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RESUMEN

En los ultimos afios el tema de las "células madre" ha despertado creciente interés por su
potencial terapéutico en enfermedades que hasta el momento no tienen un tratamiento
efectivo. Se realizé un estudio prospectivo y exploratorio en pacientes con arteriosclerosis
obliterante de miembros inferiores, en el que se evalué la seguridad y efectividad de un
método manual de recoleccion y procesamiento de células mononucleares y de células
CD34+ a partir de sangre periférica movilizada. La sangre se procesd en sistemas cerrados
de recoleccion, utilizando el hidroxietilalmidon como potenciador de la sedimentacion
eritrocitaria. Los pacientes fueron tratados con factor estimulador de colonias granulocitico
en dosis total de 40icg/kg de peso durante 2 dias, y después si el conteo de leucocitos era
superior a 20 x 10°/L se procedi6 a la autodonacién. Para valorar la eficacia del método se
analizaron las cantidades de células nucleadas, de células mononucleares y de células CD
34+ en el concentrado celular; se determiné la viabilidad celular y ademas se hizo el estudio
microbiolégico del material obtenido. Se demostré que el método es eficaz y seguro, ya que
logra niveles celulares adecuados, con elevada viabilidad y ausencia de contaminacién
bacteriana. Por otra parte, es sencillo y de bajo costo, lo que permite su extensién a otros
centros de salud, en particular a los de menos recursos. Esto facilita que un mayor nimero
de pacientes se puedan beneficiar con el tratamiento a base de células madre.

Palabras clave: células madre, factor estimulador de colonias granulociticas, células
mononucleares, hidroxietil almidon.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Medicina Transfusional. 2008; 24(3)

ABSTRACT

In the last years, the topic of stem cells has arisen an increasing interest for its therapeutic
potential in diseases that have not an effective treatment so far. A prospsective and
exploratory study was conducted in patients with obliterant atherosclerosis of the lower
limbs to evaluate the safety and effectiveness of a manual method of collection and
processing of mononuclear cells and of CD34+ cells, starting from mobilized peripheral
blood. The blood was processed in closed collection systems, using hydroxyethyl starch as a
potentiator of erythrocyte sedimentation. The patients were treated with granulocyte colony
stimulating factor at total doses of 40ucg/kg of weight during 2 days. Self-donation was
performed when the leukocyte count was higher than 20 x 109/L. To assess the efficacy of
the method, the amounts of nucleated cells, of mononuclear cells and of CD 34+ cells in the
cellular concentrate were analyzed. Cellular viability was determined and a microbiological
study of the material obtained was conducted. It was proved that the method is efficient
and safe, since adequate cellular levels with a high viability and absence of bacterial
contamination are attained. On the other hand, it is simple and cheap, which allows its
application in other health centres, particularly in those with less resources. This makes
possible that more patients benefit from the stem cell treatment.

Key words: stem cells, granulocyte-colony stimulating factor, mononuclear cells,
hydroxyethyl starch.

INTRODUCCION

En los ultimos afios el tema de las "células madre" (CM) ha despertado creciente interés por
su potencial terapéutico en enfermedades que hasta el momento no tienen un tratamiento
efectivo. Esta es una aplicacién de la Medicina Regenerativa que incluye un conjunto de
procedimientos destinados a la obtencién, procesamiento e implantacidon de células en
tejidos total o parcialmente dafiados, con el objetivo de renovar las células dafiadas y de
esta forma restablecer la funcién tisular comprometida.'-?

En el momento del nacimiento existen en el cuerpo CM somaticas en la mayoria de los
tejidos; estas estan integradas a los mecanismos que emplea el organismo para la
renovacion celular en condiciones fisioldgicas o ante un dafio tisular.® Estudios recientes han
mostrado que la poblacion de CM adultas existentes en un tejido es heterogénea, pues
ademas de las propias, hay también otras lineas de CM con potencialidad de diferenciarse
en células de otras estirpes.** El ejemplo mas caracteristico es la médula 6sea (MO) donde
se han identificado los siguientes tipos: hematopoyéticas, endoteliales,
estromales/mesenquimales, células progenitoras adultas multipotentes, células ovales y la
denominada poblacién lateral.'® En la sangre periférica (SP) se han encontrado poblaciones
celulares similares a las anteriormente descritas aunque en menor concentracion. Este
hecho y la experiencia acumulada durante 50 anos en la obtencién y procesamiento de
progenitores hematopoyéticos han determinado que la MO y la SP sean las fuentes mas
utilizadas para la obtencién de CM.®

