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RESUMEN
El trasplante de células madre hematopoyéticasilzm wactualmente para el tratamiento de
ciertas enfermedades hematolégicas. Una técnitiaadf para evaluar la capacidad de
proliferaciénin vitro de las células madre hematopoyéticas colectadasiestras de sangre
periférica, sangre periférica movilizada y méduaaes el cultivo de unidades formadoras
de colonias granulocito-eritroides-macréfagos-magacitos (UFC-GEMM), unidades
formadoras de colonias granulocito-macréfago (UR@}Gunidades formadoras de brotes
eritroides (UFB-E) y unidades formadoras de corgdtroides (UFC-E) en un medio de
metilcelulosa. Esta practica de especialidad se lecabo en el Laboratorio de Investigacion
y Ensefianza de Hematologia del Hospital San Juiodey el Laboratorio de Ingenieria en
Tejidos del Instituto Tecnolégico de Costa Rican ol objetivo de estandarizar los
procedimientos de ensayos de unidades formadorasoldeias de células progenitoras
hematopoyéticas a partir de muestras de sangri&meaj sangre periférica movilizada y
médula ésea. Después de obtener la aprobacion afeltéC Institucional de Bioética en
Investigacién de la Caja Costarricense de SeguciSge estandarizaron los protocolos de
obtencion, anticoagulacion, traslado y descongéade muestras de médula 6sea y sangre
periférica; el protocolo de aislamiento de célutamonucleadas por gradiente de densidad y
el ensayo de unidades formadoras de colonias ntedéacultivo de células mononucleadas
en un medio de metilcelulosa. Los ensayos realiz@domitieron generar patrones para la
identificacion de las colonias UFC-E, UFC-GM y UBEMM obtenidas con el medio
MethoCult®.

Palabras clave: Células madre hematopoyéticas; Unidades formaddeasolonias;
UFC; Trasplante de células madre; Médula 6sea;ddamperiférica.
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ABSTRACT
Hematopoietic stem cell transplantation is cursentbed to treat certain blood
diseases. One technique used to assess the in mitliferation ability of
hematopoietic stem cells collected from periphbtabd, mobilized peripheral blood
and bone marrow samples is the culture of grantéeegythroid-macrophage-
megacariocyte colony forming units (CFU-GEMM), guiotyte-macrophage colony
forming units (CFU-GM), erythroid burst forming its1 (BFU-E) and erythroid
colony forming units (CFU-E) in methylcellulose naah. This project was done at
the Hematology Teaching and Research LaboratoHospital San Juan de Dios and
at the Tissue Engineering Laboratory in Technolalglostitute of Costa Rica. The
objective was to standardize the procedures ofQbleny Forming Units Assay of
hematopoietic progenitor cells from peripheral blomobilized peripheral blood and
bone marrow samples. After obtaining the approvathe Institutional Bioethics
Committee in Research of the Social Security (Cxatarricense de Seguro Social)
were standardized collection, anticoagulation, dpantation and samples thawing
protocols of bone marrow and peripheral blood,asoh of mononuclear cells by
density gradient protocol, and the Colony Formingit¥) Assay through the
cultivation of mononuclear cells in methylcelluloseedium. Test patterns made it
possible to identify the CFU-E, CFU-GM and CFU-GEMidIonies obtained with
MethoCult® medium.

Keywords: Hematopoietic stem cell; Colony forming units 3ss@FU; Stem cell

transplantation; Bone marrow; Peripheral blood.
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INTRODUCCION

El uso de células madre con fines terapéuticoesepta en la actualidad una de las
posibilidades para el tratamiento de ciertas erddades degenerativas 0 como
terapia de preferencia en patologias cuyo tratdmiaiternativo no supone una
solucién definitiva. La idea de que los trastorm@slicos que afectan la formacion de
células sanguineas o inmunitarias pueden ser curatgiante el trasplante de
células madre hematopoyéticas ha fomentado surusb atamiento de pacientes
con alto riesgo de enfermedades hematoldgicas (bteah, 2007). La base de este
trasplante es que todas las células sanguineasnsargoartir de células madre
presentes en la sangre y médula 6sea; y que socabiguede efectuarse mediante
recoleccion de sangre del corddn umbilical de reanracidos para trasplantes
alogénicos y mediante leucoféresis u obtencion éduta 6sea para trasplantes
autologos (Rodrigueat al, 2006; Cottler-Foxet al, 2003).

Para determinar la dosis y viabilidad de las célulaadre recolectadas suelen
emplearse diferentes métodos, de los cuales etaomén es el método de exclusion
de colorante en células nucleadas con azul dent(iéhmidt, 1979). Otra técnica
utilizada para determinar y evaluar la capacidadpasiferacionin vitro de las
células madre hematopoyéticas presentes en undrenageda obtencion de unidades
formadoras de colonias (UFC) a partir de célulamdiepoyéticas progenitoras,
donde cada colonia representa la progenie de uthaacénadre (StemCell
Technologies, 2004).

El cultivo de unidades formadoras de colonias doaio-eritroides-macrofagos-
megacariocitos (UFC-GEMM), unidades formadoras d#orgas granulocito-
macrofago (UFC-GM), unidades formadoras de coloredasroides (UFC-C) y
unidades formadoras de brotes de eritrocitos (UFBfEun medio de metilcelulosa
se utiliza comunmente para detectar y cuantificapggnitores humanos
hematopoyéticos en muestras de médula 6sea, saagferica y sangre de cordén
umbilical (StemCell Technologies, 2004). Segun distl efectuados por Migliaccio

y colaboradores (2000) la dosis de UFC es un pdrammas predictivo de la

12



supervivencia post-trasplante que la dosis de a®lulucleadas, metodologia
usualmente empleada. Ademas, el cultivo de esta€ W& ha utilizado para
determinar las tasas de viabilidad y recuperaci@ular en ensayos de
criopreservacion de células madre de sangre pedaféy de cordon umbilical
(Katayameet al, 1997; Kudcet al, 2005).

Durante estos ultimos afos, el Centro de Investigaen Biotecnologia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica ha impulsado el desard#lla biotecnologia médica en
nuestro pais mediante la ejecucion de diversoseptog de investigacion en
cooperacion con la Caja Costarricense de SeguiialSBsta cooperacion cientifica y
tecnologica se ha logrado mediante la capacitaadéh personal de ambas
instituciones en la aplicaciobn de nuevas técnica®m @l tratamiento de algunas
patologias, como ha sido el uso de piel cultivadaitro para el tratamiento de
pacientes con quemaduras, Ulceras u otros probleugEseos. Asimismo, el
Hospital San Juan de Dios en conjunto con el Halspitacional de Nifios, ha
incursionado exitosamente en el trasplante de aloladre como tratamiento de
pacientes con enfermedades hematoldgicas maligihedromes de falla medular,
algunos tumores sdlidos, estados inmunodeficietteeditarios y desordenes
metabolicos.

Debido a que las células madre hematopoyéticas capaces de preservar su
capacidad de proliferacion y diferenciacidn vitro hacia todos los linajes
hematopoyéticos, se planted efectuar esta pradticespecialidad en el Laboratorio
de Investigacion y Enseflanza de Hematologia depikdbsSan Juan de Dios, el
Laboratorio de Investigacion del Hospital Naciodal Nifios y el Laboratorio de
Ingenieria en Tejidos del Instituto Tecnoldgico @esta Rica, con el objetivo de
estandarizar los procedimientos de ensayos de desdmrmadoras de colonias de
células progenitoras hematopoyéticas a partir destras de sangre periférica, sangre

periférica movilizada y médula 0sea.
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REVISION DE LITERATURA

CELULAS MADRE

Las células madre son un grupo de células quersetedzan por la capacidad de
dividirse y renovarse a lo largo de la vida dendividuo y por responder a sefiales o
estimulos generados en el micro-ambiente dondensgemptran para diferenciarse
hacia linajes celulares con caracteristicas y tures especializadas (Horwitz, 2003;
Mera et al., 2007). Estas pueden clasificarse segun el tej@lmrigen en células
madre embrionarias 0 adultas y segun su poteneiatlifibfrenciacion en células
totipotenciales, pluripotenciales, multipotencialesinipotenciales (Maronet al.,
2002) (Fig. 1). Las células madre totipotentes aguellas capaces de dar origen a
tejido embrionario y extraembrionario; las célufasripotentes producen células
derivadas de cualquiera de las tres capas embiasnanesodermo, endodermo y
ectodermo; las células multipotentes generan ttaksipos celulares derivados de
una sola capa embrionaria, como sucede en el eats aélulas madre neuronales,
hematopoyéticas y mesenquimales (Prosper y Véefal003; Weissmaret al.,
2001); y por ultimo, las células madre con un meyaiencial para diferenciarse son

conocidas como células unipotenciales (Niesler4p00

Plasticidad de las células madre

Tradicionalmente se considera a las células madialtas como células

multipotenciales, a diferencia de las células maunérionarias que se caracterizan
como pluripotenciales (Présper y Verfaillie, 2008)y embargo, trabajos publicados
recientemente indican la existencia de células enamttultas pluripotentes con

capacidad de diferenciarse en tejidos derivadosudgquiera de las tres capas
embrionarias (Jiangt al., 2002; Grantt al., 2002). Esta plasticidad concede a las
células madre la capacidad de generar células mmdanto de tejidos esperados,

como de tejidos inesperados derivados de otras @phrionarias (Fig. 2) (Horwitz,
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Cigoto Mérula Blastocito

sk
41

%
Tl
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Totipotenciales Pluripotenciales Multipotenciales
]
| |
Somaticas Germinales
]
| | |
Ectodermo Mesodermo Endodermo
I_I_I I_I—I :
| |
Neuroesferas Piel Higado Gastrointestinal Médula 6sea Musculo
Neuronas Epidermis  Células ovales Condutos pancreaticosCélulas madre Células madre Células
Glia Dermis | Acino pancreaticoshematopoyéticasmesenquimales satélite
Hepatocitos Criptas celulares | | |

| Neutroéfilos Condroblastos Mioblastos
Conductos biliares Plaquetas Osteoblastos Miofibras
Eritrocitos Adipocitos

Figura 1. Modelo jerarquico de las células madre de acuesdosu potencial de diferenciacion
(Présper y Verfaille, 2003).

2003), siendo el caso mas tipico el de las célmadre hematopoyéticas capaces de
diferenciarse a tejidos como hepatocitos, muscatdiaco, osteoblastos o endotelio
(Horwitz, 2003; Prosper y Verfaillie, 2003). En astersatilidad o capacidad de
transdiferenciacion de las células madre adulias,factores ambientales locales
influyen directamente en la via de diferenciactienmanera que algunas poblaciones
de células madre tienen la capacidad de generéguieratejido de acuerdo con el

tipo de microambiente en que se encuentren (d&tab,2002).

Tipos de células madre

Todas las células madre son células indiferencigdasexhiben una capacidad de
auto-renovacion ilimitada y que tienen el potendal generar mdltiples linajes
celulares o poblaciones progenitoras que puedetrilmain a la homeostasis tisular
mediante la repoblacién celular y la regeneraciérgjidos después de una lesion
(Horwitz, 2003).
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Monocitos

%

Granulocitos ESPERADO Plaquetas

Linfocitos Eritrocitos

Célula Madre

Miocitos cardiacos™ | N E sp E R A D O > Miocitos esqueléticos

Osteoblastos Células endoteliales
Hepatocitos

Figura 2. Representacion esquematica de la via de difereéoide una
célula madre que se transdiferencia a tejidos nmatmpoyéticos
inesperados. El diagrama representa la plasticidedadera de la célula
madre (Horwitz, 2003).

Se han identificado distintos tipos de células maalpartir de embriones, tejidos
fetales y sangre de cordon umbilical, asi como iehos especificos en muchos
tejidos y 6rganos adultos de mamiferos, como samgéelula 6sea, cerebro, piel,
0jos, corazon, riflones, pulmones, tracto gastrsiimi&, pancreas, higado, ovarios,

glandula mamaria, préstata y testiculos (Mimea@ayra, 2006).

CELULAS MADRE DE LA MEDULA OSEA

Se han descrito diferentes tipos de células magseptes en la médula 0sea:

Células madre mesenquimales (MSC)

La médula 6sea contiene gran cantidad de célulasemmaesenquimales, también
denominadas células madre estromales que son sapacdiferenciarse a tejidos
mesodérmicos funcionales, como osteoblastos, cbladtos, adipocitos vy
mioblastos esqueléticos (Pittengetrr al, 1999; Prosper y Verfaillie, 2003). Sin
embargo, a pesar de su probada multipotencialidegbd&rmica y de su habilidad

para diferenciarse a neuroectodermo, estas nofeeertiian a tejido derivado del
16



endodermo vy, por lo tanto, no se pueden considsilatas madre pluripotenciales
(Koc y Lazarus, 2001).

Células “Side Population” (SP)

Las llamadas células SP se han aislado tanto & partmédula 6sea como de
musculo utilizando técnicas de citometria de flige.sabe que estas son capaces de
diferenciar a células madre hematopoyéticas en hospaoedores y otras especies
(Asakuraet al, 2002; Jacksoat al, 2001).

Células progenitoras adultas multipotenciales (MAPE

Esta poblacién celular de la médula 6sea ha sidoritke recientemente por Jiang y
colaboradores (2002) como auténticas ceélulas mitemiales con una capacidad
diferenciadora muy similar a las células madre é@mhrias. Estas células son
capaces de proliferain vitro mas de 120 divisiones celulares sin un aparente
envejecimiento; ademas, los experimentos de cloregdizados por este grupo
prueban que es una Unica célula la que es capdifedenciarse a tejidos procedentes
de cualquiera de las tres capas embrionatiasvitro, las MAPCs pueden ser
inducidas a diferenciar a tejidos derivados deladesmo como hueso, adipocitos,

musculo esquelético, estroma hematopoyético o el @dianget al, 2002).

Células madre hematopoyéticas (CMH)

Las CMH han sido identificadas tantovitro comoin vivoy utilizadas clinicamente
desde hace més de 50 afios. Ademas del potenciatdmoyético, las CMH pueden
ser mas potentes de lo esperado, dando lugadagejerivados de las distintas capas
embrionarias cuando son sometidas a ciertas ciangias (Prosper y Verfaillie,
2003), por ejemplo, el potencial de las células nmdmatopoyéticas para adquirir
caracteristicas de células progenitoras endotgliateisculo cardiaco, musculo
esquelético, neuronas adultas asi como células dgid, y de contribuir a otros
tejidos como el epitelio pulmonar, gastrointestimahal o a la piel ha sido descrito

recientemente (Graet al, 2002).
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CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Generalidades

El sistema hematopoyético tiene como funcidn retii& la circulacion las células
viejas o las defectuosas, eliminarlas y reemplaggobr nuevas. Este sistema esta
constituido por un conjunto de células de la médska, de la sangre y del sistema
linfoide que dan origen a todos los tipos de célgkanguineas a partir de una célula
madre hematopoyética (Meeaal, 2007).

Las células madres hematopoyéticas poseen tresterdsticas basicas: tienen el
potencial de generar varios linajes sanguineos @igpresentan un alto potencial
proliferativo y tienen una alta capacidad de germémade nuevas células madre
idénticas (Hoffmaret al, 2000; Ivanovat al, 2002), por lo que han sido utilizadas
exitosamente en el tratamiento de pacientes com rasgo de enfermedades
hematolégicas como leucemias agudas y cronicasmianaplastica severa,
hemoglobinopatias, déficits inmunoldgicos congénitgindromes con falla de
médula 6sea y desoérdenes metabdlicos (Mdesad, 2007; Armitage, 1994).

