
glial, reemplazar estructuras no neuronales como los vasos sanguineos, reducir
la desmielinizacién y mediar la respuesta inflamatoria [21, 22, 33-35].

La finalidad de este estudio fue determinar la seguridad de la aplicacién IT
de CNT derivadas de MO autéloga después de la estimulacién con FEC-G, a
través del uso de un método sencillo y asequible, sin el uso de técnicas de
seleccion, induccidn o expansion ex vivo, abriendo la puerta a nuevos estudios

que puedan definir el papel de este abordaje para el manejo de la PC.

A. Abordaje Seguro

La aplicacién subaracnoidea de CNT derivadas de MO autéloga es segura
y relativamente facil de realizar. En el presente estudio se reportd la aparicion de
EA en 5 pacientes (27.8%). Aun cuando el porcentaje es mayor al esperado, 2
de estos eventos fueron relacionados a la anestesia, la cual es cominmente
usada en tratamientos alternativos para PC. Los 3 pacientes restantes (16.7%)
tuvieron EA relacionados a la administracion de las CNT por via IT. La cefalea y
el vémito fueron los signos y sintomas mas comunes (n=2, 11.1%,
respectivamente), seguidos de rigidez de nuca y febricula (n=1, 5.6%,
respectivamente). Estos efectos, particularmente la fiebre puede ser explicada
por citocinas pirogénicas enddgenas secretadas por los leucocitos, con la
consiguiente induccion y transportacion de ciclooxigenasa 2 dependiente de la

prostaglandina E2 al area hipotalamica preoptica anterior, actuando en el centro
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regulador de la temperatura corporal [36]. Es importante senalar que no se
observo correlacién entre los EA y la dosis celular administrada. Dos pacientes
que tuvieron cefalea y vomito no recibieron dosis celulares mas altas en
comparacién con otros (ellos recibieron 12.45 x 10° y 8.54 x 10® de CNT-IT). Sin
embargo, el numero tan pequeno de pacientes es insuficiente para abordar
apropiadamente este punto. Las causas infecciosas como explicacion de la
fiebre, son argumentos poco probables debido a que los pacientes mejoraron en
las siguientes horas después del inicio de la misma sin administrar ningun
tratamiento con antibiéticos, ademas de que todos los cultivos microbiolégicos
fueron negativos.

Nuestra incidencia de EA y las caracteristicas clinicas de los mismos
fueron similares a otros diversos estudios publicados anteriormente acerca del
uso de terapia celular IT para PC y otras enfermedades neurolégicas, como la
Enfermedad de Parkinson, EM y ELA. Cefalea, fiebre, vomito y meningismo
fueron también los EA prominentes en estos estudios, teniendo todos ellos
pronta recuperacion y sin secuelas a largo plazo [14, 28, 31, 32, 37, 38]. En el
estudio publicado con mas pacientes con enfermedades neurolégicas en
quienes se realizé terapia celular IT (180 pacientes), Mehta y sus colaboradores
[14] reportaron un 53% de indice de cefalea con el uso de diversos tipos
celulares, incluyendo CH derivadas de MO. Sin embargo, los autores sugirieron
que esta alta incidencia podria haber sido causada por el uso de agujas de
mayor calibre que con las que se realizaron las punciones lumbares. Karussis y

sus colaboradores [28] también reportaron alta incidencia de cefalea (41%) con
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el uso de MSC tanto por via IV, como IT, en pacientes con EM y ELA,
atribuyendo este sintoma a la puncién lumbar por si misma. En contraste, los
pacientes incluidos en el presente estudio fueron parte de una poblacién
diferente, ya que ellos tienen una capacidad reducida de comunicacién. Por lo
tanto, la incidencia real de la cefalea y otros sintomas pudo hacer sido
subestimada. Por otro lado, es posible que la premedicacién que se utilizé con
corticosteroides haya coadyuvado en la prevencion de la aparicién de EA mas
frecuentes o severos. Otras complicaciones que han sido descritas son
espasticidad, crisis convulsivas, dolor neuropatico, mielitis y encefalopatia
transitoria [27, 37]. En el presente estudio no se observaron este tipo de eventos
durante la cohorte. Sin embargo, es importante enfatizar que la poblacion celular
administrada a los pacientes del presente estudio fue heterogénea o “no
purificada”, la cual incluia neutrofilos, monocitos, linfocitos y una minima
cantidad de eritrocitos, ademas de una poblacién celular no identificada CD34- y
CD45-, lo que contrasta con publicaciones previas en pacientes con PC.