La coleccion de CM a partir de MO se realiza en el salén de operaciones mediante punciones
multiples en las crestas iliacas con los pacientes bajo anestesia. ° La MO obtenida contiene
todos los elementos de su entorno natural, y debe someterse a determinados
procedimientos, entre ellos: la separacion en un gradiente de densidad con Ficoll u otros,
que permiten disminuir el volumen del concentrado celular y aumentar la concentracién y la
pureza de las CM, para luego implantarlas en el 6rgano diana.”°
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En SP las CM existen en bajas concentraciones, con escasas probabilidades de que se pueda
lograr una recoleccién adecuada; sin embargo, esta situacion puede ser cambiada mediante
terapias con factores estimuladores, entre ellos el factor estimulador de colonias
granulociticas (FEC-G), que ocasiona la liberacion de las CM desde su habitat natural en los
nichos de la MO y su movilizacién hacia la sangre.!' (Insunza A. Estrategias de movilizacién
de progenitores hematopoyéticos. Conferencia de actualizacion. XII Congreso de la
Sociedad Espafiola 2001; 5-11). Una vez que se alcanzan los niveles éptimos son
recolectadas generalmente con un separador celular.*!*3

La terapia regenerativa con CM adultas derivadas de la MO se inicié en nuestro pais en
febrero del 2004 en pacientes con arteriosclerosis obliterante critica de miembros inferiores.
Se utilizé como fuente la médula dsea, la que fue procesada en un separador celular o por
un método manual de gradiente de densidad con Ficoll.!* Sin embargo, aunque ambos
procederes fueron efectivos, no era factible su extensién a otros centros con recursos mas
limitados, lo que restringia la generalizacién de estas técnicas.

Ante esta situacion, decidimos estandarizar un método de procesamiento de SP, con
progenitores hematopoyéticos movilizados, autodonacién de sangre y procesamiento
manual en un sistema cerrado de bolsas colectoras a las que se adiciond hidroxietil almidén
6 %. Este método de mas facil realizacion y mas econdémico, facilitaria la introduccion de la
terapia con células madre en otros centros de la red nacional de Salud Publica.

METODOS

Se incluyeron en el estudio 98 pacientes seleccionados para terapia celular por el Servicio
de Angiologia del Hospital General "Enrique Cabrera", desde octubre del 2004 hasta el
primer semestre del 2007; de ellos, 33 mujeres y 65 hombres, con una edad promedio de
60 anos. Todos los enfermos cumplian los criterios diagnédsticos establecidos para la
arteriosclerosis obliterante de miembros inferiores, y sus parametros cardiovasculares y
respiratorios se encontraban normales. En ninguno habia evidencias de afecciones agudas
en el electrocardiograma. La cifra de hemoglobina siempre fue mayor de 100g/L y las
determinaciones de glicemia, creatinina y transaminasas hepaticas eran normales.

Se excluyeron los casos con enfermedades malignas; con enfermedades cronicas
(insuficiencia cardiaca, renal, hepatica y diabetes mellitus) descompensadas y aquellos con
evidencia de infeccidn que contraindicara alguna de las etapas requeridas para la obtencién
e implantacién de las células.

La movilizacién de CM se efectud con FEC-G (Leukocim, Centro de Inmunologia Molecular,
La Habana) en dosis de 40 pucg x kg de peso dividido en 4 subdosis de 10icg x kg de peso
cada 12 horas. La ultima dosis se administré entre 3 y 6 horas antes de la extracciéon de
sangre. Se realiz6 hemograma antes de la movilizacion y a las 3 horas de la ultima dosis de
medicamento. Si el conteo de leucocitos era mayor de 20 x 10°/L y el resto de los
parametros normales, se procedid a la extracciéon de sangre periférica. Si el conteo era
menor se continud con la movilizacion cada 12 horas con 10 mg x kg de peso hasta alcanzar
la cifra de leucocitos antes mencionada.

