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Células autdélogas de sangre de cordén umbilical y placenta
para la encefalopatia hipoxico isquémica: estudio exploratorio
de seguridad y factibilidad
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RESUMEN

Introduccién. La encefalopatia hipéxico-isquémica (EHI) causada por la falta de oxigeno y/o perfusion
al cerebro puede provocar dafio neuroldgico agudo en el recién nacido. La hipotermia terapéutica (HT)
es el tratamiento mas eficaz y seguro. Sin embargo, la mortalidad sigue siendo alta y con numerosas
secuelas a largo plazo. Las terapias celulares y, en particular, la sangre de cordén umbilical (SCU) se
estudian como terapias alternativas. El objetivo de este trabajo es evaluar la factibilidad y seguridad de
la infusion de células autélogas de la sangre de corddn junto con la hipotermia moderada.

Poblacion y métodos. Se incorporaron 12 bebés de 36 semanas o mas de gestacion con diagnostico
de EHI moderada o grave y que contaban con colecta de SCU. La SCU se redujo en volumen y se
obtuvieron hasta 4 dosis, que fueron infundidas en las primeras 72 horas posnatales. Se evalu6 el tiempo
a la primera infusion y posibles reacciones adversas a la infusion.

Resultados. Entre los afios 2014 y 2019, 12 bebés fueron incluidos en el protocolo (HT + SCU), 9 con
diagnéstico de EHI moderada y 3 con EHI grave. En todos los casos, se obtuvo al menos 1 dosis de
SCU para infundir. En todos los casos, fue posible infundir la primera dosis antes de las 24 horas y no
hubo reacciones adversas atribuibles a la infusion.

Conclusiones. La colecta, preparacion e infusion de sangre de cordon umbilical autéloga fresca para
Su uso en recién nacidos con EHI es factible y segura en nuestras condiciones.

Palabras clave: encefalopatia hipoxico-isquémica; tratamiento basado en trasplante de células y tejidos;
sangre de cordén umbilical; estudios de factibilidad; seguridad.
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INTRODUCCION

La encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI)
es una causa de dafio neuroldgico agudo en
el recién nacido. La incidencia es de 1 a 8
cada 1000 nacidos en paises desarrollados y
asciende hasta 25 cada 1000 nacidos en paises
en desarrollo.’

La EHI puede desencadenarse por diversas
causas antes y durante el trabajo de parto. Los
eventos centinela mas frecuentes durante el
parto son bradicardia fetal, desprendimiento
de placenta, prolapso del cordén umbilical,
etc. Mientras que, el evento centinela preparto
mas importante es la edad gestacional:
= 41 semanas.?

Actualmente, la hipotermia terapéutica
(HT) total o cefalica es un tratamiento eficaz
y seguro.*® Esta intervenciéon no conlleva un
riesgo relevante para el bebé, siempre que
se aplique en unidades de nivel terciario y
siguiendo protocolos adecuados de enfriamiento
y recalentamiento. Sin embargo, la mortalidad
sigue siendo alta especialmente en las formas
graves de EHI y aproximadamente la mitad de
los bebés sobrevivientes desarrollan deterioro
neurolégico en sus primeros afos.”® Ademas,
los recién nacidos con depresién al nacer no
suelen beneficiarse de la transfusién placentaria
postnatal, al realizarse una ligadura inmediata
del cordén umbilical, debido a la necesidad de
maniobras de reanimacion. Por estos motivos,
se siguen investigando distintos enfoques para
nuevos tratamientos, entre ellos las terapias
celulares.

En particular, la sangre de cordén umbilical
(SCU) es una fuente importante de células
madre y progenitoras con potencial terapéutico.®
El efecto de la administracion de SCU se ha
evaluado en numerosos estudios en modelos
animales de EHI, con efectos beneficiosos.%'?
Ademas, ya se han realizado ensayos clinicos de
fase | que demuestran la seguridad y viabilidad
de la administracién intravenosa de SCU
autologa.'

En este trabajo, se evalud la factibilidad y
seguridad de la infusién de células autélogas
de la sangre de cordon junto con la hipotermia
moderada, inmediatamente después del dafio
hipoxico al sistema nervioso central.

En particular, se evalud la factibilidad a
partir de 2 ventanas temporales, la primera,
la inclusion de los bebés en HT dentro de las
6 horas posnatales y, la segunda, la posibilidad
de obtener la colecta de sangre de cordon,

Articulo original / Arch Argent Pediatr. 2024;e202410366

transportarla al Banco de Sangre de Cordon
(BSCU) del Hospital Garrahan y nuevamente a
la Maternidad Sarda luego del procesamiento,
idealmente dentro de las 12 horas posnatales del
bebé y hasta las 24 horas.