Hay estudios que utilizaron células de MO “no manipuladas” para
pacientes adultos y pediatricos con padecimientos neurolégicos, incluyendo un
reporte de caso de una infusién de linfocitos de donador para una malignidad del
SNC, refieren también la ausencia de EA mayores relacionados al
procedimiento, sugiriendo que este abordaje es seguro [31, 39-43]. En el
presente estudio se administraron dosis celulares més altas en comparacién con
otros (108 versus 10° de la mayoria de los estudios), siguiendo el razonamiento

de administrar una dosis similar de CH (10°). De manera interesante, e
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independientemente de la dosis celular, no se presenté un incremento en la
incidencia de efectos adversos, al igual que sucedié en otros estudios de
pacientes con PC que usaron fenotipos celulares purificados o expandidos [14,
31, 32, 44].

Otra aspecto relevante al considerar el método utilizado en el presente
estudio para la obtencion de CNT, es que la estandarizacion de la dosis celular
es dificil de conseguir debido que la recuperacién de la CB se realiza por un
método manual y no se hacen procedimientos de seleccion o separacién celular.
Aun cuando existe esta desventaja, se optd por la simplicidad debido a las
restricciones financieras y, por consecuencia, las dosis celulares variaron de
forma significativa (rango de CNT-IT, 4.83-53.87 x 10%), aunque hay que
considerar que este hecho también puede depender de la respuesta individual
de cada paciente al FEC-G [45].

El surgimiento de EA tardios meses o hasta afios después, también debe
ser tomado en cuenta. No existe evidencia definitiva de la seguridad a largo
plazo de la citoterapia IT, y aun no hay establecidas practicas de monitoreo
Optimas para ello. Un estudio sobre la seguridad a largo plazo de la
administracion de células MSC en pacientes con ELA, con hasta 9 afos de
seguimiento, no reportd cambios clinicos o de imagen que fueran significativos
[38]. En contraste con esto, se ha descrito anteriormente el desarrollo de
tumoraciones con el tratamiento con CT [46]. Aunado a esto, las CT expandidas
en cultivos han demostrado la capacidad de desarrollar anomalias

cromosomicas y el potencial de transformacién maligna [32]. Bajo estas
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premisas, nuestra técnica posee una ventaja tebrica, ya que las células
infundidas no estan cultivadas ni expandidas previamente, conociendo de
antemano que potencialmente la administracion de dosis de progenitores
celulares puede ser menor, y por lo tanto puede disminuir la efectividad del
procedimiento.

Otra posible ventaja es el costo, siendo de $5,000.00 dblares americanos
por procedimiento, en contraste con las células alogénicas expandidas in vitro, el
cual ha sido estimado en un precio comercial de $25,000.00 dolares por una
sola dosis de 10° en el caso de que se encuentre disponible la manufactura a

grandes escalas [47].