Método de obtencion y separacion de las células mononucleares

Autodonacion
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Con el paciente acostado en decubito supino, se le canalizé una vena gruesa en el antebrazo
y se efectud la extraccion de sangre hacia una bolsa colectora con CPDA (sistema
cuadruple). Una vez alcanzada la cantidad deseada (250 mL), se procedid a cortar la
tubuladura y conectar una nueva bolsa (sistema doble) y se repitio el proceder. Al concluir
la donacién de los primeros 500 mL se retird la bolsa y la ligadura y se conecto a la linea de
acceso a la vena una infusion de solucion salina al 0,9 % a goteo lento durante 45 a 60
minutos. A continuacién se transfundieron los concentrados de eritrocitos obtenidos de las
bolsas donadas. Concluida la transfusion, se procedié a la autodonaciéon de 2 nuevas bolsas
de forma similar a la antes sefalada. La transfusién de los 2 concentrados de eritrocitos de
las ultimas bolsas dependié de los niveles de Hb previos y del estado fisico del paciente.
Efectuada o no la autotransfusién, se infundié solucién salina 0,9 % para hidratar al
enfermo. Concluido el proceder, se comprobo el examen fisico normal del paciente que
retornd a la sala de Angiologia o se mantuvo ambulatorio segun el estado se su
enfermedad.

Procesamiento de la sangre periférica

En un gabinete de seguridad bioldgica se abrié el sistema de bolsas con la sangre obtenida y
se le adicionaron 40 mL de hidroxietil almidén (HES), equivalente a 1 mL de HES por 6 mL
de sangre. Se sellé nuevamente y se sometio a sedimentacién invertida durante 1 hora. Al
finalizar la sedimentacion, sin abrir el sistema, se pasaron los eritrocitos hacia la bolsa
satélite con SAGMan, y en la bolsa madre quedo el plasma rico en leucocitos, plaquetas y
CM. Se selld la bolsa con el concentrado de eritrocitos y se separd de todo el sistema para
su transfusién al paciente. Con la segunda bolsa donada se repitieron los pasos
comentados. En el gabinete de seguridad bioldgica, las bolsas madres 1 y 2 se abrieron y se
unieron a través de un conector. El contenido se pasé a la bolsa madre del sistema
cuddruple. Se selld la bolsa y en posicion invertida se dejé sedimentar hasta el dia siguiente
en un refrigerador de 2-6 “C. Al terminar la sedimentacidn, se hizo una segunda deplecién
de eritrocitos que se pasaron a otra bolsa, mientras que el plasma y la capa
leucoplaquetaria quedaban en la bolsa madre. La capa celular se paso6 hacia la Gltima bolsa
libre del sistema, mientras que el plasma permanecio en la bolsa madre. Con las bolsas 3 y
4 se repitid el procesamiento descrito.

Las 2 bolsas con el contenido celular se abrieron y se unieron a través de un conector para
pasar el contenido a una sola bolsa. Después se homogenizé ese contenido, se determind el
volumen en mL y se tomaron muestras para estudios microbioldgicos y de viabilidad celular.
Posteriormente se sell6 la bolsa y rotuld con el nombre del paciente, la fecha y los mililitros
que contenia. Finalmente se almacené entre 2-6 ‘C hasta su entrega para la implantacion
celular.

Estudio del concentrado

- Conteo de células mononucleares (CMN). Se utilizaron las siguientes variables: el conteo
de leucocitos/L (efectuado en el contador automatico de células SINNOWA HB-7021,
Republica Popular China), el volumen del concentrado y el porcentaje de CMN.

- El recuento diferencial se determind mediante microscopia 6ptica en extensiones del
concentrado celular tefidas con May-Grunwald Giemsa, lo que permitio el porcentaje de
CMN. Se consideraron CMN: los linfocitos, monocitos, células linfocitoides, monocitoides,
mieloides inmaduras, proeritroblastos y eritroblastos. El porcentaje de células CD34+ se
determind por citometria de flujo en un FaC Scan (Becton-Dickinson, EE.UU.) y se aplicd
para obtener su valor absoluto a partir del nimero de CMN en el concentrado.
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- La determinacién de la viabilidad celular se hizo mediante la coloracién con azul Tripan,
segun el método empleado en nuestra institucion. La tincién de Gram vy los cultivos
bacterioldgicos se realizaron por los métodos habituales del laboratorio de Microbiologia.