Microambiente hematopoyético

La médula ésea es un tejido graso y suave queayacterior del hueso trabecular, y
son en conjunto la trabécula y el estroma de laulaédsea los elementos que
fisicamente soportan y fisiologicamente mantiendn teggido hematopoyético
(Panoskaltsiset al, 2005). EI microambiente hematopoyético de la r@&disea
contiene células del estroma cuyo origen puedenssenquimal, como es el caso de
las células endoteliales, los fibroblastos, lopacitos y los osteoblastos o puede ser
hematopoyético no-mesenquimal, como los macrofagdas células dendriticas
(Meraet al, 2007). Todas estas células de la estroma produdepositan elementos
en la matriz extracelular y ademas son capacesa®gr y concentrar citocinas
locales hematopoyéticas que pueden inducir o inkalproliferacion y diferenciacion
de células progenitoras, formando asi el ‘nichdadeélula madre’ (Quesenberey
al., 1994).
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Figura 3. Representacion de la hematopoyesis de una céadeenhematopoyética con potencial de

generar los distintos linajes sanguineos.

Caracteristicas funcionales de las células madre matopoyéticas

Las células madre hematopoyéticas son célulasputétites que tienen el potencial
de generar los diferentes linajes sanguineosnés Ifoja que produce los eritrocitos,
la linea blanca que produce células tanto delpdelitifoide (linfocitos B, T y células
NK) como del tipo mieloide (neutrdéfilos, eosinogldbasofilos, monocitos) y la linea
trombocitica que da origen a los megacariocitogimtas (Fig. 3). Ademas, las CMH
presentan un alto potencial proliferativo, es degire son capaces de dividirse y
producir un gran niumero de células maduras dutantiela del individuo (Mayani y
Lansdorp, 1998).

Estas células también tienen una alta capacidagederacion de nuevas ceélulas

madre idénticas, manteniendo una division de tipe@tsico (Hoffmanet al, 2000;
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Ivanovaet al, 2002). Esta capacidad de auto-renovacion esimpgrtante debido a
gue multiples procesos producen estrés fisiolégit@l organismo, con un consumo
exagerado de determinadas poblaciones celularggiis@as, que de no ser por la
capacidad de auto-renovacion de las CMH y su posterompromiso hacia
precursores mas maduros se verian reducidas @exg 2007). A medida que las
CMH maduran, progresivamente van perdiendo su piatede auto-renovarse pero
se vuelven mitéticamente mas activas, es deciregues compartimentos de células
madres hay muy poca capacidad de auto-renovaadidnajto potencial proliferativo
(Hoffmanet al, 2000; Reyaet al, 2001).

Dado que las células madre hematopoyéticas puedatener su caracter primitivo
cuando son manipuladas en el laboratorio, presdovan capacidad de proliferacion
y diferenciacionin vitro hacia todos los linajes hematopoyéticos, cadaatiargs los

estudios realizados sobre este tipo celular (Meed, 2007).

Evolucion de las células madre hematopoyéticas

Las células mas primitivas o células madre hematetjmas corresponden al 0.01%
del total de células nucleadas presentes en lalmédaa (Mayanét al, 2007). Las
CMH dan origen a células progenitoras hematopa®tiCPH), las cuales han
perdido su capacidad de auto-renovacién, pero oaarsesu potencial proliferativo;
pueden ser multipotenciales, o bien, pueden esstétingidas a dos o a un solo linaje
(Mayaniet al.,2007). Las CPH, que corresponden a <0.5% del detaiélulas de la
médula 6sea, comparten ciertas caracteristicamiofi@uotipicas con las CMH, como
la expresion del antigeno CD34, sin embargo, ptasepatrones de expresion de
marcadores celulares muy particulares, de acuétdmg al que pertenecen (Civin y
Gore, 1993). Las CPH dan lugar a células precusdoematopoyéticas reconocibles
por su morfologia, que constituyen la gran maydédas células de la médula 6sea
(>90% de las células hematopoyéticas residentés @vidad medular). Finalmente,
los precursores hematopoyéticos al madurar, gendamancélulas sanguineas

circulantes (Mayaret al.,2007).

20



Generacion de linajes y de unidades formadoras delonias hematopoyéticas

Las células de la sangre se dividen en dos gragrdess: mieloides y linfoides. Las
primeras comprenden a los granulocitos (neutrgfilessinofilos y basdfilos),
monocitos o macréfagos, eritrocitos y plaquetasentnas que las segundas
comprenden a los linfocitos B, linfocitos T y ca@slINK (Fig. 3) (Mayankt al.,
2007). Durante el proceso de produccién de ladagimieloides o mielopoyesis se
producen, a partir de células hematopoyéticas pituyas, diversas unidades
formadoras de colonias que originan un linaje eelespecifico (Fig. 4) (Mayani y
Lansdorp, 1998).

Progenitores Mieloides

Los progenitores granulo-monociticos por su partiuiyen unidades formadoras de
colonias granulo-monociticas (UFC-GM), que a su den origen a unidades
formadoras de colonias granulociticas (UFC-G) ydades formadoras de colonias
monociticas (UFC-M). Una vez encaminadas en ladgidiferenciacion, las UFC-G
dan lugar los eosindfilos, neutréfilos y basofilosentras que las CFU-M dan lugar a
los macréfagos (Fig. 4) (Mayani y Lansdorp, 1998).

A lo largo de toda la ruta de diferenciacion, lasulas de linaje mieloide son
reguladas por un amplio niumero de citocinas, dagejue se encuentran el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macr&a@aM-CSF), la interleucina-3
(IL-3), IL-6 y el factor de células madre (SCF).tdss factores estimuladores de
colonias inducen la sobrevivencia y proliferaciom @PH, conduciéndolas hacia
linajes especificos de acuerdo con la combinac&fadtores empleados (Mayani y
Lansdorp, 1998); asi, por ejemplo, el G-CSF tienesfecto mas especifico para la
diferenciacién a linaje granulocitico (lat al, 1993) y el SCF por si solo es capaz de
estimular el crecimiento de CPH, aunque tiendamearten mayor efecto cuando actla
en combinacién con otros factores de crecimientocc@&M-CSF, IL-3, IL-6, G-
CSF, TPO y EPO (Pettengeli al, 1994; Verfaillieet al, 1990).
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Célula madre hematopoyética

Célula progenitora hematopoyética
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Figura 4. Generacion de linajes de células hematopoyétisasrglacion con las diferentes unidades

formadoras de colonias hematopoyéticas. FuenteaMaylLansdorp (1998).

Progenitores Eritroides

El progenitor eritroide-megacariocitico, da lugaursdades formadoras de brotes
eritroides (UFB-E), quienes a su vez originan utédaformadoras de colonias
eritroides (UFC-E), para posteriormente dar lugdosaeritrocitos. Este progenitor
también puede originar unidades formadoras de @sanegacariociticas (UFC-Me),
gue generardn megacariocitos inmaduros y maduuesfigalmente liberaran a las

plaquetas (Fig.4) (Mayani y Lansdorp, 1998).
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En la ruta de diferenciacion de los progenitorago@ies (UFB-E y UFC-E) la

eritropoyetina (EPO) actia como una de las pritegpaitocinas reguladoras de la
eritropoyesis, pues su principal actividad es adatrla produccion de células
eritroides al promover la sobrevivencia, prolifédac y diferenciacion de

progenitores eritroides en la médula 6sea (Magtal, 1998). Otras citocinas como
la interleucina-3 (IL-3), la trombopoyetina (TP@), ligando de la tirosina fetal-3
(FLT-3L) y el factor de células madre (SCF) papi&si también en la eritropoyesis, al
regular la proliferacion, diferenciacién y sobreancia de células progenitoras y

precursores eritroides (Mayani y Lansdorp, 1998).

TRASPLANTE DE CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

El sistema hematopoyético uno de los tejidos detpmhumano mejor caracterizado,
debido a que sus propiedades biolégicas Unicaspeamitido su manipulacion
experimental en estudios pre-clinicos y su tragplan pacientes con alto riesgo de
enfermedades hematoldgicas (Shizetral, 2005) (Mimeault y Batra, 2006).

Tipos de trasplantes

Existen tres tipos de trasplantes de células maglmatopoyéticas: en los trasplantes
autologos, los pacientes reciben sus propias cétodalre; en un trasplante singénico,
los pacientes reciben las células madre de su gesneh un trasplante alogénico, las
células madre son aportadas por un familiar o uradi® no emparentado que sea
compatible con los antigenos HLA de sus célulasrenféidational Cancer Institute,
2005). Los trasplantes autélogos y alogénicos dimedel estado y del diagndstico
del paciente, pues generalmente implican la ingecantravenosa de un ndmero
especifico de CMH (Mimeault y Batra, 2006), corfielde renovar los progenitores
hematopoyéticos funcionales necesarios para rescatapaciente después de recibir
altas dosis de quimio y radioterapia, utilizar felceo de injerto vs tumor como parte
del tratamiento de enfermedades malignas y corredgunos desordenes
inmunolégicos, genéticos, metabdlicos o hematotigic
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FUENTE DE CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Médula 6sea

Los trasplantes de células madre hematopoyéticeigron en la década de 1950-
1970 con el uso de células madre procedentes dalanégea por un equipo en el
Fred Hutchinson Cancer Research Center dirigidoEpddonnall Thomas (Cottler-
Fox et al, 2003), el cual demostré con su trabajo que agldle la médula Osea
administradas por via intravenosa tenian la capdaie repoblar la médula 6sea y de
producir nuevas ceélulas sanguineas. La extracaola ednédula se realiza mediante
anestesia local o general, insertando una agugcesplesde el borde superior de los
huesos iliacos. La médula recolectada es procesada extraer la sangre y se
administra al receptor pocas horas después de tlaceddn (National Cancer
Institute, 2005).

Si es necesario, las células cultivadas de la rmédska pueden congelarse y
almacenarse para su uso posterior, pues la médek guede congelarse durante
afos y seguir estando apta para el trasplante ldeasénadre (National Cancer
Institute, 2005).

Sangre periférica

Un pequefio numero de células madre hematopoyéticaslan en la sangre

periférica durante la hemopoyesis, sin embargoa pacolectar una cantidad
adecuada de células madre para trasplantar, esanecefectuar una movilizacion de
las mismas desde la médula 6sea, con el fin denmemtar el nimero de células
madre que se liberan hacia el torrente sanguinamadd, 1996). Para ello se utilizan
la quimioterapia, los factores de crecimiento untmnas y la aplicacion de un factor
de crecimiento durante la fase de recuperacionolukyla quimioterapia (Garcia,
2003). Actualmente el uso de factores de crecimjezamo los factores estimulantes
de colonias hematopoyéticas (CSF) y algunas cascif8CF, IL-3, IL-4), es la

metodologia méas aplicada, debido a su baja toxdcyda la posibilidad de programar
el momento de la recoleccion de la sangre (Hard886). Las ceélulas madre

provenientes del torrente sanguineo son recolestatzdiante un procedimiento
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llamado aféresis o leucoféresis, en el cual cuatinco dias después de haber
realizado la movilizacion de las células madre dtante, la sangre se extrae, se
bombea por un separador de células sanguineasepagasla sangre en cuatro
componentes: glébulos rojos, plasma, glébulos blancplaguetas. Los dos dltimos
componentes se cultivan porque contienen las cehokdre. Los glébulos rojos vy el

plasma son devueltos al donante (National Cansgitute, 2005).

AISLAMIENTO Y ENSAYOS EN CELULAS MONONUCLEADAS

Un trasplante exitoso de células madre hematom@ggtitanto autdlogo como
alogénico, requiere la inyeccion de un numero mirfte de progenitores
hematopoyéticos capaces de regenerar una amplia dariinajes hematopoyéticos
en el momento oportuno (Cottler-Fex al, 2003). Con la finalidad de aislar y de
determinar algunos parametros como identidad, hdabi, madurez celular,

capacidad de crecimiento y proliferacion de CMHit#lizan los siguientes ensayos:

Aislamiento de células mononucleares por gradiente densidad

Bagyum (1968) describio algunos métodos para elamisinto de células
mononucleares a partir de sangre circulante y raéakga que utilizaban mezclas de
polisacaridos y medio de contraste radio-opaco paréicar células mononucleares
de sangre circulante y médula 6sea. Actualments [@a separacion de células
mononucleares a partir de pequefios volimenes dsetmaw®e utiliza una solucién
acuosa de polisucrosa y diatrizoato sodico ajustadiaa densidad de 1,077 + 0,001
g/ml, que al crear un gradiente de densidad faciét rapida recogida de células
mononucleares viables con alto rendimiento y puré@gma-Aldrich, 2003;
Amersham Biosciences, 2001).

Tincion con azul de tripan

Para determinar la viabilidad de las células rextattas pueden emplearse diferentes
métodos, de los cuales el mas comun es la tinaorazul tripan, molécula coloreada

de gran peso molecular que séOlo es capaz de amirdas células que tienen la

25



membrana alterada, por lo que una célula viva efege estado se observara
incolora ante esta tincibn mientras que una cé&afala membrana rota se observara

azul en conteos celulares con hemocitémetro (Sdha8d9).

Ensayo de unidades formadoras de colonias

Uno de los ensayos desarrollados vitro para cuantificar progenitores
multipotenciales, de eritrocitos, granulocitos gnucitos de los linajes sanguineos
mieloides es el cultivo de células progenitoras dtepoyéticas en una matriz
semisdlida, en la cual los progenitores individsalelenominados unidades
formadoras de colonias (UFC), proliferan para farthacretos agregados celulares o
colonias (StemCell Technologies, 2004). La freciende estos progenitores
hematopoyéticos en muestras normales de médula saegre de corddn umbilical,

sangre periférica y sangre periférica movilizadensestra a continuacion.

Cuadro 1. Frecuencia de progenitores en muestras humanamlesr médula ésea, sangre
de cord6n umbilical, sangre periférica y sangréfdréra movilizada.

) Total de progenitor/placa 35mm
Fuente de células
UFC-E UFB-E UFC-GM | UFC-GEMM

Médula 6sea 188 175 408 10

por 1C células (n=17 (1- 506 (1-477 (1-990 (1-30)
Sangre de cordon umbilical 9 104 115 25

por 1C células (n=1¢ (1-48) (1-310 (1-303 (1-59)

Sangre periférica normal 2 30 9 2

por 1C células (n=3( (1-10) (1-62) (1-18) (1-5)
Sangre periférica movilizada 8 121 111 23

por 1C células (n=1¢ (1-27) (1-257 (1-257 (1-67)

Nota: Los valores de UFC fueron determinados atido MethoCult® GF H4434. Los valores estan expiesa
de la siguiente manera: el rango esta definidontio de +2 desviaciones estandar.

Fuente:StemCell Technologies, 2004.

Los ensayos de UFC se efectian colocando una sidpecelular en un medio
semisolido de metilcelulosa suplementado con miggey citocinas recombinantes

(cuadro 2), seguido por una incubacion a 37°C goa 16 dias. Posteriormente, las
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UFC son clasificadas y enumeradas con base ercahoeimiento morfolégico de

uno o mas tipos celulares de linajes hematopoygtoda colonia.