B. Eficacia preliminar

La eficacia preliminar de este tratamiento fue evaluada como un objetivo
secundario. Se observé en las evaluaciones de seguimiento una mejoria
estadisticamente significativa. Sin embargo, no puede ser determinada con
certeza la causa directa de este hallazgo por cualquier mecanismo que haya
sido, esto debido al disefio del estudio. Se pueden considerar varias
posibilidades: se utilizé una “doble” ruta de administracion, no obstante se puede
argumentar que fueron administradas intratecalmente dosis celulares
considerablemente mas altas, comparadas con las dosis celulares remanentes
en el PG, el cual se administré por via endovenosa (10.02 x 10° células CD34+
por via IT versus 3.39 x 10° por via 1V), éstas Gltimas teniendo que ser

distribuidas sistémicamente antes de alcanzar la barrera hematoencefalica. El
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efecto placebo puede ser otra explicacion para estos cambios, consideracion
importante que justifica una interpretacion cautelosa. También debe ser
considerado que el observador puede no ser objetivo, ya que un solo médico fue
el responsable de las evaluaciones de los pacientes y es posible que exista una
apreciacion subjetiva al momento de realizar el IDB, como sucede en otros
cuestionarios de evaluaciones neurolégicas. Por otro lado, existen algunas
ventajas en el uso de este inventario, incluyendo la cobertura de un amplio
margen de edad y facilitando la comparacién longitudinal de la misma medida
clinica, permitiendo la determinacién de trayectorias en el desarrollo y la
valoracién de la evolucién. La mejoria mas significativa se obtuvo en el dominio
“personal-social” (+8.2 meses), mientras que la funcibn motora, la cual
consideramos que es el area que se puede evaluar facilmente y de forma
objetiva en este inventario, obtuvo unos de los menores incrementos (+3.53
meses) (Tabla V). Es también importante mencionar que puede existir algo de
desarrollo neurolégico en los pacientes con PC, particularmente en aquellos
menores de 6 afos de edad, de tal forma que se pueden, por lo menos
parcialmente, explicar estos hallazgos [48]. Sin embargo, los 4 pacientes de
mayor edad también presentaron mejoria. Por otra parte, es interesante que el
incremento en la edad del desarrollo que se obtuvo un mes después del
procedimiento, se mantuvo e incrementé ligeramente en todos los pacientes en
la visita de seguimiento de los 6 meses, incluyendo la funcion motora. Ademas,

se observé un incremento global en la edad de 15.5 a 20.2 meses (Tabla 4).
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La leucomalacia periventricular fue el hallazgo mas comunmente
encontrado en las RMN tomadas al inicio, lo cual concuerda con estudios ya
reportados [9-12]. La falta de cambios en las imagenes de RMN tomadas en la
visita de seguimiento a los 180 dias no es de sorprenderse, debido a que esto ya
se encontraba reportado previamente [37, 38, 49]. Cualquier cambio que haya
podido ocurrir no es observable debido al poco tiempo de seguimiento 0 no es
detectable por las técnicas actuales de imagen, problema que sera resuelto en
un futuro con el uso de marcaje celular, imagenes moleculares y técnicas de
difusiéon de tensores [44, 50, 51]. Son necesarios métodos mas avanzados y
especificos para detectar cambios estructurales y funcionales con este tipo de
tratamientos. Es clave la implementacién de técnicas de marcaje para identificar
la migracion y diferenciacion de CT [52].

No se utilizaron otras técnicas para evaluar la eficacia neurolégica debido
a que la seguridad era el objetivo primario de este estudio y los costos fueron un
factor limitante. También se ha reportado mejoria neuroldgica en otros estudios,
incluyendo un incremento en la funcionalidad de los pacientes con EM,
pacientes con dafo en la médula espinal, distrofias musculares y PC [28, 31,
37]. Mehta y sus colaboradores [14] reportaron incremento en la funcionalidad
en un 31.6% en pacientes con padecimientos neuroldgicos heterogéneos,
incluyendo dos pacientes con PC, con mejoria en el tono muscular, en la rigidez
y en la espasticidad. Sin embargo, estos hallazgos no son definitivos debido a
que los estudios fase | carecen de disefio con un grupo placebo. En un estudio