Analisis estadistico

Se obtuvieron la media, mediana y rango de los nimeros absolutos y porcentajes de CMN y
células CD34+ contenidas en el concentrado y del porcentaje de viabilidad celular
encontrado en el mismo, y se evalud el porcentaje de unidades contaminadas segun los
estudios bacterioldgicos realizados y el porcentaje de complicaciones secundarias al proceso
de movilizacién y de extraccion.

RESULTADOS

El conteo de leucocitos fue superior a 20 x 10°/L en 96 (98 %) pacientes; solo que 2 casos
necesitaron de estimulacion adicional con 2 nuevas dosis de FSC-G. El resto de los
parametros del hemograma mantuvieron cifras adecuadas que permitieron la donacién de
un litro de sangre de la forma en que fue planificada (tabla 1).

Tabla 1. Parametros hematoldgicos antes de |la autodonacian

Parametro Media Mediana Rango
Hemoglobina (HbY g/l 127,3 126 85-171,6
Hematocrito (Hto) 0,29 0,39 0,28-0,62
Leucocitos ¥ 10%/L 35,3 35 20-93
Segmentados % 7E b= E8-4t
Células mononucleares % 22 20 3-40
Plaquetas = 10%/L 2985 280 167 — 600

Durante la administracion del FEC-G, 19 enfermos (19,3 %) presentaron dolores dseos, 5
(5,1 %) cefalea y 2 (2 %) mialgias, lo que se produjo generalmente a partir de la tercera
dosis. En el proceso de donacion 2 casos tuvieron un hematoma en el sitio de puncién, con
necesidad de canalizar una nueva vena. No se produjeron alteraciones cardiovasculares ni
otras manifestaciones secundarias.

El volumen promedio de los concentrados de CMN obtenidos fue de 106 mL, con un
contenido medio de leucocitos de 20,3 x 10°; el porcentaje de CMN fue de 29 % vy el
contenido promedio de CMN del concentrado fue de 5,35 x 10°. Solo a 43 de los pacientes
estudiados se le pudo determinar el nimero de células CD 34+ en el concentrado celular. El
porcentaje promedio fue 2,4 % con un ndmero absoluto promedio de 121,2 x 10° (tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de los concentrados celulares

Parametra Media Mediana Fango
Yolumen mL 106 100 40-170
Contenido total de leucocitos ¥ 10%/L 18,3 16,8 4,7 -409,5
Células mononucleares (CMHNY (%) 29 27 6-70
Contenido Total de CMMN ¥ 10° 5,35 42 0,66 -21
Células CD34* (%) 2.4 1,2 0,18 -3,4
n=43
Contenido total ceélulas CO34+ » 109 121,1 61,6 7 -650
n=43

La viabilidad celular en los concentrados se mantuvo en un rango entre 95 y 99 %. En todos
los casos los cultivos microbiolédgicos y la tincién de Gram fueron negativos (tabla 3).

Tabla 3. Comparacion con atros grupos de trabajo

Método Yolumen Fuente CMM % 107 CD 34+ » 107
{mL}
Janon (20) 00 MO 1,6 3,7

Automatizado n =50

Poloniz (23 500 MO 3,28 £2,19 6,35 0,7- 8,1

Automatizado n= 10

Instituto de Hematologla e Inmunologis S00 -600 [n] 2,47+ 1,48 7,90+ 546
Gradiente de densidad con Ficoll (74

n=~a

Automatizado 129 500 -600 MO 1,744 1,23 8,14 + 6,67
n=7

Manual con HES 1000 Sp 5,35 12,11

n=19g n=43

HES: hidroxietil almidan 6 %; MO médula dsea; SP: sangre periférica.