En cuanto a la seguridad, se evaluaron las
reacciones adversas a la infusién intravenosa.

POBLACION Y METODOS

Este protocolo fue aprobado por los Comités
de Etica del Hospital Materno Infantil Ramén
Sarda, del Hospital de Pediatria Garrahan
(Protocolo N.° 748) y por el Instituto Nacional
Central Unico Coordinador de Ablacién e
Implante (INCUCAI) (Resolucion N.° 273/13). Es
un estudio clinico fase | de disefio abierto, con un
tamafio muestral estandar (n = 12) para evaluar
factibilidad y seguridad.

Los bebés, nacidos en la Maternidad Sarda,
eran elegibles inicialmente si tenian 36 semanas
o0 mas de gestacion con EHI moderada o grave
y colecta de SCU. Luego, la edad se modificé a
35 semanas.? Los criterios clinicos de hipotermia
incluyen: a) resultados de gases en SCU o de
la primera hora posnatal con pH <7,0 o déficit
de base 2-16, b) antecedentes de un evento
perinatal agudo, c) Apgar a los 10 minutos de
<5, d) necesidad de ventilacion con presién
positiva iniciada al nacer y continuada durante
=210 minutos.

La presencia de encefalopatia moderada o
grave se definié por la presencia de convulsiones
o la presencia de signos en 3 de las 6 categorias
de la clasificacion de Sarnat y Sarnat: nivel de
conciencia, actividad espontanea, tono, postura,
reflejos primitivos y funcion auténoma.

Se consideraron criterios de exclusion:
a) presencia de anomalias cromosdémicas
conocidas, b) presencia de malformaciones
congénitas importantes, c¢) limitaciéon grave del
crecimiento intrauterino (menor a 1800 g), d)
recién nacidos moribundos, e) padres que no
prestaron consentimiento.

Una vez diagnosticados, los pacientes
ingresaron al protocolo de HT mediante un
colchén servocontrolado (Amrraterm HTF®) donde
se mantiene la temperatura central del nifio en
33,5 °C (£ 0,5 °C) durante 72 horas, para luego
restituir la normotermia progresivamente.

Colecta de sangre de cordén y
procesamiento

Al inicio del protocolo, se capacito al
personal interviniente de ambos hospitales. En



particular, al personal de partos, quienes eran los
responsables de identificar los posibles casos de
EHI y realizar las colectas de SCU. El personal
del BSCU realizé la validacion del procesamiento,
fraccionamiento, transporte y almacenamiento del
producto de terapia celular para este protocolo.®

La colecta de SCU fue realizada por
personal capacitado. Inmediatamente después
del nacimiento y antes del alumbramiento, se
procedié a la asepsia del corddén con solucién
de limpieza. Se utilizé una bolsa de colecta de
SCU aprobada por la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) para punzar la vena umbilical y colectar
la sangre por gravedad. Durante la recoleccion,
la sangre se mezcl6 con anticoagulante (CPD).

Una vez en el laboratorio del BSCU, se
utilizé el equipo Sepax para el procesamiento
automatico para reducir el volumen de plasma
y de gldbulos rojos de la unidad, en un sistema
cerrado, minimizando el riesgo de contaminacién.
El producto final, un concentrado de células
nucleadas enriquecido en células mononucleadas
(o buffy coat), se fraccion6 en hasta 4 dosis
(5 x 107 células/kg) segun el peso del bebé, se
empaqueto en jeringas en doble bolsa estéril y se
almacené a 4-8 °C hasta su infusion.

Todos los procedimientos se realizaron
siguiendo los procedimientos operativos
estandares (POE) del BSCU; habilitado por
INCUCAI y acreditado por la Asociacion
Americana de Bancos de Sangre (AABB).

Para cada unidad, se determiné el nimero
de células nucleadas totales (CNT), la viabilidad
celular, el porcentaje de células CD34+ y
la esterilidad (aerobios y anaerobios) de la
preparacion. Ademas, se tomaron muestras de
la unidad y de sangre materna para el analisis de
serologia y biologia molecular para hepatitis A, B
y C, virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1
y HIV-2), virus linfotrépicos de células T humanas
(HTLV-1 y HTLV-2), citomegalovirus (CMV),
brucelosis, sifilis, toxoplasmosis y Chagas.