comparativo fase Il publicado recientemente y realizado con el uso de CMN
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expandidas in vitro, derivadas de MO y administradas intratecalmente a
pacientes con PC, se encontr6 un aumento en la funcién motora gruesa después
de 6 meses del tratamiento [32]. Recientemente Wang y sus colaboradores [49]
reportaron mejoria gradual del déficit motor en 46 pacientes con PC con el uso
de células MSC cultivadas y derivadas de MO, las cuales fueron administradas
por medio de 3 a 4 punciones lumbares realizadas en diferentes tiempos, con o
sin cirugia estereotaxica intraparenquimatosa. La mayoria de los cambios
reportados en estos estudios son pequefos, aun cuando se puede argumentar
que en el campo de la PC cualquier respuesta puede ser considerada una
mejoria, debido a que es una de las pocas alternativas que intentan mejorar la
funcién neuroldgica, la cual puede cambiar a su vez la calidad de vida tanto de
los pacientes, como de sus cuidadores, asi como reducir los costos asociados al
cuidado de este padecimiento. Min y sus colaboradores [44] reportaron un
estudio controlado con placebo en el que se observd mejoria en la funcién
motora a través del uso de eritropoyetina y CT de sangre de cordon umbilical
alogénicas administradas IV.

Un gran numero de preguntas permanece aun sin resolver, ademas de
estar emergiendo informacion clinica nueva acerca de la eficacia de la terapia

celular para pacientes con PC.
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CAPITULO VI

8. CONCLUSIONES

Este método de aplicaciéon de CNT para pacientes con PC puede ser una
oportunidad viable y econdémicamente accesible como campo de investigacion
en el area de terapia celular en paises en desarrollo.

Las limitaciones en este estudio incluyen la imposibilidad de lograr la
estandarizacion de la dosis celular, el tamafo pequefio de la muestra de
pacientes, la carencia de un grupo control, la evaluacién no ciega y el periodo
corto de seguimiento.

Algunas ventajas que tiene el presente estudio prospectivo incluye la
forma ambulatoria del procedimiento, la técnica relativamente simple, los EA
minimos y su bajo costo. Ademas, el procedimiento puede ser llevado a cabo en
un solo dia, en comparacion con estudios que utilizan diferenciaciéon celular y
expansion, lo cual conlleva mas tiempo e incrementa su costo.

En conclusion, la administracién de células nucleadas totales aut6logas
derivadas de médula ésea y estimuladas con factor estimulador de colonias de

granulocitos en niflos con paralisis cerebral es una intervencion segura y bien
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tolerada. Son necesarios estudios clinicos fase Il para determinar si hay lugar

para este procedimiento como tratamiento para pacientes con paralisis cerebral.

49



Perspectivas

CAPITULO IX

9. PERSPECTIVAS

Las posibilidades de la terapia celular en este inexplorado campo de la
ciencia son fascinantes. Sin embargo, hay un largo camino por recorrer antes de
descubrir la combinacion éptima de tipo(s) celular(es), técnicas de induccion y/o
expansion, cantidad de tratamientos aplicables a cada paciente y la mejor ruta

de administracion con el mayor efecto benéfico (y menor riesgo).
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CAPITULO X

10. ANEXO

10.1. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON M

FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO ‘CENTRO UNIVERSITARIO

“Dr. José Eleuterio Gonzalez” CONTRA EL CANCER
A,

HEMATOLOGIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIDAD DEL TRANSPLANTE AUTOL,OGO DE CELULAS HEMATOPROGENITORAS EN EL
TRATAMIENTO DEL NINO CON LESION CEREBRAL SECUNDARIA A HIPOXIA/ISQUEMIA

Por este medio, el Servicio de Hematologia hace una invitacién para que hijo(a) participe en un
estudio de investigacion, el cual se le explicara a continuacion. Antes de dar su consentimiento
para participar de forma voluntaria, es importante que lea la siguiente informacién y haga tantas
preguntas como sea necesario para asegurarse de que entiende todo lo que aqui se describe.