Cuadro 2. Funcién de las citocinas recombinantes presentesmedio MethoCult®

Citocinas Descripcion

Se usa en combinacién con otras citocinas pararegintiento de

h EPO : L
progenitores eritroides

hiL-3 Usado en combinacion con otras citocinas promuéwgeeimiento de
progenitores mieloides tempranos de todos losdinaj

h SCE Para el crecimiento de células madre, utilizadoanbinacién con otras

citocinas promueve el crecimiento de progenitoredaides y linfoides.

h GM-CSF | Para el crecimiento de progenitores granulocityco®nociticos.

Fuente:StemCell Technologies, 2004.

La evaluacion y enumeracion de las colonias puedbzarsein situ mediamente
microscopia de luz o utilizando métodos citoquireice inmunocitoquimicos
(StemCell Technologies, 2004).

El cultivo de unidades formadoras de colonias doaite-eritroides-macréfagos-
megacariocitos (UFC-GEMM), unidades formadoras d#orgas granulocito-
macréofago (UFC-GM), unidades formadoras de braié®ieles (UFB-E) y unidades
formadoras de colonias eritroides (UFC-E) se w@ilcominmente para detectar y
cuantificar progenitores humanos hematopoyéticosnaastras de médula ésea y
sangre periférica (StemCell Technologies, 2004)erAds, el conteo de UFC se ha
utilizado para determinar las tasas de viabilidadcyperacion celular en ensayos de
criopreservacion de células madre de sangre pedaféy de cordon umbilical
(Katayameet al, 1997; Kudcet al, 2005).

Segun estudios efectuados por Migliaccio y colatanes (2000) la dosis de UFC es
un parametro mas predictivo de la supervivencia-pasplante que la dosis de
células nucleadas, metodologia usualmente empleadarvandose prendimiento y
trasplante libre de enfermedad a partir de unasddsi5x1 UFC/Kg de peso del

paciente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar los procedimientos de ensayos de desdormadoras de colonias de
células progenitoras hematopoyéticas a partir mageste sangre periférica, sangre

periférica movilizada y médula Gsea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener la autorizacion del Comité InstitucionalRleética en Investigacion
de la Caja Costarricense de Seguro Social (COIB3&)para efectuar esta

propuesta de investigacion.

Estandarizar los protocolos de obtencion, anticleagin, traslado y

descongelacion de muestras de médula 6sea y gaargica.

Estandarizar el protocolo de aislamiento de célutanonucleadas por

gradiente de densidad a partir de muestras de médah y sangre periférica.

Estandarizar el ensayo de unidades formadorasldeia® mediante el cultivo

de células mononucleadas en un medio de metilazlulo

Generar patrones de identificacién de colonias BE-H, UFB-E, UFC-GM y

UFC-GEMM presentes en una placa de cultivo con enddimetilcelulosa.
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MATERIALES Y METODOS

AUTORIZACION DEL COIBI-CCSS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Ingéaiezn Tejidos del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica, el Laboratorio de Irigeston y Ensefianza de
Hematologia del Hospital San Juan de Dios y el tatbdo de Investigacion del
Hospital Nacional de Nifios, por lo cual fue necesaplicitar la autorizacion del
Comité Institucional de Bioética en Investigaci@ld Caja Costarricense de Seguro
Social (COIBI-CCSS). Por lo cual se presentaronometieron a evaluacion los
siguientes formularios:

— Formulario AP-I: Solicitud de revision de protocgépéndice 1)

— Formulario AP-lla: Resumen de propuesta de invasiig (apéndice 2)

— Formulario AP-llla: Requisitos del protocolo de @stigacién (apéndice 3)

— Formulario AP-IV: Laboratorios a utilizar en el edio (apéndice 4)

— Formulario AP-V: Presupuesto (apéndice 5)

— Declaracion jurada de fuentes de financiamientexari)

— Formulario CV-I: Curriculum vitae abreviado de istigadores (apéndice 6)

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES

Se desarrollaron varios procedimientos con el &nedtandarizar los protocolos de
obtencion, anticoagulacion, traslado y descong@tade muestras de médula ésea y
sangre periférica. Las especificaciones de equipaderiales y reactivos utilizados se
muestran en el apéndice 10. Las muestras de saegférica, sangre periférica
movilizada y médula ésea fueron colectadas popéedonal médico del Servicio de
Hematologia del Hospital San Juan de Dios, luegaatepletar el ‘Formulario de
Ensayos UFC, AT y CD34apéndice 7). Se asign6 un codigo a cada tubouwkrdm
con el tipo de muestra (MO-SP-SPM), el proceso ftnaecriopreservada o no) y un

ndmero consecutivoXXX—- X - XX

muestra proceso consealtivo
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Durante la colecta, aproximadamente un mililitrocdda muestra de médula ésea y
sangre circulante se transfirio rapidamente desgada aspiracion a un tubo estéril
con anticoagulante (EDTA, heparina o ACD-A en cdsocriopreservacion). La
muestra se agitd inmediatamente por inversion yragladé al Laboratorio de
Ingenieria en Tejidos del Instituto Tecnoldgico @esta Rica. Las muestras recién
colectadas se transportaron en una hielera coa, l@el/ueltas en gasas y dentro de
una bolsa con cierre para evitar el contacto corcogitenedor y las muestras
criopreservadas se descongelaron en el Laborateritematologia del HSJD y luego
se trasladaron de la misma manera al ITCR, dondergaud con su procesamiento.
Utilizando el procedimiento descrito por Young-Ji2007) se efectud la
descongelacion de las recolecciones de sangreémpeaifmovilizada colectadas y
criopreservadas el 08/10/2007 por la Dra. MariarRoéz. Se descongel6 la bolsa de
recoleccion con la sangre colectada en un bafiogda &ole-Parmer (modelo
Polystat) a 37°C, se secO el exterior y se limma alcohol al 70% para evitar
contaminacion. Rapidamente, se transfirio cercalmé de la suspension celular
descongelada a un tubo conico de centrifuga de toml10ml IMDM al 10%
(apéndice 8). Se centrifugd a temperatura ambee2@0g durante 10min, se removio
el supernadante sin tocar el boton de célulasawe Una vez con 10ml de DPBS
(apéndice 8) y se volvié a centrifugar a tempeeaumbiente a 200g durante 10min.
Con cuidado, se resuspendieron las células en @iMBM al 2% (apéndice 8) y se

realizo un conteo para establecer el nimero y cdraz@dn de células nucleadas.

Con el proposito de aislar células mononucleanagarér de 1ml de sangre periférica
y médula 6sea, de acuerdo con los procedimienttalattos por Sigma-Aldrich

(2003) y StemCell Technologies (2004), se mezokh bld muestra y se efectud un
conteo inicial de células para establecer el nanyefa concentracion de células
nucleadas presentes en la muestra inicial. En @d®aflujo laminar Telstar (modelo
BIO-1I-AG), se midi6 el volumen total de la muestagprocesar y se trasfirié a un
tubo nuevo, donde las células fueron diluidas ahosel:1 en IMDM al 2% y

mezcladas por inversion.
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En un tubo de centrifuga conico de 15ml (#21008-21®/R) se colocaron 3,0ml de
Histopaque-1077 (#H8889, Sigma) mezclado por indersCuando el Histopaque
alcanzo la temperatura ambiente, se extendierore sdldubo con Histopaque-1077
3,0ml de muestra/IMDM, sin perturbar la interfadgstdpaque/muestra. El tubo se
centrifugd en una centrifuga Fisher Scientific (elodAccuSpinl) a 408 g durante
exactamente 30 minutos a temperatura ambiente.uBsstel centrifugado, se aspird
y se desechd la capa superior hasta 0,5cm de &aigtsrmedia blanquecina con las
células mononucleares, utilizando una pipeta. Este intermedia fue transferida
con cuidado, utilizando una pipeta, a un tubo derifaga cénico. A este tubo se
afadid IMDM al 2% hasta completar 4ml, se mezcld pwersion y luego se
centrifugd a 300x g por 10 minutos. Seguidamente se aspird0 el sobastad
(dejando aproximadamente 1ml) y se desecho. Ehbdedcélulas se resuspendio en
un vértex de Scientific Industries (modelo 6-560)uego se adicionaron 3,0ml de
IMDM al 2% y se agitd con vortex mas vigorosamerge. efectud una tercera
centrifugacion a 30 g durante 10 minutos, se desecho el sobrenadante y

resuspendieron las células en 2,0ml de IMDM al 2%.

Se registro el volumen final y se cuantifico y deti@d la viabilidad de las células
mononucleadas aisladas con la técnica de excludrolorante con azul de tripan
(Bgyum, 1968) de acuerdo con los procedimientopguionados por StemCell
Technologies (2004). Se tomaron 10ul de la muesiraenida en cada tubo y se
mezclaron con 10ul de azul tripan (#76146, Signma),4%. Se dejo reposar la
mezcla entre 5 y 15 minutos y con una micropipetbemaron ambos reticulos de un
hematocitdmetro Boeco (cddigo BOE 14) con 10ul destra/azul tripan y se dejo
reposar durante 3 minutos. Seguidamente, utilizamdonicroscopio marca Novex
(modelo B-Range), se contaron las células tefiidas go tefiidas en cada cuadrante.
Se ajusto la concentracion de la suspension caridiles 1:50 6 1:100 en PBS
(#P4417, Sigma) para obtener 20-50 células porrangal (apéndice 9). Se calculé el
promedio de células viables y el porcentaje de ihd@dl de acuerdo con las

siguientes férmulas:
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Células viables/ml = promedio células viables poadrante x factor de dilucién x 10

Porcentaje de viabilidad = células vivas + (célukasas + células muertas) x 100

ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Con el fin de iniciar con la estandarizacion elagasde unidades formadoras de
colonias se desarrollaron los siguientes protocblasados en los procedimientos
proporcionados por StemCell Technologies (2004).

Cada alicuota preparada de 3ml de MethoCult (apér) se dej6 descongelando
bajo refrigeracion a 2-8°C durante la noche. En azamde flujo laminar, se

prepararon las placas de cultivo colocando dosaplate cultivo pre-tratadas de
35mm (#27100, StemCell Technologies) con tapa,rdeheé una placa de 100mm
(#27125, StemCell Technologies) tapada. Se etiguetias placas de cultivo de
35mm en el borde con el experimento y nimero dayensSe efectudé una dilucion
de la muestra de células mononucleadas con IMDR¥ah 10X de la concentracion

final requerida (cuadro 3), con la formualy, =c, [V, .

Cuadro 3. Concentracion celular 10X a preparar y concerdrafinal requerida de células
mononucleadas por placa segun la fuente de lalaséhononucleadas.

Fuente de las células Concentracion 1( Concentracidrrequerid:
(CMN/ul) CMN/place
Médula 6sea 2x fq1-5x16) 2x10 (1-5x16)
Sangre periférica 2x101-2x16) 2x 10 (1-2x16)
Sangre periférica movilizada 2 x4@ -5 x 16) 2x10 (1-5x16)

Se adicionaron 300ul de células diluidas a un tdéa3ml de MethoCult® para
ensayos por duplicado y 150ul de células diluidas tubo de 1.5ml de MethoCult®
para ensayos Unicos. Se colocé el tubo en un vgreexmezcld a fondo, dejandolo
luego reposar por 5 min para disipar las burbujssade dispensar.

Para dispensar la mezcla células-metilcelulosa®plhcas de cultivo, se adjunté una
aguja calibre 16 con punta roma (#28110, StemGasihiiologies) una jeringa estéril
de 3ml, utilizando siempre una nueva aguja y jeriag cada tubo. Se tomo 1.1ml de
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la mezcla células-metilcelulosa para cada placastem, removiendo la tapa con la
mano izquierda y colocando la jeringa sobre elroetk¢ la placa sin tocar la jeringa
ni la placa. Se tapo la placa y se distribuyé edimauniformemente sobre la
superficie de cada placa mediante inclinacion suavetacion de la placa para
permitir que el menisco se uniera a la pared dplé&ss en todos los lados.

Se colocaron las placas de cultivo y una placasten3 sin tapa con 3ml de agua
destilada estéril en la placa petri de 100mm. Hs@®n incubadas durante 15 dias a
37°C, 5% de C®y con>95% de humedad en una incubadora Barnstead Iritaraat
(modelo 397).

Para efectuar la identificacién y enumeracion deuksidades formadoras de colonias
se utilizé una placa de puntuacién cuadriculaddatelineas perpendiculares y ocho
cuadrados (de aproximadamente 2mm) en el centtonds#aca de cultivo. Se saco
cada placa de cultivo de la incubadora y se coktéel centro de la placa de
puntuacion, en un microscopio invertido marca Hymibdelo Wllover 30) y se
ajusto a bajo poder (objetivo 2X) hasta enfocarctasenias. Se exploré a bajo poder
(objetivo de 2X, aumento de 40X) para identificaawaluar la distribucion relativa y
el numero aproximado de las colonias, la presengahcia de otras
células/desechos, morfologia general, salud deolasias.

Iniciando con un extremo de la placa, se contazdag las colonias de UFC-E a alto
poder (objetivo de 4-5X, aumento de 40-50X). Unagee la placa fue explorada en
alto poder, se cambié a un aumento mas bajo (wbj&X, aumento 25X con
oculares de 10X) para identificar las colonias UEQJFC-GEMM y UFC-GM y se
efectuaron los conteos en las demas placas desacudt la misma manera. Se
determino la cantidad de UFC por placa de culte®8mm y de UFC por mililitro.
El total de UFC/ml se obtuvo con la formuldFC/ ul =UFC x D +100uL donde

‘UFC’ es el total de unidades formadoras de colgaraplaca de 35mm; ‘D’ es la
dilucion efectuada para alcanzar la concentraciarequerida; y ‘100ul’ es el total

de muestra diluida dispensado en cada placa de 35mm
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RESULTADOS

AUTORIZACION DEL COIBI-CCSS

El COIBI-CCSS dio su autorizacion para efectuarptapuesta de investigacion
“Estandarizacion del protocolo de ensayo de unglddemadoras de colonias de
células progenitoras hematopoyéticas a partir délasé mononucleares de sangre
periférica, sangre de cordon umbilical y médulaatsgue corresponde al expediente
R08-SABI-00024 de los archivos de la Sub-area d#titia en Investigacion del
CENDEISSS. EI Certificado de Recomendacion #0182@dexo 2) extendido por
el COIBI establece la aprobacion de los formularki®-1 (apéndice 1), AP-lla
(apéndice 2), AP-IV (apéndice 4) y AP-V (apéndiggtesentados el 21/07/2008; y
el Certificado de Aprobacion #020-2008 (anexo 3juapa la dltima version del
formulario AP-llla (apéndice 3) del 06/10/2008.

Se presentaron ademas los informes correspondiartestrimestres de octubre del
2008 (apéndice 11) y enero del 2009 (apéndicedjtados por el COIBI-CCSS.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES

Los resultados del procesamiento de 2 muestrasangres periférica movilizada
criopreservadas, 2 muestras de sangre periférid2 ynuestras de meédula ésea
demostraron que:

La toma de muestras debe ser efectuada por perso@dico bien entrenado
siguiendo de forma rigurosa las condiciones dessaeRste debe entregar la muestra
anticoagulada al personal capacitado en el ensa&dJEC que efectuard el
procesamiento.