Infusion

Previo a cada infusién de SCU autdloga,
se administré 1 mg/kg de hidrocortisona
intravenosa. Los bebés recibieron un maximo de
4 dosis distribuidas de acuerdo a los siguientes
esquemas:™ A) si la 1.7 dosis se infunde antes
de las 12 horas posnatales, la 2.9, 3.7 y 4. dosis
se infunden a las 24, 48 y 72 horas posnatales
respectivamente. B) Si la primera dosis se
infunde entre las 12 y 24 horas posnatales, la
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2.9y 3.7 dosis se infunden a las 48 y 72 horas
respectivamente.

En caso de obtener menos de 4 dosis, las
dosis obtenidas se infundiran respetando el
mismo esquema y tiempos.

Controles y seguimiento de los pacientes

Entre los controles estandares, se encuentran
signos vitales, estado metabdlico, y condiciones
respiratorias, cardiovascular, renal, neuroldgica y
hematoldgica. Ademas, se incluye el registro de
reacciones adversas, si las hubiese, a la infusion
de sangre.

En cuanto a los controles de seguimiento,
se propusieron: resonancias magnéticas
(RMN) entre los 7-28 dias posnacimiento
(preferentemente entre los 7 y 14) y entre los
4-6 meses; analisis visual y audioldgico; test
psicométrico a los 4-6 meses y 9-12 meses, y
examenes neurolégicos.

Entre las pruebas realizadas, destacamos
el Test de Aprendizaje y Desarrollo Infantil
(TADI),'® test de pesquisa, realizado a los 3-6-
9-15 meses, que permite evaluar el desarrollo
y aprendizaje segun 4 dimensiones: lenguaje,
cognitiva, socioemocional y motriz. Los resultados
se expresan como superior, normal, en riesgo
y retraso. En segunda instancia, se realizo el
test diagnostico de Bayley I, entre los 12 y
18 meses de edad, que evalua el desarrollo
cognitivo, motor y linguistico.

RESULTADOS

Entre 2014 y 2019, 12 bebés fueron incluidos
en el protocolo (HT + SCU), 9 con diagnéstico
de EHI moderada y 3 con EHI grave (Tabla 1).
Los 3 bebés que presentaron la forma grave de
la patologia fallecieron en la unidad de cuidados
intensivos. La edad gestacional promedio fue de
38-39 semanas; 8/12 partos fueron vaginales
y 4/12, cesareas. Entre los eventos centinelas,
podemos destacar la edad gestacional (4/12) y
la bradicardia fetal (3/12).

Caracteristicas de las unidades

En todos los casos se obtuvo al menos 1 dosis
de sangre de corddn. El volumen de sangre
colectada promedio fue de 44,8 ml (con un
minimo de 24 ml), mientras que el recuento de
CNT promedio fue de 50,16 x 107 cél. (con un
minimo de 14,38 x 107 cél.). En 11/12 casos, la
viabilidad supero el 95 % (Tabla 2).

En cuanto a la esterilidad, los hemocultivos
para microorganismos aerobios y anaerobios
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TaBLA 1. Resumen de casos incorporados al protocolo

HI Ano EG Peso (9) Parto Evento centinela Encefalopatia Egreso
02 2014 39 2990 Vaginal BF Moderada Vivo
03 2015 35 2265 Cesarea DPNI Moderada Vivo
04 2016 36 2765 Vaginal BF Moderada Vivo
08 2016 40 3725 Vaginal no Moderada Vivo
09 2016 41 3320 Cesarea BE Grave Fallecio
06 2017 40 3400 Forceps PP Moderada Vivo
11 2017 41 3625 Vaginal BF Moderada Vivo
12 2018 37 3150 Vaginal PC Grave Fallecio
13 2018 41 3885 Vaginal No Moderada Vivo
14 2018 40 3060 Cesarea LAM Grave Fallecio
16 2019 36 2380 Cesarea DPNI Moderada Vivo
17 2019 41 4150 Vaginal PP Moderada Vivo

HI: codigo interno de codificacién de pacientes; EG: edad gestacional; BF: bradicardia fetal; DPNI: desprendimiento prematuro
de la placenta normoinserta; PP: parto prolongado; PC: procidencia de cordén; LAM: liquido amniético meconial.