Entre paréntesis la referencia bibliografica,
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DISCUSION

Durante muchos afios la médula ésea fue la fuente convencional de células progenitoras
hematopoyéticas.® En la década de los 60 del siglo pasado se conocid la existencia de esas
células progenitoras circulantes en la sangre periférica, aunque en niveles muy bajos para
lograr una coleccidn significativa.'® Posteriormente en las décadas 1980-90, se reportd que
bajo determinadas circunstancias fisioldgicas, como ejercicios e infecciones, estas células
aumentan sus niveles en la sangre; igualmente que este fendmeno podia lograrse mediante
estimulacién con quimioterapia y citocinas.'®*® Esto unido con el desarrollo tecnoldgico de
los separadores celulares, permitié que las células progenitoras hematopoyéticas de sangre
periférica puedan ser recolectadas y utilizadas para trasplante.®!°

La aplicaciéon del trasplante de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica, ha
facilitado identificar una serie de ventajas en relacion con el de médula dsea, como son: la
recolecta de un mayor nimero de CM; la frecuencia menor de efectos adversos, que cuando
ocurren son menos intensos y menos duraderos; la no necesidad de salén de operaciones,
ni de anestesia; y ademas que se puede realizar en caso de deformaciones o afecciones
dseas que contraindiquen la puncion 6sea para la obtencidn de la médula 6sea.?®!? Estas
circunstancias determinan beneficios directos para el paciente y para el centro de
trasplante, ya que disminuye la estadia hospitalaria y se abaratan los costos del proceder.

La coleccion a partir de sangre periférica movilizada se realiza habitualmente con una
maquina separadora de células, lo cual no era dificultad para nuestro trabajo, pues
contamos con dicho equipamiento. Sin embargo, al valorar la extensién del proceder hacia
otras instituciones del salud, esto si constituia una limitante, ya que pocos centros del pais
poseen esta tecnologia y adquirir el equipo constituye un gasto significativo de recursos, ya
gue su valor oscila entre 50 000 y 60 000 ddlares en el mercado internacional, a lo que se
suma el alto costo en moneda libremente convertible del material desechable necesario para
el procesamiento celular. Ante esta situacidn, nuestro grupo de trabajo, aprovechando su
experiencia en las técnicas de bancos de sangre y de trasplante de progenitores
hematopoyéticos, disefid el método descrito en este trabajo. La movilizacidon celular en
personas que no padecen enfermedades oncoldgicas se realiza con citocinas y de estas, la
mas utilizada es el FSC-G mediante el método en que se utilizan habitualmente dosis de 5
ug x kg de peso cada 12 horas durante 5 dias y la recoleccion se hace los dias cuarto y
quinto.! (Torrabadella M, Parra R, Acebedo G, Ortega JJ, Gallur L, Massuet L. Comparacién
de dos dosis de G-CSF para movilizar células progenitoras en donantes sanos. [CD-ROM].
Posters 173. Santander del 10-12 de junio del 2001. XII Congreso Nacional de la Sociedad
Espanola de Transfusién Sanguinea. Resumenes).

En nuestro trabajo se empled un esquema de movilizacién mas corto, pero con incremento
de la dosis diaria de FSC-G y se hizo su seguimiento con conteos de leucocitos. Esto fue
motivado por el hecho de que el nimero de CM requeridas para la terapia regenerativa
vascular es mucho menor que el estipulado para el trasplante de progenitores
hematopoyéticos. 2%?! Ademas, publicaciones de otros investigadores refieren que con una
dosis hasta de 20 ug x kg de peso/dia existe una clara relacion dosis-efecto en la accidon
movilizadora del FSC-G, y que el umbral de recoleccidén se logra en menor tiempo, e incluso
este aumento de la dosis puede hacer desaparecer las diferencias de movilizacidon debidas a
la edad.?*%* Con nuestro proceder se aprecid que en el 98 % de los pacientes se obtuvo un
incremento del conteo de leucocitos superior al minimo requerido y el contenido de CMN y
de células CD 34+ del concentrado estuvo dentro de los pardmetros planteados por otros
investigadores.?®21?* Esta forma de movilizacién tiene la ventaja de que es menos
traumatica para el paciente y acorta la estadia hospitalaria.