El codigo asignado permite la identificacion efick material colectado y limita el
acceso a informacién del paciente por parte deopeass ajenas al Servicio de
Hematologia del HSJD.
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Cuando se utilizan anticoagulantes, la muestra debertirse suavemente varias
veces, a fin de disolver totalmente el anticoadgelan la sangre y asi asegurar que se
impida el proceso de coagulacion.

El traslado del material extraido al Laboratorioldgenieria en Tejidos del ITCR
debe efectuarse el mismo dia de la colecta y agenpa ambiente con el objetivo
de mejorar la conservacion de las muestras y emitardisminucion en el nUmero y
la viabilidad de las células. Sin embargo, y sdle@&so de ser necesario, las muestras
pueden almacenarse en refrigeracion a 2-8°C hastpupdan procesarse (StemCell
Technologies, 2004).

El procedimiento de descongelacion aplicado a lasstnas SPM-C-01 y SPM-C-02
no fue completamente eficiente debido a la forrmra@é codgulos al transferir la
suspension celular descongelada al tubo con IMDMLG#6, sin embargo, los
coagulos se resuspendieron parcialmente despuégitde fuertemente con vortex
(Fig. 5), y a pesar de que su presencia dificultéoateo y el aislamiento de las
células se obtuvo la cantidad de células mononedeadecuada para realizar el

ensayo de UFC.

Figura 5. Coagulo observado en la descongelacion de lastraaeaPM-C-01 y SPM-C-02. A)

Coégulo. B) Coagulo parcialmente disuelto.

Los resultados obtenidos con el aislamiento podigrde de densidad utilizando
Histopaque-1077 demostraron que se dio una adecseparacion de células
mononucleares (CMN) en muestras anticoaguladas édulmm 0sea y sangre

circulante; pues después de la centrifugacionCMsl permanecen en la zona entre

35



el plasma y el histopaque mientras que los ertvegy granulocitos se sedimentan,

permitiendo su posterior aislamiento.

Se comprobd que el volumen de muestra utilizad® £10,5 ml) es adecuado para

alcanzar la concentracion 10X de células monondakaequerida para efectuar los

ensayos de UFC (cuadros 3y 4).

Ademas, la viabilidad celular determinada mediatimeion con azul de tripan

demostro la eficacia del procedimiento utilizadoep solamente se observd una

pequefa disminucion en el porcentaje de viabilaths células aisladas (cuadro 4).

Cuadro 4. Volumen de muestra inicial, total de células pdilitro y porcentaje de vialidad
antes y después del aislamiento células mononwdezah Histopaque-1077. ITCR, 2008.

D

Antes del aislamiento | Después del aislamient
Muestra %3';32”(2]% Total % Total %
(leucocitoyul) | viabilidac | (CMN/ul) | viabilidac
MO-01 0,6 5,8 x 1d 89% 4,8 x 16 -
MO-02 1,0 1,2 x 1d 87% 3,8 x 16 -
MO-03 0,8 2,0 x 1d 86% 2,1x 16 -
MO-04 0,7 4,3 x1d 87% 2,6 x 16 -
MO-05 0,9 1,4 x1d 82% 1,4x 16 -
MO-06 0,8 9,7 x 1d 96% 4,2 x 10 -
MO-07 1,0 2,5 x 1d 100% 2,1x16 90%
MO-08 1,5 1,1 x1d 100% 8,3 x 16 85%
MO-09 0,9 2,2 x1d 100% 8,2 x 16 86%
MO-10 0,8 1,7 x 1d 98% 1,6 x 16 96%
MO-11 1,5 1,0 x 1d 97% 1,6 x 16 87%
MO-12 1,5 1,3x1d 98% 1,6 x 16 97%
SP-01 1,5 9,2 x 16 - 2,7 x16 99%
SP-02 1,0 46 x10 98% 7,4 x1d 94%
SPM-C-01 1,0 2,4x16 37% 3,2x16 36%
SPM-C-02 1,0 2,0x16 44% 5,5 x 16 43%

Nota: En las muestras MO-01 a MO-06 no se calcljgbecentaje de viabilidad después del

aislamiento.
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ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Los resultados de la estandarizacion del protodelensayo de UFC permitieron
comprobar la necesidad de diluir la suspension éalas mononucleadas a la
concentracion final requerida segun StemCell Teldymes (2004), con el fin de
obtener un total de UFC/placa que permita realima® correcta cuantificacion

(cuadro 5).

Cuadro 5. Diluciones efectuadas a la suspension de CMN,aertracion 10X preparada y
concentracion final de CMN por placa. ITCR. 2008.

Muestra Dilucién Concentracién 10X Concentracion de
(CMN/ul) CMN/placa
MO-01 1 4,8 x 10 4,8 x 10
MO-02 10 3,8x 14 3,8x10
MO-03 10 2,1x16 2,1x10
MO-04 10 2,6 x 16 2,6 x 10
MO-05 1 1,4 x 16 1,4 x 16
MO-06 10 4,2x 10 4,2 x 10
MO-07 10 2,1x 16 2,1x 10
MO-08 2 4,2 x 10 4,2 x 10
MO-09 2 4,1x 10 4,1x 10
MO-10 10 1,6 x 16 1,6 x 16
MO-11 10 1,6 x 16 1,6 x 16
MO-12 10 1,6 x 16 1,6 x 16
MO-13 4,85 2,0 x 16 2,0 x 10
SP-01 1,35 2,0 x 16 2,0 x 16
SP-02 25 2,0 x 16 2,0 x 16
SP-C-01 2 1,6 x 16 1,6 x 10
SP-C-02 1 5,5 x 16 5,5 x 1¢

Los resultados obtenidos con la identificacidon grtificacion de las UFC (cuadro 6)
muestran variabilidad en la obtencién de los pritgess hematopoyéticos esperados
al utilizar el medio MethoCul6F H4434.
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Cuadro 6. Total de unidades formadoras de colonias por plama microlitro obtenidas en
medio MethoCult GF H4434, después de 15 dias diw@ulTCR, 2008.

Muestra | YFCE | Upc.GM | UFC-GEMM | UEClplaca| YUFCMIde.
UFB-E muestra inicial
MO-01 211 109 5 325 3,25
MO-02 236 39 1 276 27,60
MO-03 447 572 3 1022 102,20
MO-04 218 507 4 729 72,90
MO-05 287 457 2 746 7,46
MO-06 546 634 4 1184 118,40
SPM-C-01 302 05 435 337 6,74
SPM-C-02 48 0 0 48 0,48

Notas: Por recomendacioén de la Dra. Maria Rodrigleszprogenitores eritroides UFB-E y
UFC-E se clasificaron como UFC-E, debido a su difttentificacién y reconocimiento.

No se efectud el conteo de UFC en las muestras KQAD-08, MO-09, MO-10, MO-11,
MO-12, MO-13, SP-01 y SP-02 pues se presentd cardaian durante su cultivo.

La observacion de las colonias obtenidas, y su aosepn con las descripciones y
fotografias del ‘Manual técnico para los ensayoxélalas formadoras de colonias
humanas utilizando MethoCult’ (#28404, StemCell)rnpgeron lograr una
descripcion general de las unidades formadorasldaias eritroides (UFC-E, UFB-
E), unidades formadoras de colonias granulocitoréiago (UFC-GM) y unidades
formadoras de colonias granulocito-eritroides-miagos-megacariocitos (UFC-
GEMM) obtenidas con el medio MethoCult (cuadroigurfas 6-13).
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Cuadro 7. Descripcion de las unidades formadoras de colafitenidas utilizando el medio

MethoCult. ITCR, 2008.

Tipo de progenitor

Descripcion general de las colonias

UFC-E + UFB-E

Los progenitores eritroides pueden generar colanaduras (UFB-E)

mas inmaduras (UFC-E).

Estos progenitores producen colonias con eritradgasn agrupaciong

solas o multiples.

Usualmente se observan colonias bien definidascotoracion rojizg

debido a la hemoglobinizacién de los eritroblastos

Figuras 6, 7y 8

O

|

UFC-GM

Produce colonias incoloras con al menos 20 graita®oqUFC-G),

macréfagos (UFC-M) o células de ambos linajes (\G)-

Las células de linaje macréfago tienden a ser ergas y de forma mas

irregular que las celulas de linaje granulocito.

Las UFC-GM que derivan de progenitores primitivaggen contende

cientos de células en agrupaciones solas o mdtiple

Figuras 9, 10y 11

UFC-GEMM

Las UFC-GEMM son originadas por un progenitor npaitencial.

Este progenitor produce colonias rojizas con diiastos y célula

incoloras de al menos dos linajes reconociblesnamisma colonia.
A las UFC-GEMM también se les llama colonias mixtas

Figuras 12y 13
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Figura 6. Colonia de UFC-E formando una sola agrupaciénpgjasenta mas de 200 células color rojo
debido a la hemoglobinizacion de los eritroblasb@X. ITCR, 2008.

individuales y su color rojizo. 50X. ITCR, 2008
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Figura 8. Dos colonias de UFC-E, a la derecha una agrupauitividual y a la izquierda una
multiple. 50X. ITCR, 2008.

Figura 9. Una colonia de UFC-M con un denso nucleo de cglidaonocibles. Las células de linaje
monocito/macréfago son mas grandes y de forma meguiar que las celulas de linaje granulocito.
50X. ITCR, 2008.
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Figura 10. Una colonia incolora de UFC-GM con células dedjingranulocitico y macréfago. 25X.
ITCR, 2008.

Figura 11. Una colonia individual incolora de UFC-GM. 25X.GR, 2008.
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Figura 12. Una colonia UFC-GEMM mixtacon agrupaciones eittes, granulocitos y macréfagos
reconocibles. 125X. ITCR, 2008.

Figura 13. Dos colonias de UFC-GEMM . La colonia contienaulz eritroides rojizas y células de al
menos otros 2 linajes. 25X. ITCR, 2008.
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DISCUSION

AUTORIZACION DEL COIBI-CCSS

Cualquier investigacion biomédica de caracter alasdonal (no intervencional) que
cuente con patrocinio externo, debe ser aprobadaepalirector ejecutivo del
CENDEISSS-CCSS, previa evaluacion y recomendac@bd@IBI-CCSS.

Esta autorizacion es necesaria para desarrolldguianinvestigacion en la CCSS,
debido a que se evalla, entre otros aspectossgbto de los principios éticos de la
investigacion, el interés cientifico y la relevandel estudio, la competencia técnica de
los investigadores y los beneficios para el paejel# Caja y el pais (CENDEISSS,
2005). Ademas, la CCSS se asegura de que el igadsti principalasuma la
responsabilidad de asegurar que el proyecto cumptin todos los requisitos y
procedimientos establecidos en el Reglamento pdravéstigacion Biomédica en los
Servicios Asistenciales de la Caja CostarricenseSelguro Social (CENDEISSS,
2005).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES

La cantidad de muestras procesadas y las fuentézadds permitieron la
estandarizacion de los protocolos de obtencionjcaagulacion, traslado y
descongelacion de las muestras de médula 6seagyesperiférica, asi como del
protocolo de aislamiento de células mononucleares.

Las especificaciones en cuanto a la colecta denlestras permitieron establecer los
procedimientos a seguir por el personal médicorgada de la recoleccién de sangre
periférica y médula 6sea. Las normativas de la CL8&otras instituciones como el
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégite México (INDRE, 2008) y el
Instituto Nacional de Estandares y Control Biolégiadel Reino Unido
(UKTSSA/NIBSC, 1993) detallan que debe ser el hélogb tratante el encargado
de la aspiracion de médula 0sea y de efectuareofiéresis siempre que sea

necesario la toma de estas muestras.
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Los resultados sobre las disposiciones planteadas @ procesamiento de las
muestras indican que este debe ser realizado psonz capacitado en técnicas de
laboratorio, debido a que es necesario contar xperencia en el manejo de técnica
aséptica en camara de flujo laminar, en el estabieocto de cultivos celulares y en la
identificacion de progenitores hematopoyéticosreentros. StemCell Technologies
(2004) recomienda que el personal encargado deuafeda identificacion y

cuantificacion de UFC esté capacitado en el redorniento de progenitores

mieloides y eritroides, realice periddicamente eost comparativos con sus
compafieros de trabajo y que utilice otras ayudamocel Atlas de Colonias

Hematopoyéticas (#28700, StemCell Technologiesd pae los conteos realizados

sean precisos y reproducibles.

El uso de anticoagulantes durante la colecta eslafuental para el posterior
procesamiento de las muestras, pues estos permitancolecta adecuada del
material, al evitar la formacién de coagulos quigculien el recuento celular y el
aislamiento de las células mononucleares. El Corieggrnacional de Normalizacion
en Hematologia (ICSH, 2003) recomienda el uso dsolacion de sales sodicas y
potasicas del &cido etilendiaminotetracético (EDT@mo anticoagulante para
recolectar muestras sanguineas destinadas a resuerelulares y otros
procesamientos; por otro lado, StemCell Technotodi2004) y InDRE (2008)
recomiendan el uso de heparina para la colectaanidi de muestras de médula 0sea,
y sangre periférica a utilizar en investigaciéneyAICD-A (solucion de acido citrico,
dextrosa y citrato de sodio) para la colecta de stnag de sangre periférica

movilizada y médula 6sea destinadas a la crioprasigm.

Los resultados del establecimiento de los paramette traslado del material
colectado indican que lo ideal es efectuar elddaslde las muestras el mismo dia de
su colecta y a temperatura ambiente, con la fiadlide mantener una éptima
conservacion que permita una buena recuperaci@&ldias progenitoras y una alta

viabilidad celular. Los procedimientos proporcioogadpor el InDRE (2008)
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recomiendan enviar las muestras a temperatura atabé laboratorio donde van a
ser procesadas en las primeras 24hrs posteridaesoéecta. Por otro lado, StemCell
Technologies (2004) recomienda que solo en caseedenecesario, las muestras
pueden almacenarse en refrigeracion a 2-8°C hastasga posible efectuar su
procesamiento. Estudios efectuados por Calleja®ryz@8ez (1995) para evaluar la
recuperacion de CMN y UFC-GM en muestras de médsima conservadas a 4°C,
comprobaron que se da una progresiva disminucibmuaimero de células en el
tiempo, con una alta recuperacion de CMN y UFC-@M &n las primeras 72 horas
de almacenamiento y que las células recuperadamzalon un alto porcentaje de
viabilidad celular durante todo el tiempo de conaeion.