TaBLA 2. Caracteristicas de las unidades de sangre de cordéon umbilical

media £ DE
n (%)
Vol. colectado (ml) 44,8 + 10,47
CNT (x 107) 50,16 + 24,78
Viabilidad (%) 97,22 + 1,97
CD34 + (%) 0,51 +0,29
N de dosis
4 3 (25)
3 4 (33,3)
2 4 (33,3)

1 1(8,3)
Tiempo a la 1.7 infusion (h:m) 8:16 + 3:05
<12h 10 (83)
<24 h 2(17)

DE: desviacion estandar; N: numero; CNT: células nucleadas totales; h: hora; m: minutos.

posprocesamiento fueron negativos (12/12). El
analisis de serologia y biologia molecular para
infecciones transmisibles mostré resultados
positivos para sifilis en 2 casos (HI-13 y HI-14,
HI: codigo interno de codificacion de pacientes).
Ambas madres tuvieron resultados positivos
durante el embarazo que indicaba infeccion
reciente, por lo que recibieron tratamiento.

Factibilidad

La factibilidad depende de la participacion
de distintos actores en una ventana temporal
acotada: 6 horas para iniciar HT y hasta 24 horas
para la infusion de la primera dosis. En la Tabla 2
se observa que, en 10/12 casos logramos
completar el circuito en menos de 12 horas
posnatales. En 2 casos, donde los nacimientos
se produjeron a la noche (23:46 y 23:25) de un

sabado y un domingo respectivamente, logramos
cumplir con la ventana temporal de 24 horas.

Seguridad y seguimiento

No se observaron reacciones adversas agudas
atribuibles a la infusién de sangre autdloga.

En cuanto al seguimiento, de los 9 bebés que
egresaron vivos, uno de ellos se mudoé (HI-04) y
2 de ellos (HI-03 y HI-13), aun en seguimiento,
presentaron poca adherencia a los controles. Se
plante6 como objetivo realizar al menos 2 RMN,
una en el primer mes de vida y una entre los 4 y
6 meses de vida. Todos los bebés completaron
este estudio durante el primer mes (uno de
ellos al mes y 6 dias), con resultado normal en
6 casos y patoldgico en los 3 restantes (Tabla 3).
En cuanto a las lesiones observadas, podemos
destacar hiperintensidad en los ganglios basales



TaBLA 3. Seguimiento de los pacientes
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EHI RMN Examen Examen Test Examenes Otros
auditivo visual psicométrico neuroloégicos estudios

7-28 dias  4-6 meses 4-6 meses 9-12 meses Resultado Tipo: resultado (fecha)
HI-02 Normal - Normal Normal Normal Riesgo Normal EEG: Normal
HI-03* Patoldgico - Patoldgico Patoldgico Riesgo Riesgo Patoldgico EEG: Patolégico (2015).

Normal (2016)

HI-04**  Normal - - - - -
HI-08  Patologico - Normal Patolégico Riesgo Riesgo Normal EEG: Patoldgico
HI-06  Normal *** - Normal Normal Normal Normal Normal EEG: Normal
HI-11 Normal - Patologico Patologico Riesgo Normal Normal EEG: Normal
HI-13*  Normal - Normal Normal - - Normal EEG: Patoldgico
HI-16 Normal - Normal Patoldgico Riesgo Riesgo Normal EEG: Patoldgico
HI-17  Patoldgico - Normal Patolégico Normal Normal Normal EEG: Patoldgico

HIE: encefalopatia hipéxico-isquémica; * poca adherencia; ** se mudo; *** 1 mes y 6 dias; EEG: electroencefalograma;

RMN: resonancia magnética nuclear.

y ambos talamos, lesion en la sustancia blanca
periventricular y lesidon en area posterior del
hipocampo con restriccién en la secuencia de
difusion. En ningun caso se realizé la RMN
prevista entre los 4 y 6 meses.

En los estudios auditivos se observaron
resultados normales en 6/8 casos. Solo un
paciente fue diagnosticado con hipoacusia
neurosensorial moderada bilateral, mientras
que otro mostro alteraciones en la configuracion
del trazado. En los examenes visuales, 3 nifios
mostraron resultados normales y 5 nifios
evidenciaron alteraciones en los valores de
latencia y amplitud para la onda P100.

En relacién con la evaluacion del desarrollo,
en los estudios psicométricos entre los 4 y
6 meses, se observaron resultados normales en
3/7 casos, mientras que, entre los 9 y 12 meses,
si bien también se observan resultados normales
en 3/7, 2 bebés mantuvieron el nivel (HI-06 y HI-
17), 1 mejord (HI-11) y 1 empeoré (HI-02) (Tabla
3). Se considerd examen patoldgico a la aparicion
de trastornos motores o la mala progresién del
crecimiento del perimetro cefalico.