INVESTIGADOR

La Dra. Marfa del Consuelo Mancias Guerra, investigadora principal y profesora del Servicio de
Hematologia, a quien puede encontrar en el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez" con
direccion en Av. Madero y Gonzalitos s/n Col. Mitras Centro, C. P. 64460 y teléfono 83488510.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

Este estudio esta disefiado para valorar si la aplicacién de células madre del mismo paciente a
traves de una puncion lumbar (en la espalda baja), obtenidas previamente de su médula Gsea,
puedan ayudar a la mejoria de los pacientes con lesién cerebral por falta parcial de oxigeno al
nacimiento. Los datos obtenidos con este estudio nos ayudaran a saber si a estos nifios les es util
el aplicarles sus propios glébulos blancos, en los cuales estan las células madre. Estas células
podrian o no ser benéficas en la recuperacién total o parcial de su nifio, quien presenta secuelas
debido a esta falta de oxigeno mencionada anteriormente.

PROCEDIMIENTOS
Si usted decide y ofrece que su hijo(a) participe en este estudio de manera voluntaria, se le

realizara una evaluacion general, se le tomard una muestra de sangre obtenido de una vena de
su brazo para realizar: biometria- hematica, perfil bioquimico y perfil de donador de trasplante (HIV,
hepatitits B, Hepatitis C y sifilis). Asi mismo, se le realizara una resonancia magnética de cerebro y
una prueba con el Inventario de Desarrollo Battelle para determinar su edad mental y su
desempefio en 5 éreas especificas del desarrollo (cognitiva, personal-social, corgunicacion,

motora y adaptativa). g z

Se aplicara factor estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G) por via subcuténeﬁa §‘§’

10 meg/kg/dia por 4 dias, la Ultima aplicacion sera 24 horas previas al procedimient E§

estimula la produccién de células en su médula 6sea. Existe la posibilidad de efectos S w2

como fiebre, dolor dseo, irritabilidad, etc., los cuales pueden ser tratados con r gg

(Tylenol). (Ver seccién de Riesgos mas adelante). 2 3
2
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Para la sedacién se solicita mantener ayuno desde las 00:00 horas del dia del procedimiento y
hasta que éste termine. En ambos procedimientos se utilizara midazolam via oral 0.5g/Kg,
sevorane a concentracion alveolar media de 2.05% y anestesia local con lidocaina al 1%.

El 5° dia pasaremos al quiréfano de hemodinamia del Servicio de Radiodiagnéstico de este
hospital para que bajo sedacion y medidas para evitar contaminacién e infecciones, extraigamos la
médula 6sea desde su cadera de acuerdo a su peso (8cc/kg), sin sobrepasar 150cc. Ademas, ya
sedado, se le tomara una pequefia muestra de sangre para determinar el aumento de globulos
blancos debido al FEC-G.

Después de la extraccion, su hijo(a) pasara a la sala de recuperacién, donde se le administraran
por la via venosa liquidos y medicamentos: un protector de la mucosa gastrica (omeprazol), un
esteroide para evitar la inflamacién por el procedimiento (hidrocortisona), y un medicamento para
evitar vémito (ondansetrén). Contara con una enfermera en todo momento.

La muestra de médula ésea sera llevada al Servicio de Hematologia para que sea procesada en
dicho laboratorio. En esta parte se separaran las distintas partes de los componentes de la médula
dsea, se desechara el plasma y el concentrado de glébulos rojos se reinfundira via intravenosa.
Sera necesario realizar una puncion lumbar (L3-L4), donde serén aplicadas las células. Este
procedimiento conlleva riesgos como infecciones del sistema nervioso central (meningitis) y
cefalea (dolor de cabeza). Esta parte del procedimiento se realiza bajo sedacion y acostado de
lado. Se utiliza anestesia local y una aguja, previo lavado quirtrgico del area. Se recolectaran 5cc
de liquido cefalorraquideo, el cual se encuentra dentro de la médula espinal y el cerebro, para su
estudio y preservacion, y después se reinfundiran las células (7-10 ml).