El protocolo utilizado para el aislamiento de CMbr gradiente de densidad con
Histopaque-1077 permitio obtener una suspensiariacedle células mononucleadas
adecuada para realizar los ensayos de UFC, debige @lurante el centrifugado a
temperatura ambiente los eritrocitos y granulocgessedimentaron y las células
mononucleadas permanecieron en la zona entreshalg el histopaque; y a que la
mayor parte de las plaquetas se extrajeron dutasiteentrifugaciones de los pasos
de lavado. Sigma-Aldrich (2003) y Amersham Bioscemn(2001) confirman que los
progenitores hematopoyéticos estan presentes enfrdacion de células
mononucleadas de la sangre y que su aislamientgradiente de densidad enriquece
las células mononucleadas y elimina eritrocitoseytrofilos maduros, plaquetas y
otras células no viables. Por otro lado, StemCetlhfiologies (2004) recomienda el
aislamiento de células mononucleares por gradidatelensidad pues ademas de
enriquecer las muestras con progenitores hemattpoygesta metodologia permite
disminuir las células rojas sanguineas maduras prhecursores eritroides nucleados
gue puedan ensombrecer las colonias y causar comtexactos; y eliminar células
productoras de factores que puedan aumentar drighitrecimiento de las UFC (por

ejemplo macrofagos que produzcan IL-6 y TNF-alpha).
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Este estudio expuso que con el protocolo utilizaa@ el aislamiento de las CMN se
da una disminucion en el porcentaje de viabilidadlas células aisladas, lo cual
puede deberse a los pasos de separacion, centifngalavado a los que se ven
sometidas las células durante el aislamiento. Bibaego, en el manual técnico de
StemCell Technologies (2004) se especifica queoemal observar una pérdida de

CMN vy de viabilidad celular al efectuar cualquiesiamiento.

Los resultados obtenidos confirmaron que el voluskemuestra procesado durante
el aislamiento, independientemente del tipo de traiesproporciona una
concentracion de células mononucleares adecuadaepectuar el ensayo de UFC,
pues en todos los casos, el total de UFC/ul obtedabspués del aislamiento fue
mayor al necesario para alcanzar la concentradddt al preparar para efectuar el
ensayo. Asi, a pesar de que StemCell Technolog@®] indica el uso de al menos
5,0 ml de muestra para efectuar el aislamientoM&l @or gradiente de densidad, se
comprob6 que con una cantidad de muestra muchormsa@btienen los mismos
resultados.

ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

La estandarizacion del ensayo de unidades formsddea colonias permitié

comprobar que las diluciones efectuadas para acdazconcentracion de plaqueo
requerida fueron apropiadas, debido a que el numesidtante de colonias por placa
de cultivo permitio efectuar una adecuada cuaatifin de las mismas. Segun
StemCell Technologies (2004), uno de los princgpdiectores a considerar para
efectuar los ensayos de UFC es el de plaguear amzewmtracion de células que
produzca de 25 a 150 colonias por cada placa dieaudebido a que la presencia de
muy pocas colonias puede proporcionar datos eStaisnexactos; mientras que
muchas colonias causan errores de conteo poritulthd de identificar colonias

individuales, por cambios en el pH causados poadamulacion de productos
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metabdlicos celulares y porque se inhibe la prald@®n de progenitores por la
eliminacion de nutrientes esenciales.

Los resultados obtenidos durante la cuantificad@®®FC que dieron un nimero de
colonias muy bajo o nulo, pudieron deberse al estid paciente, a una pérdida de
viabilidad celular debida al procesamiento de lagstras, a errores en los céalculos
de las diluciones, a inadecuadas condiciones dBvaula contaminacion por
bacterias, levaduras o hongos, e incluso a la eréxqria en la ejecucion del ensayo
de UFC y en la cuantificacién de los progenitoig®mCell Technologies (2004)
sefiala ademas que en muestras de pacientes comedtdeles hematoldgicas y en
muestras colectadas con instrumentos de recoleesdificil anticipar la correcta
concentracion celular del plaqueo, lo que da coesaltado una inadecuada relacion
entre la dosis de células aportadas y el nUmeudtaese de colonias obtenidas

Los medios de cultivo y otros materiales utilizades la estandarizacion del
protocolo de ensayo de UFC favorecieron la obtenaie los progenitores
hematopoyéticos esperados, pues se observo cratontie unidades formadoras de
colonias granulocito-eritroides-macrofagos-megacéns (UFC-GEMM), unidades
formadoras de colonias granulocito-macrofago (UR@)yQunidades formadoras de
brotes eritroides (UFB-E) y unidades formadorasalenias eritroides (UFC-E) en la
mayoria de las placas cultivadas. StemCell Teclgiedo(2004) confirma que las
citoquinas recombinantes presentes en el mediod@ett® propician el crecimiento
de progenitores multipotenciales, eritroides, gi@aeiticos y monociticos.

En ninguno de los cultivos realizados durante estsayo se observaron UFC
adheridas a las paredes de las placas de culebidaa que se utilizaron placas de
cultivo pre-tratadas para asegurar baja adhereceialar. De acuerdo con
informacién proporcionada por Cultek (2006) y StathTechnologies (2004), estas
placas de cultivo fabricadas a partir de poliestirde alta calidad 6ptica requieren de
un tratamiento para producir una superficie quengisya la posibilidad de fijacion
de las células y que promueva un crecimiento denamd Optimo, al evitar la

adherencia de células estromales de medula 6$wabléistos y monocitos, que
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inhiben el crecimiento de progenitores y dificule&rtonteo y la diferenciacion de las

UFC presentes.

La contaminacion de algunas de las muestras prdaes$afluyé de manera negativa
en la cantidad de datos analizados, pues no fubl@asalizar la cuantificacion de
las UFC en una cantidad importante de muestras égulm 6sea y de sangre
periférica. Esta contaminacion se debié al uso d¢enal no estéril durante el
procesamiento de las muestras, por lo que al ofrservcrecimiento de colonias
bacterianas las mismas debieron desecharse. Algienas medidas que recomienda
StemCell Technologies (2004) para evitar la conmtagion de los cultivos de UFC
son utilizar materiales y reactivos estériles, mabide flujo laminar certificadas y
buena técnica aséptica; adicionar al medio devoulintibioticos como penicilina
(100U/ml) y estreptomicina (100pg/ml) y agentesfangicos como anfotericina-B;
y agregar aditivos (cristales de sulfato de coar@gua de la incubadora para inhibir
el crecimiento microbiano y utilizar G@e grado médico para evitar la inhibicion del

crecimiento de UFC por sustancias toxicas presemiés fuente de CO

Las fotografias y descripciones de las coloniagrobas con el ensayo de UFC
permitieron observar y comparar estas coloniasfotws y literatura de referencia,
por lo que fue posible realizar la identificacioe ths colonias y efectuar los
recuentos de las distintas UFC. Los protocolos tdenSell Technologies (2004) y
R&D Systems (2008) basan el reconocimiento y lantifigacion de los progenitores
humanos hematopoyéticos en caracteristicas praj@asada progenitor como la
morfologia, tamafio, forma y coloracién de las @ubbservadas, la formacién de

agrupaciones solas o multiples y los tipos celslaresentes en cada agrupacion.

Con la finalidad de dar un mayor soporte a la estapacion de este protocolo es
necesario continuar con la realizacion de estoayesse implementar un control de
calidad que garantice la exactitud y precision ake rdesultados obtenidos en los

conteos de UFC.
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CONCLUSIONES

- Se promovio la cooperacion cientifica y tecnologieatre la Caja

Costarricense de Seguro Social y el Instituto TEgico de Costa Rica.

- El uso de anticoagulantes durante la colecta etafuental, pues estos evitan
la formacion de coagulos que dificultan el recuarginlar y el aislamiento de
las CMN.

- El traslado de las muestras debe efectuarse elaniSende su colecta y a
temperatura ambiente, con el fin de alcanzar ueadvecuperacion de células

progenitoras y una alta viabilidad celular.
- El protocolo utilizado para el aislamiento de CMbI gradiente de densidad
con Histopaque-1077 permite la obtencién de unpesisson celular de células

mononucleadas adecuada para realizar los ensayisCGle

- Un volumen de muestra inicial de 1,0 £ 0,5ml prejpmra una concentracion

de células mononucleares adecuada para efecteasajo de UFC.

- Las fotografias y descripciones de las coloniasrabdas con el ensayo de UFC

facilitan la identificacion y el recuento de lastditas colonias.

- Se debe continuar con la realizacion de este ersayplementar un control

de calidad que garantice la exactitud y precis@tod resultados obtenidos.
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RECOMENDACIONES

Para futuras practicas de especialidad en el &eBiatecnologia médica se
recomienda iniciar los tramites en CENDEISSS-CC8& jia aprobacion del

proyecto al menos 6 meses antes de la fecha de prevista.

Al efectuar los conteos de UFC se recomienda pdrabservar el fondo de la
placa para determinar presencia/ausencia de @hass/desechos, morfologia
general, salud de las colonias. Ademas, durantenlaneracion es mejor
mover la placa arriba y abajo para contar todasdémias en cada columna,

en lugar de a través de la placa, para evitar mareo

En caso de contaminacibn se pueden adicionar aliom&tethoCult
antibioticos, drogas u otros componentes antesadidicion de las células,
siempre que se agreguen todos los componentedi@neres que mantengan

la correcta viscosidad del medio MethoCult (rat0lv/v).

Se recomienda efectuar una capacitacion o entren&aniantes de realizar
ensayos de UFC con el fin de incrementar los comeaitos y la eficiencia en
desarrollar estos ensayos y de lograr la identiice de los diferentes

progenitores hematopoyeéticos.
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LIC. RONNY JIMENEZ PORRAS
_ e-mail: rojip55@hotmail com

Tol: 771-3912 .
Cel. 3886778
San Isidro de Pérez Zeledon, segunda planta del Banco BAC San José.

DECLARACION JURADA

NUMERO CIENTO VEINTIUNO - DIEZ: Ante mi RONNY JIMENEZ PORRAS, Notario
pablico de Pérez Zeledén, comparece Stephanie Alvarado Valverde, mayor
de edad, soltera, costarricense, estudiante, cédula der ident idad
namerc uno - mil doscientos sesenta y nueve - seiscientos nueve; ¥y
vecina de Barrio San Rafael de Pérez Zeledén, Provincia de San José,
exactamente cincuenta metros al sur de la pulperia la California;
gquien es previamente advertida por el suscrito notario acerca de 1as‘
consecuencias legales y de las penas con gue la ley costarricense
castiga el delito de falso testimonic; en este acto viene a
_manifestar: QUE DECLARA DBAJO LA FE DE JURAMENTO: A efectos de cumplir
B =

Ei:on‘:_'___.f'-'e'stablecido en el inciso cuatro, del articulo dieciséis del
“Regl-av:r.lento para la Investigaci6n Biomédica en los Servicios
Asistenciales de la Caja Costarricense de Seguro Social”, gque se
refiere a las fuentes de financiamiento de la investigacién; por lo
que manifiesta lo siguiente: Que la fuente de financiamiento de la
propuesta de investigacién Evaluacién del potencial de diferenciacioén
y proliferacién de progenitores humanos hematopoyéticos a partir de
muestras de sangre periférica, sangre de cordén umbilical y meédula
6sea mediante ensayos de unidades formadoras de colonias es la
siguiente: Que el costo de su practica profesional Universitaria la
asumird la empresa Sinertec Costa Rica Internacional Ltda, cédula
juridica nimerc tres - ciento dos - trescientos cinco mil ochoc-ientos
setenta y cuatro; cuyo representante legal y judicial es el sefior
Rodolfo Gerardo Alvarado Cote, cédula de identidad namero tres -
trescientos cincuenta y tres - setecientos quince; en calidad de
apoderado generalisimo sin limite de suma. Continda manifestando
ademias la declarante bajo la fe de juramento gue durante todo el

periodo de su practica profesional no recibira retribucién econémica;

y que no posee vinculos familiares de ningin tipo con funcionarios de

L3LGax 4563687

0 O
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dicha empresa. Es todo. Leo lo escrito la compareciente lo aprueba y
firmamos en San Isidro de Pérez Zeleddn, al ser las doce horas del

dia tres de marzo del dos mil ocho.-.-.-.-(Fs).-.-.-Ilegible.

LO ANTERIOR ES COPIA FIEL DE LA ESCRITURA NUMERO CIENTO VEINTIUNO
VISIBLE AL FOLIO CIENTO DIECISIETE VUELTO DEL TOMO DIEZ DE MI
PROTOCOLO. CONFRONTADO CON SU ORIGINAL RESULTO CONFORME Y LO EXPIDO
c UN PRIMER TESTIMONIQ EN EL MISMO ACTO DEL OTORGAMIENTO DE LA
ESCRITURE MATRIE . ss=iemammnfl sl w=wiebommamsms me e tn s s o s s h = m s e

LIC. RONNY JIMENEZ PORRAS.

Lic. Ronny Jiménez Porras
Abogado ¥ Netario
San Isidro, P.Z.
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social

Area de Bioética

Subarea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

CERTIFICADO DE APROBACION

COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA EN INVESTIGACION
CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

COIBI
COMITE iRSTITHCIONAL DE
BIOETICA EN INVESTIGACION

Numero de protocolo asignado:

Titulo del estudio:

Nombre del investigador principal:

Nombre de los sub-investigadores:

Nombre del patrocinador:
Nombre del CRO (si procede):

Numero de sesion en gue se aprobo la
ultima version del protocolo:

Fecha de sesion en que se aprobo la
ultima version del protocolo:

Ultima version del formulario
AP-II/AP-IIIA recomendado:

Ultima version del consentimiento
informado recomendado:

Numero de sesion en que se aprobo la
ultima version del consentimiento
informado:

Fecha de sesion en que se aprobo la
ultima version del consentimiento
informado:

Duracion del estudio (en meses):
Numero de participantes propuesto:

Nombre de centro(s) asistencial(es)
donde se realizara la investigacion:

Informe de avance: El investigador
principal debera someter un informe de
avance cada 3 meses para la revision
correspondiente por parte del COIBI-

CERTIFICADO # 018-2008
Revisado 11/08/2006

CERTIFICADO # 018-2008

R08-SABI-00024

Estandarizacion del protocolo de ensayo de unidades

formadoras de colonias de

células

progenitoras

hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de
sangre periférica, sangre de cordén umbilical y medula

osea
Estudiante Stephanie Alvarado Valverde

Dr. Luis Arturo Cordero Soto
Dra. Berta Eugenia Valverde Rojas

No aplica
No aplica
14-08-2008

14/08/2008
21/07/2008
No aplica

No aplica

No aplica

Doce meses
Cincuenta (50)

Hospital San Juan de Dios
Hospital Nacional de Nifios
Instituto Técnoldgico de Costa Rica

Fecha de presentacion proximo informe:

03/10/2008
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrolio Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social i i B
Area de Bioética Milm
Subarea de Bioética en Investigacion bl et
Teléfono: (506) 519-3044 o R
www.cendeisss.sa.cr

CCSS. Estos informes deberan ser’
presentados los primeros viernes de
los meses de enero, abril, julio y
octubre.

La fecha de inicio del estudio queda supeditada a la suscripcion del contrato entre el
patrocinador y la Caja Costarricense de Seguro Social, asi como al refrendo de la Contraloria
General de la Reptblica en los casos que lo ameriten.

Nombre de los miembros del 1. Dr. Alberto Barrantes Boulanger
COIBI-CCSS que 2. Dra. Maria Gabriela Chavarria Fonseca
participaron en el analisis de 3. Licda. Martha Esquivel Rodriguez
este estudio: 4. Lic. Carlos Gonzalez Arroyo
5. Dra. Diana Mosheim Castro
6. Dr. Carlos Sancho Rojas
7. Licda, lMarics-l Zamora Salas

Esta recofmengacion es valida hasta 14/08/2009

Fecha 22 I8 —1CC _
COMTE NSTTUCIORALDE.
BIOETICA EN INVESTIGACION

echaQO 10F 1 .,K‘)O?