En el caso del examen neurolégico fisico, se
observaron resultados normales en 7/8 casos.
Cuando se analizan los electroencefalogramas,
5/8 presentan resultados patolégicos y solo
uno de ellos revierte este resultado en un
EEG posterior (Tabla 3). Cuatro nifios fueron
diagnosticados con epilepsia focal segun los
criterios de la ILAE 2017, 3 de ellos con
resolucién de crisis clinicas.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que la colecta,
preparacion e infusion intravenosa de SCU
autologa fresca reducida en volumen y glébulos
rojos es factible, teniendo en cuenta ambas
ventanas temporales, y segura en nuestras
condiciones.

La hipotermia terapéutica es el mejor
tratamiento disponible para bebés con EHI
moderada o grave. Sin embargo, la mortalidad
sigue siendo alta; los bebés que sobreviven
presentan alteraciones del desarrollo neurolégico
moderadas o graves y no ha habido mejoras en
estos indices en los ultimos afios en paises de
ingresos bajos y medios.®1°

Estos datos han motivado la investigacion de
distintas estrategias, en particular de terapias
celulares. En este sentido, numerosos trabajos
preclinicos han mostrado mejoras con el uso
de SCU,'? mientras que un metaanalisis mostré
que las células mesenquimales (MSC) podrian
mejorar la funcion neuroldgica.?° A partir de
estos resultados, se han desarrollado ensayos
clinicos de fases | y I, tanto con SCU"'* como
con MSC."®

A pesar de los esfuerzos, aun no hay
resultados provenientes de ensayos aleatorizados
(fase Ill) que evaluen el efecto beneficioso o los
dafios de estas intervenciones, para la prevencion
de la morbilidad y la mortalidad después de la EHI
en recién nacidos.®

Mas alla de la discusién sobre el tipo celular,
esta experiencia nos ha permitido corroborar
puntos relevantes a la hora de disefiar y llevar



adelante ensayos clinicos.?' En primer lugar,
estandarizar las variables de los ensayos clinicos
permitira mejorar la potencia de los resultados
y, por ende, mejorar la interpretacion de estos.
Nuestro protocolo se basa en el protocolo
publicado por Cotten y colaboradores'® en
cuanto al numero de dosis (hasta 4), tiempos de
infusion (12, 24, 48 y 72 horas) y concentracion
definida de células nucleadas, pero difiere del
publicado por Tsuiji y colaboradores,' que consta
de 3 dosis, dentro de las primeras 72 horas,
con concentraciones variables (células totales
obtenidas divididas en 3 dosis). También
observamos diferencias en los parametros
evaluados tanto durante la intervencién como
durante el seguimiento, lo cual hace que los
resultados obtenidos no sean comparables.

En segundo lugar, la importancia de la
evaluacion del contexto para el desarrollo de
estrategias de implementacion y su constante
revisién para cumplir los objetivos. Cotten's
destac? la relevancia de la comunicacion efectiva
en los equipos multidisciplinarios de trabajo,
mientras que Tsuji'* destacé la evaluacion
del contexto, en particular, dénde y como se
producen los partos de riesgo. En nuestro caso,
podemos destacar tanto la comunicacion entre
los actores como la evaluacion del contexto y
los recursos, por ejemplo, en la disponibilidad de
turnos para los estudios previstos.

Si bien se necesitan mas estudios para
explorar si la SCU o alguno de los tipos celulares
tienen algun efecto beneficioso para los pacientes
con EHI, la estandarizacién de los ensayos
clinicos, la capacitacion y comunicacion efectiva
entre los actores y mejoras en las estrategias de
implementacién nos permitiran seguir avanzando
en la busqueda de nuevas terapias.

CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos, podemos
concluir que la colecta, preparacion e infusion de
sangre de cordon umbilical autéloga fresca para
su uso en recién nacidos con EHI es factible y
segura en nuestras condiciones.

La comunicacion efectiva entre los distintos
actores, la capacitacion continua y la evaluacion
asertiva del contexto y los recursos disponibles
son factores claves para definir las estrategias de
implementacion de los protocolos.

La estandarizacién de variables en los
ensayos clinicos de terapias celulares permitira
mejorar la interpretacién de los resultados,
optimizando el uso de los recursos. B
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