Se aplicara dexametasona intramuscular para disminuir la inflamacién y dolor posterior al
procedimiento y se colocaran parches en los sitios de puncion. La via venosa permanecera desde
el inicio del 1er procedimiento hasta la recuperacion del 2° (aproximadamente 8 horas).

RIESGOS POSIBLES
Cualquier medicamento y/o procedimiento invasivo pueden provocar reacciones alérgicas o
idiosincraticas que van desde la aparicién de erupcion minima en la piel hasta reacciones
anafilacticas, siendo imposible predecir en qué pacientes puedan ocurrir.

Debido.a que la sangre proviene del mismo paciente, no se corre riesgo de incompatibilidad, sin
embargo, ya que la sangre se procesa en el laboratorio, se corre un riesgo m@y pequefio de.
contaminacién, por lo que siempre se toman las medidas necesarias de esterilidid cop el fin d&&
evitar esta complicacién, atin cuando no estamos exentos de que pueda ocurrir. 4
Ademas, ya que su hijo(a) se encontrara recibiendo los rutinarios de un procedi
se encontrard con un acceso venoso permanente (canalizado para recibir med
vena), por lo cual no sera necesario tener que invadirlo (puncionar nuevamentg
aplicacion de los glébulos rojos, los cuales seran administrados via intravenosa.

Al
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Existe la posibilidad de sangrado y hematomas (moretones) en el sitio de puncion, se tomaran las
precauciones necesarias, como una adecuada presién sobre estos sitios (hemostasia adecuada).
Dado el riesgo de sangrado, se debe evitar administrar drogas que alteren la coagulacion al
menos 5 dias previos al procedimiento. Los padres/tutores deben comunicar al equipo
médico/investigadores todas las substancias y/o medicamentos recibidos durante este tiempo.

El FEC-G puede provocar efectos secundarios, que se desglosan a detalle a continuacion:
-Reacciones Alérgicas: en el tratamiento inicial o subsecuente, han sido reportadas en menos de 1
de cada 4000 pacientes tratados con FEC-G. Estas son generalmente caracterizadas por
sintomas sistémicos en al menos 2 sistemas corporales, siendo los mas comunes piel (erupcion,
urticaria, edema facial), respiratorio (dificultad respiratoria, sibilancias), y cardiovascular
(hipotensién y taquicardia). Algunas ocurrieron durante los primeros 30 minutos fras la exposicién
inicial, y son mas frecuentes via intravenosa. La mayoria de los sintomas cedieron tras la
administracién de antihistaminicos, esteroides, broncodilatadores y/o epinefrina. Los sintomas
recurrieron en mas de la mitad de los pacientes que fueron reestimulados.

-Ruptura Esplénica: ha sido reportada tras la administracion de filgrastim. Se debe evaluar a los
individuos recibiendo filgrastim que reporten dolor en abdomen superior izquierdo y/o de hombro,
buscando bazo crecido o su ruptura. )
-Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA): Se ha sido reportado secundario al influjo de
neutréfilos en sitios de inflamacién pulmonares. Los pacientes tratados con filgrastim que
desarrollen fiebre, infiltrados pulmonares o distrés respiratorio deben de ser evaluados por un
posible SDRA. Si éste ocurre, deben recibir tratamiento médico para esta condicion.

-Hemorragia Alveolar y Hemoptisis (sangrado por la nariz): La hemorragia alveolar manifestada
como infiltrados pulmonares y hemoptisis que requiere hospitalizacion ha sido reportada en
donadores sanos sometidos a movilizacién de progenitores de sangre periférica. La hemoptisis
cedid posterior a la suspension del filgrastim.

_Desorden de Células Falciformes: Crisis severas de células falciformes (algunas veces resultando
en muerte) han sido asociadas al uso de filgrastim en pacientes con este padecimiento. Solamente
médicos con entrenamiento calificado o experiencia en el tratamiento de estos pacientes puede
prescribirles filgrastim, considerando los riesgos y beneficios potenciales.