Dr/Alberto Barrantes
Presidente COIl

Dr. Ignacio Salpmv Echevergia
Director Ejecutivo CENDEISSS
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Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

Numero de protocolo asignado:

Titulo del estudio:

Nombre del investigador principal:

Nombre de los sub-investigadores:

Nombre del patrocinador:
Nombre del CRO (si procede):

Numero de sesion en que se aprobo la
Gltima versién del protocolo:

Fecha de sesion en que se aprobo la
ultima version del protocolo:

Ultima versién del formulario
AP-III/AP-IIA recomendado:

Ultima versién del consentimiento
informado recomendado:

Ntmero de sesion en que se aprobo la
ultima versién del consentimiento
informado:

Fecha de sesién en que se aprobd la
ultima version del consentimiento
informado:

Duracion del estudio (en meses):
Numero de participantes propuesto:

Nombre de centro(s) asistencial(es)
donde se realizara la investigacion:

Informe de avance: El investigador
principal debera someter un informe de
avance cada 3 meses para la revision
correspondiente por parte del COIBI-

CERTIFICADO # 020-2008
Revisado 11/08/2006

CERTIFICADO DE APROBACION
COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA EN INVESTIGACION
CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

CERTIFICADO # 020-2008

R08-SABI-00024

COIBIL

COMITE INSTITUCIONAL DE
BIOETICA EN INVESTIGACION
————

Estandarizacion del protocolo de ensayo de unidades

formadoras de colonias de

células

progenitoras

hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de
sangre periférica, sangre de cordén umbilical y médula

osea
Estudiante Stephanie Alvarado Valverde

Dr. Luis Arturo Cordero Soto
Dra. Berta Eugenia Valverde Rojas

No aplica
No aplica
020-11-2008

13/11/2008
06/10/2008
No aplica

No aplica

No aplica

Doce meses
Cincuenta (50)

Hospital San Juan de Dios
Hospital Nacional de Nifios
Instituto Técnolagico de Costa Rica

Fecha de presentacion proximo informe:

02/01/2009

Pagina 1 de 2



70 5p CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
m@% Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
= en Salud y Seguridad Social SNTDT
Area de Bioética (./OIBI
Subarea de Bioética en Investigacion COMITE INETITUCIONAL DE

BIOETICA EN INVESTIGACION
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

CCSS. Estos informes deberan ser.
presentados los primeros viernes de
los meses de enero, abril, julio y
octubre.

La fecha de inicio del estudio queda supeditada a la suscripcion del contrato entre el
patrocinador y la Caja Costarricense de Seguro Social, asi como al refrendo de la Contraloria
General de la Repiiblica en los casos que lo ameriten.

Nombre de los miembros del 1. Dr. Alberto Barrantes Boulanger
COIBI-CCSS que 2. Dra. Maria Gabriela Chavarria Fonseca
participaron en el andlisis de 3. Licda. Martha Esquivel Rodriguez
este estudio: 4. Lic. Carlos Gonzalez Arroyo
5. Dra. Diana Mosheim Castro
6. Dr. Carlos Sancho Rojas
7. Licda. Maricel Zamora Salas

idacion es valida hasta 14/08/2009

Fecha 28 1 (172008

Dr./Alberto Barrantes Boulanger ———
Presidente COIBI-0CSS COIBI/(

COWITE INSTITUCIONAL DE

BIOETICA EN INVESTIGACION

s Fecha Ol /12 /200! ’
Dr. Ignacio Saloff Echeverri s OA
Director Ejecutivd CENDEISSS i O N

o

DIRECCION
O\ EIECUTIVA /&
\ O Poae, o "E’J‘
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)519-3044
www.cendeisss.sa.cr

FORMULARIO AP-I
SOLICITUD DE REVISION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Titulo del proyecto: Estandarizacién del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de

células progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de
corddn umbilical y médula ésea.

Namero de protocolo del patrocinador:

Ultima version del protocolo:

Nombre del investigador principal: Grado académico: Bachillerato.
Stephanie Alvarado Valverde

Estudiante de Ingenieria en Biotecnologia

Numero de cédula: 1-1269-0609

Numero de investigaciones dirigidas: 0

Lugar de Trabajo: Instituto Tecnolégico de Costa Rica

Direccion:

Residencial Estancia Antigua. La Unién de Tres Rios, Cartago.

Teléfono: 8391-5574

Correo electrénico: alvarado stephanie@amail.com

Fax: 2550-2700 / 2771-4225 Beeper: NA
Nombre del sub-investigador: Grado académico: Microbidlogo y Quimico
Luis Arturo Cordero Soto Clinico, Especialista en Hematologia.
Lugar de trabajo: Hospital San Juan de Dios
Direccion: | San Rafael, Moravia, San José.
Teléfono: 8836-6090 Correo electrénico: monturaS@hotmail.com
Fax: 2257-6282 ext 3035 Beeper: NA

Nombre del sub-investigador:
Berta Eugenla Valverde Rojas Cﬁntco, Espe(:lallsta en Hematoiogia

Grado académico: Microbidlogo y Quimico

Lugar de trabajo:

Hospital Nacional de Nifios

Direccidn:

100N y 250E Colegio Salesiano Don Bosco. La Granja, San Pedro de Montes de Oca.

Teléfono: 8821-7620 Correo electrénico: luismorab@yahoo.com

Fax: 22224779

Beeper: NA

FORMULARIO AP-1
Davsisada NA M4 PANT

INICIALES IP
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R i) CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
g 3 Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)619-3044
www.cendeisss.sa.cr

Fuente de financiamiento:

0O CCSss X Extema O Mudltiples fuentes de financiamientos
O Otras (especifique):

Propuesta (margue todas las opciones que sean necesarias):
X Propuesta nueva O Renovacién/Continuacién X Propuesta de formacion académica

Tipo de Investigacion (marqus todas las opciones que sean necesarias):

O Reporte de casos

O Serie de casos

0O Observacional descriptivo de registros médicos
O Observacional analitico de casos y controles

O Observacional analitico de cohorte

O Intervencional (drogas / medicamentos)
O Intervencional (dispositivos)

O investigacion gengtica

O Estudio de campo basado en la poblacion
X Comparativo para técnicas de laboratorio

Centro(s) de identificacion y seguimiento de los participantes de investigacion:

Nombre del centro de identificacion Nombre del centro que realizara el seguimiento
Hospital San Juan de Dios Hospital San Juan de Dios

Acuerdo de participacion (marque todas Jas opciones que sean necesarias):

Consentimiento informado: Consentimiento informado en OExcepcion para la utilizacion
o si poblacién vuinerable: del consentimiento informado
X No [ Permiso representante legal (Ver excepciones para la
0 Asentamiento del menor, si es  ulilizacién del consentimiento
z 12 afios informado)

Poblacion del estudio (margue fodas fas opcicnes que sean necesarias):

O Menores de 1 afio 0O Extranjeros

X Menores de 18 afios O Prisioneros

X Adultos O Enfermos terminales

O Adulio mayor (65 afios 0 mas) [ Autonomia disminuida

O Sanos 0O Comatosos

O Embarazadas O Especimenes patolégicos

INICIALES IP
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0] CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacién

% Teléfono: (506)519-3044
N,

www.cendeisss.sa.cr

DECLARACION DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL Y FIRMAS

Los firmantes indican lo siguiente: Que entienden y aceptan las siguientes obligaciones y que buscan
proteger los derechos y el bienestar de los participantes en este estudio. Asimismo, declaran bajo la
gravedad del juramento, que la informacion consignada en el presente formulario es cierta.

1

Como investigador principal reconozco que es mi responsabilidad asegurar todas las acciones
del personal que participe en el proyecto cumplirdn con los requerimientos y politicas
establecidas en el Reglamento para la Investigacién Biomédica en los Servicios
Asistenciales de la Caja Costarricense de Seguro Social.

Reconozco como principios generales que regiran la investigacion: el respeto a la dignidad de las
personas, la beneficencia, la no-maleficencia, la autonomia y la justicia distributiva, segun lo
establecido en la normativa nacional e internacional aplicable a la bioética en la investigacion.

Reconozco que es mi responsabilidad asegurar que se obtenga un consentimiento informado
valido de cada uno de los participantes en el estudio o de su respectivo representante legal.
Ademaés, verificaré que todo el personal que participe en el proceso de obtencion del
consentimiento reciba el entrenamiento adecuado y tenga conocimiento explicito de sus
responsabilidades para la obtencién del consentimiento, siguiendo las guias de la Subérea de
Bioética en Investigacion del CENDEISSS, apegadas a la legislacion existente. Utilizaré el
documento de consentimiento informado debidamente autorizado por el Comité Local de Bioética
en Investigacion (CLOBI) o del Comité Institucional de Bioética en Investigacion (COIBI), segin
sea el caso, con su respectivo sello.

Informaré a la Subarea de Bioética en Investigacion del CENDEISSS cualquier efecto adverso
serio esperado o inesperado o cualquier lesién al participante, a mas tardar dos (2) dias héabiles
después de ocurrido el evento.

No se implementara ninglin cambio en el protocolo sin la debida autorizacién del CLOBI o del
COIBI, segln sea el caso, excepto cuando se trate de reducir o eliminar el riesgo inmediato, caso
en el cual la Subarea de Bioética en Investigacién sera informada inmediatamente.

Mantendré todos los registros correspondientes a la investigacion por un plazo minimo de 10
afios, y reconozco que la Subdrea de Bioética en Investigacion estd autorizada para
inspeccionar estos registros.

Informare a la Subarea de Bioética en Investigaciéon CENDEISSS acerca de cualquier cambio en
la relacion riesgo/beneficio de la investigacion presentada originalmente en el protocolo aprobado
por COIBI-CCSS.

Durante la investigacion deberé apegarme a los siguientes requisitos:
a. No obstaculizacién dei normal desarrofio de los servicios de la CCSS.

INICIALES IP
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética

www.cendeisss.sa.cr

Subérea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)519-3044
b

1,

Transparencia absoluta del proceso que, entre otras consecuencias, implica la obligacion de
dejar en el expediente de salud del participante, copia del consentimiento informado y
constancia de cada intervencién que se le realice (procedimientos, examenes de laboratorio
y gabinete, entre otros).

c. Impedimento de remunerar, por parte de terceros, a servidores de la CCSS en horas
laborales, o fuera de horas laborarles, si existe prohibicion o dedicacion exclusiva.

Me comprometo a no ofrecer ningun pago o beneficio al participante que pueda inducir su
participacién, asi como de no establecer ninguna obligacién financiera al participante, como
podria ser el pago por los servicios de atencion médica.

.Me comprometo a presentar los informes de avance, cada 3 mesés, segln las fechas
establecidas en la Subérea de Bioética en Investigacion del CENDEISSS con ese propésito.

Me comprometo a presentar los resultados finales y las conclusiones en la fecha establecida en
el protocolo para la finalizacién de la investigacién, siguiendo los requisitos establecidos en el
formato “Requisitos para la Presentacion de Resultados”. :
Stephane Alvaacle Velve rdle i-1269- 09 g g ie o
Nombre Investigador Principal™-Cédula . Fecha

Luis Prdare (orders Solo i- AP -0 %w /f"/”gf'f 0 1 Cé
Nombre Sub-investigador Cédula i ; Fecha
perla Valverde Reas {-44C-3%3E Lly 3G EE
Nombre Sub-investigador Cedula Fecha

Los abajo firmantes no encuentran objecion alguna para que este estudio sea realizado en
este centro asistencial, siempre y cuando cuente con la recomendacién previa del Comité
Local de Bioética o del Comité Institucional de Bioética en Investigacién, segun sea el caso,
de acuerdo a lo establecido en el Reglamento para la Investigacién Biomédica en los
Servicios Asistenciales de la Caja Costarricense de Seguro Social:

RAFAEL JineEng> Riwitia _ (=321-9%! k{blﬁpa 011101 CF

Nombre Jefe de Servicio Cédula irm Fecha

/ /
Nombre Director Médico Cédula Firma © Fecha

INICIALES 1F __ SRV
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b % Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdérea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506)519-3044
www.cendeisss.sa.cr

PARA ESTUDIOS CON FINES ACADEMICOS
{persona responsable de /a investigacién en el centro asistencial de la CSS)

Nombre del tutor: Maria Rodriguez Sevilla Grado académico:
Especialista en hematologia

Numero de cédula: 1-0784-0756 Numero de investigaciones dirigidas: 0

Lugar de Trabajo: Hospital San Juan de Dios

Direccion: | Betania, Montes de Oca.

Teléfono; 8326-3342 Correo electrénico; mariars95@hotmail. com
Fax; 2257-6282, ext 3036 Beeper: NA

DECLARACION DEL TUTOR '

Certifico que el investigador principal nombrado en este documento conoce adecuadamente el
Reglamento para la Investigacion Biomédica en los Servicios Asistenciales de la Caja
Costarricense de Seguro Social y ha tenido la preparacién necesaria y experiencia para conducir
este estudio, de acuerdo con el protocolo aprobado. Ademas, me reuniré con el investigador principal
periédicamente para valorar el progreso de la investigacién. Si se presentara algun problema, me
comprometo a estar disponible personalmente para supervisar al investigador en la solucién del
mismo. Si me encontrara lejos del drea de estudio, haré los arreglos necesarios para que otra
persona calificada asuma mis responsabilidades.

an’a }Zw&d'?wa Joulla FF84- 755 /Mﬁ’% 2 e ; 02, 208,

Nombre del Tutor Cédula Firma Fecha

! Tutor: funcionario de la Caja Costarricense de Seguro Social, responsable de la ejecucién y supervisién del
estudio en el centro asistencial.

INICIALES IP
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

FORMULARIO AP-IIA

RESUMEN DE LA PROPUESTA DE INVESTIGACION OBSERVACIONAL

Titulo del estudio:

Entidades participantes:

Investigador principal:

Centro asistencial donde
se realizara el estudio:

Justificacion de la
importancia del estudio:

Pregunta de investigacion
o hipétesis:

Objetivos:

FORMULARIO AP-IIA
Revisado 27/06/2006

Estandarizacion del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de
células progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de
sangre periférica, sangre de cordén umbilical y médula 6sea.

Hospital San Juan de Dios, Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Stephanie Alvarado Valverde.

Laboratorio de Investigacién y Ensefianza de Hematologia, HSJD.
Laboratorio de Investigaciéon, HNN.
Laboratorio de Ingenieria en Tejidos, ITCR.

El Hospital San Juan de Dios ha incursionado exitosamente en el trasplante de
céiulas madre como tratamiento de pacientes con alto riesgo de enfermedades
hematoldgicas; sin embargo, la técnica utilizada requiere controles para asegurar
la viabilidad de las células trasplantadas. Es por ello que se ha planteado
efectuar una practica de especialidad en el Laboratorio de investigacién y
ensefianza de hematologia con el objetive de evaluar la capacidad de
proliferacién de progenitores humanos hematopoyéticos in vitro en muestras de
sangre periférica, médula 6sea y sangre de cordén umbilical mediante la
obtencion y conteo de unidades formadoras de colonias.

Existe una relacion entre el total de UFC con el total de células CD34+ y/o total
de células vivas segun el método de exclusién de colorante azul tripan presentes
en una misma muestra de células mononucleadas de sangre periférica, sangre
de corddn umbilical o médula 6sea.

Evaluar in vitro el potencial de crecimiento y proliferacién de progenitores
humanos hematopoyéticos.