Comunicaciones de otros investigadores han sefialado hasta en un 20 % los donantes sanos
que pueden ser pobres movilizadores, aunque solo el 3 % suele movilizar de manera
insuficiente. Esto explicaria por qué en 2 donantes no logramos el conteo de leucocitos

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Medicina Transfusional. 2008; 24(3)

requerido y necesitaron dosis adicionales de FSC-G (Insunza A., citado anteriormente)
(Hernandez C, Arrieta R, Fernandez C, Galindo I, Hernandez-Navarro F. Factores predictivos
en la recoleccidon de células CD34+ en donantes. [CD-ROM]. Posters 185. Santander del 10-
12 de junio del 2001. XII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Transfusion
Sanguinea. Resumenes). Los efectos adversos como consecuencia de la movilizacion fueron
ligeros: cefalea, mialgias y dolores 6seos, coincidentes con los referidos en trabajos previos.
En ningln paciente se presentaron complicaciones severas como la trombosis arterial, **
aunque es cierto que como parte del tratamiento de su enfermedad de base ellos mantienen
terapia con antiagregantes plaquetarios.

La edad no fue causa de exclusion. Los parametros del hemograma estuvieron dentro de las
cifras aceptadas para la autodonacién, y el hecho de que se fraccionara la extraccién facilitd
que fuera tolerada adecuadamente. Desde los anos 70 se utiliza el HES al 6 % para depletar
la médula dsea de los eritrocitos por métodos manuales. °1° La mezcla de la médula dsea
con el HES 6 % da lugar al fendmeno de agrupacién de los eritrocitos en pila de monedas
rouleaux promoviendo su rapida sedimentacion y facilitando la separacion de la capa
leucoplaquetaria.”®'° El HES 6 % también se ha combinado con las sustancias
anticoagulantes empleadas en los separadores celulares durante la obtencién de CM de
sangre periférica.”®!° En nuestro método la separacién de las CMN de la sangre periférica
se ejecuta por técnicas manuales que incluye la adicion de HES 6 %. Es de destacar que el
mismo toma elementos de las técnicas de separacion tradicionales, aunque tiene
caracteristicas propias que lo identifican y lo diferencian de los métodos comentados.

La gran ventaja de los separadores celulares estd en que pueden procesar los volimenes de
sangre que se consideren necesarios hasta lograr el contenido celular deseado; ademas los
concentrados obtenidos no necesitan manipulacion posterior, lo que disminuye las
posibilidades de contaminacién bacteriana. Esto planteaba la interrogante de si nuestro
método manual podia ser suficientemente eficiente como para emplearse en lugar del
automatizado; un aspecto que no se ha precisado aun es cuantas células son necesarias
para el tratamiento de la arteriosclerosis obliterante de miembros inferiores. Nuestro grupo,
tomando como referencia otros trabajos publicados sobre el tema, establecié como cifra
minima de CMN 1 x 10° y de células CD34+ 3 x 107, cifras que fueron superadas. El
contenido celular del concentrado fue equiparable a las de otros trabajos que utilizaban
como fuente la médula ésea, entre los que se incluye el trabajo pionero sobre el tema, y
uno nuestro, publicado recientemente en la revista (tabla 3), 420:21:2526-28 |5 que evidenci6
que la recolecciéon con nuestro método es cuantitativamente suficiente. En otro orden debe
destacarse que los sistemas de bolsas permitieron realizar la mayor parte de la
manipulacion en un circuito cerrado y en los pasos en que fue necesario abrirlo, esto se
efectud en un gabinete de seguridad bioldgica, todo lo cual le confirié al método la
seguridad microbioldgica adecuada que fue avalada por los resultados de los cultivos
microbioldgico y de la tincion de Gram realizadas a cada concentrado, y ademas por el
hecho de que ninguno de los pacientes presenté complicaciones infecciosas como
consecuencia del implante celular, a esto se une al alto porcentaje de viabilidad celular
obtenido.

Las caracteristicas del método manual de coleccidon de CM que se ha empleado permite
definirlo como un proceder simple, econdomico y eficiente, que puede ser empleado
satisfactoriamente en centros de salud con pocos recursos en que se desee introducir la
terapia celular regenerativa, lo que podria ser una solucion factible no solo para nuestro
pais, sino también para otros comprendidos entre los menos desarrollados.

En la actualidad este método ya se esta aplicando en el Hospital Provincial "Abel Santamaria
Cuadrado", de Pinar del Rio, en el Hospital Provincial "Arnaldo Milidn Castro" de Santa Clara
y en el Hospital Provincial "Dr. Gustavo Aldereguia" de Cienfuegos.
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