-Inmunogenicidad: Existe un como en cualquier proteina de uso terapéutico. La incidencia de la

produccién de anticuerpos en pacientes recibiendo filgrastim no ha sido determingda. Existe
informacién que sugiere que un pequefio grupo de pacientes desarrolla anticuerpos, peﬁo el origen
y la especificidad de éstos no ha sido estudiada adecuadamente. La deteccion de la fofmaci
anticuerpos es altamente dependiente de la sensibilidad y especificidad del ensayo, y lé [Jzscix

“de positividad es influenciada por varios factores, incluyendo el tiempo y manejo dé

crecimiento exdégenos. 2
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Tedricamente, existe la posibilidad de que un anticuerpo dirigido al filgrastim cause reaccién
cruzada con el FEC-G enddgeno, resultado en una neutropenia mediada por reacciéon inmune; sin
embargo, esto no ha sido reportado. Pacientes que desarrollen hipersensibilidad al filgrastim
pueden presentar alergia o reacciones de hipersensibilidad a otras proteinas derivadas de E. coli.
-Vasculitis Cutédnea: En la mayoria de estos casos, la severidad de la vasculitis cutanea fue
moderada o severa. La mayoria de los reportes involucraba pacientes con tratamiento a largo
plazo por via subcutanea. Muchos pacientes pudieron continuar con filgrastim a una dosis menor.
-Interaccion Medicamentosa: No han sido completamente evaluadas. Drogas capaces de
potenciar la liberacion de neutréfilos- (litio), deben de usarse con cautela. Han sido encontrados
cambios éseos transitorios en la imagenologia debido a la aumentada actividad hematopoyética
de la médula ésea. Esto debe tomarse en consideracion al interpretar resultados de radiologia.
-Carcinogénesis, Mutagénesis e Infertilidad: El potencial carcinogénico del filgrastim no ha sido
estudiado. El filgrastim no induce mutaciones genéticas bacterianas con o sin la presencia de una
droga metabolizadora del sistema enzimatico. No se ha observado ningln efecto en la fertilidad de
ratas, hembra o macho, o en su gestacion a dosis de hasta 500 mcg/Kg.

BENEFICIOS POTENCIALES DE ESTA INVESTIGACION

Parece ser, seglin ofros estudios de investigacion, que las células madre pueden ser Utiles en la
regeneracion de ciertos tejidos, incluyendo al sistema nervioso central (cerebro). Actualmente no
se cuenta con medidas curativas para secuelas neurolégicas debidas a falta de oxigeno, como la
paralisis cerebral, y el tratamiento consiste solo en medidas de apoyo y rehabilitacion. Por este
motivo tenemos que echar mano de otros recursos que se encuentren a nuestro alcance.

Dentro de estos recursos se encuentran el uso de las células madre propias del paciente que se
encuentran en la médula ésea, y debido a que se le transfundira parte de su misma sangre no se
corre riesgo de tener complicaciones por falta de compatibilidad sanguinea, corriendo un minimo
riesgo de menos del 1% de contraer alguna enfermedad infecciosa, y teniendo la posibilidad de
que el pronostico a corto, mediano y largo plazo de su hijo(a) sea mejor.

CONFIDENCIALIDAD Y ALMACENAMIENTO DE DATOS
Con el fin de que los nombres de tanto usted como su hijo(a) permanezcan en estricta
confidencialidad, cada paciente se identificara exclusivamente con el nimero de expediﬁnte de tal
forma que sus nombres queden siempre en anonimato.

Cabe mencionar que los datos recabados de este estudio se utilizaran exclusuvamentﬁp
del mismo, y que no se daran a conocer a nadie que no se encuenire directamente ¢
con el estudio, es decir, los investigadores arriba mencionados y sus asesores excl SR NETTES
considerando en todo momento el uso del nimero de expediente y las iniciales de losga i
nunca del nombre del involucrado. Puede ser posible que se tome video del “agtes
“después” de los procedlmlentos realizados en el paciente, ya que éstos nos puedenﬁe
evidenciar la mejoria, si es que la hubiera, en los pacientes.