Generar patrones de identificacién de colonias de UFC-E, UFB-E, UFC-GM y
UFC-GEMM presentes en una placa de cultivo con medio de metilcelulosa.

Determinar la recuperacion celular al efectuar ensayos de criopreservacion en
células mononucleadas.

Analizar la relacion del total de células CD34+ con el total de UFC presentes
en una misma muestra.

Analizar la relacién del total de células vivas segun el método de exclusién de
colorante azul tripan con el total de UFC presentes en una misma muestra.

s




Disefio metodolégico

Diserio del estudio:

Poblacién de estudio:

Criterios de inclusién
y exclusion:

Variables estudiadas:

Tamaric de la muestra:

Técnica de muestro y
unidad de analisis:

Plan de trabajo

Duracién del estudio:

FORMULARIO AP-IIA
Revisado 27/06/2006

CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bloética en Investigacién
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

Desarrollo de la técnica para conteo de unidades formadoras de colonias de
colonias de progenitores hematopoyéticos y comparacién con la demas técnicas
utilizadas para determinar viabilidad celular y dosis de aplicacién en trasplantes
de células madre.

NA. Se incluirdn muestras de sangre de cordon umbilical pre y post-
criopreservacién, producto de leucoféresis para recoleccién de células madre de
sangre periférica pre y post-criopreservacion y médula dsea no criopreservada.

NA. Se incluiran muestras de sangre de cordén umbilical donada, médula dsea
de donadores sanos y células madre de sangre periférica de pacientes ¢
donadores sanos a quienes se les practique una leucoféresis.

1. Medicién de unidades formadoras de colonias de progenitores eritroides
(UFC-E y BFU-E), progenitores granulocito-macréfago (UFC-GM, UFC-M,
UFC-G) y progenitores multipotenciales granulocito-eritroide-macréfago-
megacariocito (UFC-GEMM).

2. Porcentaje de células no tefiidas en ensayos por el método de exclusién de
colorante con azul de tripén.

3. Porcentaje de células CD34+ determinadas mediante citometria de flujo.

Se procesaran alrededor de 50 muestras de sangre de cordén umbilical pre y
post-criopreservacion, producto de leucoféresis para recoleccién de células
madre de sangre periférica pre y post-criopreservacién y médula ésea no
criopreservada. Todas las muestras estaran constituidas por 1mil del
producto que se guarda rutinariamente para control de calidad como parte
del protocolo de trabajo del servicio de hematologia del HSJD.

Técnica de muestreo: NA. Uso de muestras disponibles azarosas.
Unidad de andlisis: Se efectuara una comparacién de:

1. Donador: Morbilidad.

2. Muestra: Sangre periférica, sangre de cordén umbilical, médula dsea
3. Proceso: Pre-criopreservacion, post-criopreservacion.

4. Ensayo: UFC, azul tripan, CD34+.

Seis a siete meses.




Fecha estimada de inicio:

Pruebas estadisticas
utilizadas:

FORMULARIO AP-IIA
Revisade 27/06/2006

CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

Julio, 2008.

Técnica de muestreo: NA (Uso de muestras disponibles azarosas).

(MANOVA) con pruebas de cuatro o tres vias seguin los siguientes disefios:

mononucleadas antes y después de criopreservacion:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x CD34 x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x CD34 x Morbilidad

Corddn umbilical x Pre-crio x UFC
Cordén umbilical x Post-crio x UFC
Cordén umbilical x Pre-crio x Azul tripan
Cordon umbilical x Post-crio x Azul tripan
Cordon umbilical x Pre-crio x CD34
Cordén umbilical x Post-crio x CD34

Médula 6sea x Pre-crio x UFC
Médula dsea x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Pre-crio x Azul tripan
Médula 6sea x Post-crio x Azul tripan
Médula 6sea x Pre-crio x CD34
Médula 6sea x Post-crio x CD34

de progenitores humanos hematopoyéticos:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Médula 6sea x Pre-crio x UFC

Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Cordén umbilical x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Post-crio x UFC

presentes en una misma muestra:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x CD34 x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangte periférica x Post-cric x CD34 x Morbilidad

Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Cordén umbilical x Pre-crio x CD34
Cordén umbilical x Post-crio x UFC

Unidad de andlisis: se efectuaran anélisis de varianza anidada multivariada

Para verificar si existen diferencias significativas entre las muestras de células

Para efectuar una evaluacién in vitro del potencial de crecimiento y proliferacion

Para analizar la relacién del total de células CD34+ con el total de UFC




R

conta mes

Limitaciones y posibles
sesgos del estudio:

Resultados esperados e
impacto del estudio:

FORMULARIO AP-IIA
Revisado 27/06/2006

CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacidn
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

Cordén umbilical x Post-crio x CD34

Médula ésea x Pre-crio x UFC
Médula dsea x Pre-crio x CD34
Médula 6sea x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Post-crio x CD34

Para analizar la relacién del total de células vivas segun el método de exclusion
de colorante con azul tripdn con el total de UFC presentes en una misma
muestra:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x Azul tripan x Morbilidad

Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Cordén umbilical x Pre-crio x Azul tripan
Cordén umbilical x Post-crio x UFC
Cordén umbilical x Post-crio x Azul tripan

Médula dsea x Pre-crio x UFC
Médula dsea x Pre-crio x Azul tripan
Médula dsea x Post-crio x UFC
Médula dsea x Post-crio x Azul tripan

Se efectuaran ademds pruebas de Chi cuadrado para determinar diferencias
significativas entre las frecuencias celulares encontradas en las muestras
analizadas.

Adecuacion de los medios de cultivo a utilizar en ensayos de UFC.
Inadecuado procesamiento de los medios.

Incarrecta preparacion de la suspension celular a utilizar.
Inadecuadas condiciones de cultivo.

Contaminacién de las placas de cultivo.

Incorrecto reconocimiento y conteo de las diferentes UFC.

Estandarizar un procedimiento para evaluar in vifro la viabilidad y capacidad de
proliferacién de progenitores humanos hematopoyéticos en muestras de sangre
periférica, sangre de cordén umbilical y médula dsea.

Desarrollar la técnica necesaria para efectuar ensayos de UFC,
Identificar las colonias de UFC-E, UFB-E, UFC-GM y UFC-GEMM.

Comprobar la calidad del proceso de extraccion, -criopreservacion vy
descongelacion realizados.

Fomentar el desarrollo de la biotecnologia médica mediante el desarrolio y
aplicacién de conocimientos cientificos y tecnolégicos no utilizados actualmente

o =




Instrumento para la
recoleccion de
informacion:
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en nuestro pais.

Fomentar la cooperacién inter-institucional entre el Hospital San Juan de Dios y
el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.

Formulario de Ensayos AT, CD34 y UFC (anexo 1, AP-III).
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FORMULARIO AP-1l1 A

REQUISITOS DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION (Observacional)

TITULO DEL PROYECTO

Estandarizacion del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de células progenitoras
hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de cordén umbilical y
médula ésea.

1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

El uso de células madre con fines terapéuticos representa en la actualidad una de las posibilidades aceptadas
como Unicas para el tratamiento de ciertas enfermedades degenerativas o como terapia de preferencia para
patologias cuyo tratamiento alternativo no supone una solucion definitiva. La idea de que los trastornos médicos
que afectan la formacién de células sanguineas o inmunitarias pueden ser curados mediante el trasplante de
células madre hematopoyéticas ha fomentado su uso en el tratamiento de pacientes con alto riesgo de
enfermedades hematokﬁgic:as;,1 La base de este trasplante es que todas las células sanguineas surgen a partir
de células madre presentes en la médula 6sea, la sangre de cordén umbilical y la sangre periférica y su
obtencion puede efectuarse mediante recoleccion de sangre del cordén umbilical de recién nacidos para
trasplantes alogénicos y mediante leucoféresis u obtencion de médula ésea para trasplantes autdlogos. "

Para determinar la viabilidad de las células madre recolectadas suelen emplearse diferentes métodos, de los
cuales el mas comun es la tincidn con azul tripan, molécula coloreada de gran peso molecular que sélo es
capaz de entrar en las células que tienen la membrana alterada, por lo que una célula viva en perfecto estado
se observara incolora ante esta tincion mientras que una célula muerta o con la membrana rota se observara
azul en conteos celulares con hemocitometro, * Ademas, para identificar y cuantificar la poblacién de células
madre se utiliza el marcador de linaje conocido como antigeno CD34, que es una glicoproteina monomerica de
peso molecular entre 110-120KDa codificada por un gen ubicado en el cromosoma 1q32. °° Las células que
expresan este marcador de diferenciacion linfoncitaria (células CD34+) se caracterizan por poseer un gran
potencial de repoblacion in vivo; de manera que la expresion de este antigeno es mucho mayor en células
progenitoras tempranas y disminuye progresivamente a medida que las células maduran, hasta nc detectarse
en células terminalmente diferenciadas. "™ Las células CD34+ purificadas son capaces de reconstituir la
hematopoyesis multilina&e y ademas presentan potencial de implantacién de células humanas en trasplantes
autélogos y alogénicos. *'°

Una forma de determinar y evaluar la capacidad de proliferacién in vitro de las células madre hematopoyéticas
presentes en una muestra es mediante la obtencién de unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de
células hematopoyéticas progenitoras, donde cada colonia representa la progenie de una célula madre, de
manera que el nimero de UFC es una medida del numerc de células madres presentes en una cantidad
determinada de muestra. El cultivo de unidades formadoras de colonias granulocito-eritroides-macrofagos-
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humanos hematopoyéticos en muestras de médula dsea, sangre periférica y sangre de cordon umbilical.
Ademas, se ha utilizado para determinar las tasas de viabilidad y recuperauén celular en ensayos de
criopreservacion de células madre de sangre periférica y cordén umbilical. 1 Segun estudios efectuados por
Migliaccio y colaboradores la dosis de UFC es un parametro mas predictivo de la supervivencia post-trasplante
que la dosis de células nucleadas, metodologia usuaimente empleada, observéndose prendimiento y trasplante
libre de enfermedad a partir de una dosis de 5 x 10° UFC/Kg de peso del pamente

2. PROPOSITO DEL ESTUDIO
2.1 Interrogante a estudiar

a. Poblacién: Muestras de sangre de cordon umbilical donada pre y post-criopreservacion, producto de
leucoféresis para recoleccion de células madre de sangre periférica de pacientes o donadores sanos
pre y post-criopreservacion y médula 6sea de donadores sanos no criopreservada.

b. Objeto de estudio: Desarrollar una técnica para el conteo de unidades formadoras de colonias de
progenitores hematopoyéticos a partir de células mononucleadas de muestras de sangre de cordon
umbilical, sangre periférica y médula dsea y efectuar una comparacion con las demas técnicas de rutina
utilizadas para determinar viabilidad celular y dosis de aplicacion en trasplantes de células madre.

c. Comparaciones: De la medicion de unidades formadoras de colonias de progenitores eritroides (UFC-
E y BFU-E), progenitores granulocito-macréfago (UFC-GM, UFC-M, UFC-G) y progenitores
multipotenciales granulocito-eritroide-macréfage-megacariocito (UFC-GEMM) contra células no tefiidas
por el método de exclusion de colorante y células CD34+ determinadas mediante citometria de flujo.

d. Resultados: Estandarizar un procedimiento para evaluar in vitro la viabilidad y capacidad de
proliferacion de progenitores humanos hematopoyéticos en muestras de sangre periférica, sangre de
cordén umbilical y médula ¢sea, para lo cual se pretende desarrollar las técnicas necesarias para
efectuar ensayos de UFC; identificar colonias de UFC-E, UFB-E, UFC-GM y UFC-GEMM; comprobar la
calidad del proceso de extraccion, criopreservacién y descongelacion realizados; y fomentar la
cooperacion inter-institucional y el desarrollo de la biotecnologia médica en nuestro pais.

2.2 Objetivo general

Estandarizar los procedimientos de ensayos de unidades formadoras de colonias de celulas progenitoras
hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de corddn umbilical y médula
osea.

2.3 Obijetivos especificos
Evaluar in vitro el potencial de crecimiento y proliferacion de progenitores humanos hematopoyéticos.

Generar patrones de identificacion de colonias de UFC-E, UFB-E, UFC-GM y UFC-GEMM presentes en una
placa de cultivo con medio de metilcelulosa.

Determinar la recuperacion celular al efectuar ensayos de criopreservacion en células mononucleadas.
Analizar la relacion del total de células CD34+ con el total de UFC presentes en una misma muestra.

Analizar la relacién del total de células vivas segln el método de exclusion de colorante azul tripan con el
total ge UFC presentes en una misma muestra.

COMITE INSTICI]
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3. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

3.1 Numero total de participantes que seran enrolados en el estudio en Costa Rica

Se procesaran alrededor de 50 muestras de sangre de cordén umbilical pre y post-criopreservacion, producto
de leucoféresis para recoleccién de células madre de sangre periférica pre y post-criopreservacion y médula
osea no criopreservada. Todas las muestras estaran constituidas por 1ml del producto que se guarda
rutinariamente para control de calidad como parte del protocolo de trabajo del servicio de hematologia
del HSJD.

3.2 Criterios de inclusion de los participantes

. Rango de edad: NA.

. Género: NA.

. Etnia: NA.

. Inclusion de clases especiales o participantes vulnerables: NA.

. Pruebas de laboratorio: Tincion con azul tripan y conteo de CD34+ mediante citometria de flujo.
Otros: Se incluirdan muestras de sangre de cordén umbilical donada, médula 6sea de donadores sanos
y células madre de sangre periférica de pacientes o donadores sanos a quienes se les practique una
leucoféresis.

oo D

3.3 Criterios de exclusion
NA.

4. DISENO Y PROCEDIMIENTOS

4.1 Cronograma del estudio

Rubro Fecha estimada
Observar la preparacion de los pacientes que seran sometidos a leucoféresis. 30 de enero

Capacitacion en ensayos de viabilidad con azul tripan. 1 de febrero
Presentacion del proyecto al personal del laboratorio de hematologia del HSJD. 8 de febrero
Solicitud de compra de reactivos. 21 de febrero
Capacitacion en Citometria de flujo para CD34 y CDA45. 21 de febrero
Entrega de los reactivos. 17 de marzo
Presentacion del proyecto ante CENDEISSS. 5 - 9 de mayo
Preparacion de los medios a utilizar en ensayos de UFC. Julio 2008
Capacitacion en México D.F Agosto 2008
Ensayos de UFC (CD34 y azul tripan paralelos realizados en el HSJD). Set - Dic 2008
Presentacion 1° informe de avance Noviembre 2008
Prese%\acion del informe final Febrero 2009

=~
=
y

i
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4.2 Generacion de los grupos de comparacioén
NA.
4.3 Descripcion de los procedimientos:

4.31 Manejo de tejidos y muestras biolégicas

Obtencién de las muestras

El tubo con 1ml de muestra a partir de sangre de cordén umbilical pre y post-criopreservacion, producto de
leucoféresis para recoleccion de células madre de sangre periférica pre y post-criopreservacion 6 medula 6sea
no criopreservada sera entregado al investigador principal por la Dra. Maria Rodriguez o por el Dr. Arturo
Cordero en el Laboratorio de Investigacion en y Ensefianza de Hematologia del Hospital San Juan de Dios,
después de completar el Formulario de Ensayos AT, CD34 y UFC (anexo 1). Se asignara un cddigo a cada
tubo de acuerdo con el tipo de muestra (MO-SCU-SP), el proceso (criopreservada o no) y un nimero

consecutivo, de la siguiente manera: XXX- X - XX

imuestra proceso LONSRCNIiVe

Traslado de las muestras

Se debe efectuar al traslado de cada tubo al Laboratorio de Ingenieria en Tejidos del Instituto Tecnologico de
Costa Rica dependiendo de la muestra a utilizar. Asi, para muestras recién colectadas se debe realizar el
transporte en una hielera con hielo y para muestras criopreservadas el transporte se debe efectuar en un
tanque con nitrageno liquido, Se debe evitar cualquier movimiento brusco y realizar el transporte lo mas
rapidamente posible.