COMIYE DE ETICA
COMITE DE INVESTIGACION
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PARTICIPACION EN EL RETIRO DEL ESTUDIO

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. Como participante, usted tiene derecho
a dejar de participar en este estudio de manera temporal o permanente en cualquier momento, y
sin que por este motivo se les vaya a dejar de prestar el servicio médico normal. Para retirarse del
estudio por favor contacte a la Dra. Maria del Consuelo Mancias Guerra en el teléfono 83488510.

PREGUNTAS SOBRE LA INVESTIGACION
Si tiene preguntas acerca de la investigacion, por favor hable con la Dra. Maria del Consuelo

Mancias Guerra, al Servicio de Hematologia en el teléfono 8348 8510.

EN EL CASO DE LESION

Es poco probable que la participacion en este proyecto traiga como resultado un dafio a los
participantes, ya que se utilizaran su propia sangre. Si existe una complicacién secundaria al
estudio, se le dara la atencién necesaria en el mismo Hospital Universitario “Dr. J. E. Gonzalez”,
sin embargo, los gastos que cualquier complicacién generen no se encuentran incluidos en la

cuota que pagara en un inicio.

COSTOS
El costo sera definido por una trabajadora social, respaldado por un estudlo socioeconomico

individualizado.

RAZONES PARA LA EXCLUSION DE ESTE ESTUDIO

Si los. examenes de laboratorio y/o gabinete indicaran que el (la) paciente no es candidato, debido
a que presente alteraciones en los resultados de estas pruebas, o que represente un riesgo para
el paciente, el mismo tendra que abandonar el estudio.

Este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Etica y el Comité de
Investigacion de la Facultad de Medicina y del Hospital Universitario “Dr. J. E. Gonzélez” de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leén. Si usted cree que hay alguna violacién a sus
derechos como paciente que participa en un estudio de investigacion, puede usted
comunicarse con el Presidente del Comité.

Dr. José Gerardo Garza Leal

Presidente del Comité de Etica

Teléfono de contacto: 8329 4050 ext. 2870-74

COMITE DE ETICA
COMITE DE INVESTIGACION

Se le han dado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas
satisfaccion.

SUB-DIREGSION DE INVESTIGACION

investigacion.
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PARTE 2: FIRMAS QUE DOCUMENTAN EL ACUERDO

ACUERDO

Su consentimiento para participar en la investigacién sera voluntario e informado. Si usted esta de acuerdo
en participar y si sus preguntas han sido contestadas a su entera satisfaccion, usted debera firmar esta
forma. Una vez firmada la forma, usted esté de acuerdo en participar en este estudio. En caso de que usted
se rehdse a participar, usted podré retirarse sin pérdida de alguno de los beneficios médicos.

Una vez que usted haya consentido, usted tendrd atin el derecho de retirarse en cualquier momento sin
que esto afecte su atencion médica. Para retirarse, lo dnico que usted debera hacer es informar a su
médico de su decision.

Se le ha proporcionado una copia de esta forma para quedérsela y para que haga referencia a ella cuando
sea necesario.

Fecha Firma de la madre/padre del paciente Nombre en letra de molde
1 A

Fecha Firma del primer testigo Nombre en letra de molde
Relacién del Primer Testigo con el paciente Direccién
2

Fecha Firma del segundo testigo Nombre en letra de molde
Relacién del Segundo Testigo con el paciente Direccion

Il. ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL EQUIPO

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mas leal saber y entender, el sgjeto esta
proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de manera informad
posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este consentimient

(i

UR-DIRECCION DE fviern

S

Fecha Firma del persona que obtuvo el Nombre en letra de molde -
consentimiento
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Ad Maiorem Dei Gloriam - Para la Mayor Gloria de Dios
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