Aislamiento de células mononucleadas

1. Apartar 1ml del producto de médula 6sea o sangre de cordén umbilical que se guarda rutinariamente para
control de calidad como parte del protocolo de trabajo del servicio de hematologia del HSJD.

2. Efectuar un conteo inicial de células nucleadas utilizando un hemocitémetro para establecer el nimero y
concentracion de células nucleadas en la muestra original.

3, Medir el volumen total de la muestra a procesar y trasferir a un tubo nuevo.

4. Diluir las células al menos 1:1 con 2% IMDM. Mezclar por inversion.

5. Mezclar por inversion el histopaque antes de utilizar.

6. Poner 3,0 ml de Histopaque-1077 en un tubo de centrifuga conico de 15 mi, y llevarlo a temperatura
ambiente.

7.  Extender con cuidado utilizando una micropipeta 3,0 ml de muestra + 2%IMDM en Histopaque-1077. No

perturbar la interface histopaque/muestra.

8. Centrifugar a 400 x g durante exactamente 30 minutos, a temperatura ambiente. El centrifugado a
temperaturas mas bajas, como a 4 °C, puede producir la coagulacion de las células y una recogida escasa.

9. Después del centrifugado, aspirar con cuidado, con una pipeta de Pasteur, la capa superior hasta 0,5 cm
de la zona opaca que contiene las células mononucleares. Desechar la capa superior.

10. Transferir con cuidado la zona opaca, con una pipeta de Pasteur o una micropipeta, a un tubo de
centrifuga conico de poliestireno.

11. Adicionar 2% IMDM hasta completar 4ml. Centrifugar a 300 x g durante 10 minutos.

12. Aspirar el sobrenadante (dejando aproximadamente 1,0 ml) y desecharlo. Resuspender en vortex,
adicionar 3ml de 2%IMDM y agitar con vortex mas vigorosamente.

13. Centrifugar a 300 x g durante 10 minutos. Desechar el segundo supernadante.

uspender los pellets de las células en 1ml del medio apropiado (2% IMDM o congelamiento).
#Heqr un volumen mayor si el centeo inicial de células era alto.

FORMULARIO AP-I1I A Pagina 4 de 17
Revisado 01/03/2006



CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506) 519-3044
www.cendeisss.sa.cr

16. Registrar el volumen final exacto y realizar un conteo final de células nucleadas en la misma manera que
se efectud el conteo inicial. ' '

Conteo de células mononucleadas con azul de tripan

1. Tomar 100 pl de la muestra y mezclar con 100 pl de azul tripan al 0,4%.

2. Dejar reposar la mezcla al menos 5 min y no mas de 15 min, agitando ocasionalmente.

3. Preparar el hemocitometro, colocar el cubre y llenar ambos reticulos de la camara con un tubo capilar.
Dejar reposar durante 3 minutos.

4. Enfocar con el objetivo de 10X, cambiar al aumento 40X y contar células viables en cada cuadrante.

5. Repetir el procedimiento si mas del 10% de las células aparecen agrumadas.

6. Ajustar la concentracion de la suspension con diluciones 1:50 (0,1 ml de células + 4,9 mi de 2% IMDM) 6

1:100 (0,1 ml de células + 9,9 ml 2% IMDM), mezclar por inversion y repetir el procedimiento si en cada

reticulo hay menos de 200 células o mas de 500 células (de 20-50 células por cuadrante).

Calcular el conteo de células viables de la siguiente manera:

Promedio células viables por cuadrante x factor de dilucién x 104 = células viables/ml

Calcular el porcentaje de viabilidad de acuerdo con la siguiente formula:

# células vivas + (# células vivas + # células muertas) x 100 = Porcentaje de viabilidad. ™

0001 =3

Criopreservacién de células mononucleares

1. Preparar el medio de congelacién con 90% de FBS + 10% DMSO. Colocar en hielo en refrigeracion o a
4°C durante al menos 30min.

2. Efectuar un conteo de las células mononucleares utilizando azul de tripan.

3. Resuspender las células en medio frio de congelacion y ajustar la concentracion celular a 5-10x106 celulas
viables/ml. Dispensar 1ml en crioviales.

4. Inmediatamente, colocar los crioviales en un contenedor de congelamiento lento y colocar a -70°C durante
4-24h. Alternativamente, colocar los crioviales en una camara de congelacion de descenso controlado.

5. Después de 4-24h en congelacion a -70°C o despues del descenso controlado, transferir los crioviales a
una caja de crio y colocar en la fase de vapor (-135°C) o un la fase liquida /-196°C) en un tanque de
almacenamiento de nitrégeno. '

Descongelacion de células mononucleadas

1. Descongelar los crioviales que contiene las células menonucleares en un bafo de agua a 37°C.

2. Secar el exterior de los crioviales y, antes de abrir, limpiar con alcohol de 70% para evitar la contaminacion.

3. Rapidamente, transferir la suspension celular descongelada (cerca de 1ml) a un tubo conico de centrifuga
de 15ml con 10ml 10% IMDM.

4. Centrifugar a temperatura ambiente a 200g durante 10min. Remover el supernadante sin tocar el pellet de
ceélulas.

5 Lavar una vez con 10ml de DPBS y centrifugar a temperatura ambiente a 200g durante 10min. Con
cuidado, resuspender las células en 1-2 ml de 2% IMDM.

6. Realizar un conteo de células nucleadas para establecer el numero Y. concentracion de células nucleadas
recuperadas y comparar con el numero antes de la criopreservacion. 2

Ensayo de unidades formadoras de colonias de células progenitoras hematopoyéticas

1. Descongelar el nimero requerido de alicuotas de medio bajo refrigeracion (2-°C) durante la noche.

2. Preparar las placas de cultivo colocando dos placas de cultivo de 35 mm con tapas dentro de una placa
petri de 100 mm con tapa.

3. Etiquetar las placas de cultivo de 35mm en el borde con el experimento y numero de ensayo utilizando un
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4. Diluir las células con 2% IMDM a 10X de la concentracion final requerida de acuerdo con la siguiente tabla:

Células / placa Concentracion 10x
Fuente de las células do 46mm a preparar
Médula ésea 2x10* {1 -5x10% 2x10°(1-5x10°)
Sangre periférica movilizada 2 x10% (1 -5 x10% 2x10°(1-5x10%
Sangre de cordén umbilical 1x10° (5x10°-2x10% | 1x10°(5x 10" -2 x10%)

5. Adicionar 0.3ml de células diluidas a un tubo de 3ml de MethoCult para ensayos por duplicado.

Inmediatamente después colocar en el vértex y mezclar a fondo.

Dejar reposar por 5 minutos para disipar las burbujas antes de dispensar.

Para dispensar la mezcla células-meticelulosa en las placas de cultivo, adjuntar una aguja calibre 16 con

extremo burdo a una jeringa estéril de 3ml. Utilizar una nueva aguja y jeringa para cada tubo.

8. Para expulsar la mayor parte del aire de la jeringa, colocar la aguja bajo la superficie de la solucién y tomar
aproximadamente 1 ml. Bajar suavemente el émbolo y expulsar el medio completamente. Repetir hasta
que no haya aire visible dentro de la jeringa.

9. Tomar con la jeringa 1.1 ml de la mezcla células-metilcelulosa para cada placa de 35 mm.

10. Remover la tapa de la placa de 35 mm con la mano opuesta y colocar la jeringa sobre el centro de la placa
sin tocar la jeringa ni la placa, Dispensar 1.1 ml. Colocar de nuevo la tapa.

11. Distribuir el medio uniformemente sobre la superficie de cada placa mediante inclinacion suave y rotando la
placa para permitir que el menisco se una a la pared de las placas en todos los lados.

12. Colocar las placas de cultivo en las placas petri de 100 mm. Adicionar 3ml de agua estéril a una placa de
35 mm sin tapa.

13. Incubara 37°C, 5% de CO2, con 295% de humedad por 14-16 dias.

14. 8Si los cultivos de UFC no van a ser enumerados los dias 14-16, recambiar el agua si es requerido, y
!ransferirﬁl?s cultivos a una incubadora a 33°C, 5% de CO2, con 295% de humedad y leer tan pronto sea
posible. ™

=5

Enumeracion de unidades formadoras de colonias

1. Preparar una placa de puntuacion cuadriculada dibujando dos lineas perpendiculares y ocho cuadrados

(de aproximadamente 2mm) en el centro de un placa de cultivo usando un marcador permanente fino en la

parte inferior de la placa.

Sacar los cultivos a ser evaluados de la incubadora de 37°C.

Remover la primera placa de cultivo de 35mm de la placa petri y colocar en el centro de la placa de

puntuacion.

4, Utilizar un microscopio invertido de alta calidad equipado con objetivos de 2X, 4X y 10X. Un filtro azul
mejora el color rojo de los eritroblastos hemoglobinizades en UFC-E, UFB-E y UFC-GEMM.

5. Colocar las placas en el microscopio invertido y ajustar a bajo poder (objetivo 2X) hasta enfocar las
colonias,

6. [Escanear la placa a bajo poder (objetivo de 2X, magnificacién de 40X) para evaluar la distribucion relativa
de las colonias.

7. Iniciando con un extremo de la placa, contar todas las colonias de interés a alto poder (objetivo de 4-5X,
magnificacion de 40-50X). Tomar los resultados de UFC-E. Es necesario enfocar continuamente arriba y
abajo para identificar las colonias presentes en las 3 dimensiones del cultivo, las que se encuentran en los
bordes, y para distinguir colonias individuales que estas muy cercanas pero se encuentran en diferentes
planos.

8 Una vez que la placa ha sido escaneada a alto poder, cambiar a una magnificacion mas baja (objetive 2X,
magnificacién 25X con oculares de 10X) para identificar las colonias UFB-E, UFC-GEMM y UFC-GM.

w N
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Efectuar los conteos en las demas placas de cultivo de la misma manera.

0. Sifuera necesario los cultivos pueden guardarse en una incubadora a 33°C, con 5% Co3 en el aire y <95%
de humedad para evaluaciones futuras, hasta un maximo de 7 dias.

11. En caso de ensayos de antes y después de congelacion calcular la tasa de recuperacion.

8.
1

14,17

4.4 Obtencion de resultados de otros ensayos

Ensayo de conteo de células mononucleadas con azul de tripan

Los resultados obtenidos al efectuar este ensayo en el Laboratorio de Investigacion y Ensefianza de
Hematologia del Hospital San Juan de Dios seran proporcionados por el Dr. Arturo Cordero al completar la
informacién requerida para el ‘Conteo con Azul de Tripan' del Formulario de Ensayos AT, CD34 y UFC (anexo
1), El almacenaje de los datos y su confidencialidad se realizara segun aclara el punto 4.6 de este documento.

Ensayo de conteo de células CD34+ con citometria de flujo

Los resultados obtenidos al efectuar este ensayo en el Laboratorio de Investigacion del Hospital Nacional de
Nifios seran proporcionados por la Dra. Berta Valverde al completar la informacién requerida para la ‘Citometria
de Flujo para CD34’ del Formulario de Ensayos AT, CD34 y UFC (anexo 1). El almacenaje de los datos y su
confidencialidad se realizara segun aclara el punto 4.6 de este documento.

4.5 Analisis estadistico
Los resultados seran analizados tomando en cuenta las siguientes variables:

Donador: Morbilidad.

Muestra: Sangre periférica, sangre de cordén umbilical, médula osea.
Proceso: Pre-criopreservacion, post-criopreservacion.

Ensayo: UFC, azul tripan, CD34+.

Con el fin de verificar si existen diferencias significativas entre las muestras de células mononucleadas
provenientes de muestras de sangre periférica, sangre de cordén umbilical y médula ésea antes y después de
criopreservacion se efectuara un analisis de varianza anidada multivariada (MANOVA) con pruebas de cuatro o
tres vias segun el siguiente disefio:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x CD34 x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x CD34 x Morbilidad

Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Cordén umbilical x Post-crio x UFC
Cordén umbilical x Pre-crio x Azul tripan
Cordén umbilical x Post-crio x Azul tripan
Cordén umbilical x Pre-crio x CD34
Cordén umbilical x Post-crio x CD34
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Médula 6sea x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Pre-crio x Azul tripan
Médula 6sea x Post-crio x Azul tripan
Médula dsea x Pre-crio x CD34
Médula dsea x Post-crio x CD34

Para efectuar una evaluacién in vitro del potencial de crecimiento y proliferacién de progenitores humanos
hematopoyéticos a partir de muestras de sangre periférica, sangre de cordén umbilical y meédula 6sea se
efectuara un MANOVA caon pruebas de cuatro o tres vias segun el siguiente disefio:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Médula 6sea x Pre-crio x UFC

Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Corddn umbilical x Post-crio x UFC
Médula ésea x Post-crio x UFC

Con la finalidad de analizar la relacion del total de células CD34+ con el total de UFC presentes en una misma
muestra de sangre periférica, sangre de cordén umbilical o médula ¢sea se efectuara un MANOVA con pruebas
de cuatro o tres vias segun el siguiente disefio:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x CD34 x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x CD34 x Morbilidad

Cordén umbilical x Pre-crio x UFC
Cordén umbilical x Pre-crio x CD34
Cordon umbilical x Post-crio x UFC
Cordon umbilical x Post-crio x CD34

Meédula 6sea x Pre-crio x UFC
Meédula 6sea x Pre-crio x CD34
Médula osea x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Post-crio x CD34

Con el fin de analizar la relacién del total de células vivas segun el método de exclusion de colorante con azul
tripan con el total de UFC presentes en una misma muestra de sangre periférica, sangre de cordon umbilical o
médula 6sea se efectuara un MANOVA con pruebas de cuatro o tres vias segun el siguiente disefio:

Sangre periférica x Pre-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Pre-crio x Azul tripan x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x UFC x Morbilidad
Sangre periférica x Post-crio x Azul tripan x Morbilidad

Cordon ymbilical x Pre-crio x UFC
ilical x Pre-crio x Azul tripan

BIDETICA EN INVES
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Cordén umbilical x Post-crio x UFC
Cordén umbilical x Post-crio x Azul tripan

Médula ésea x Pre-crio x UFC
Médula ésea x Pre-crio x Azul tripan
Médula 6sea x Post-crio x UFC
Médula 6sea x Post-crio x Azul tripan

Se efectuaran ademas pruebas de Chi cuadrado para determinar diferencias significativas entre las frecuencias
celulares encontradas en las muestras analizadas.

a. Cuestionarios o encuestas: Ninguno. Se colectaran los datos mediante el “Formulario de Ensayos AT,
CD34 y UFC” (anexo 1).
4.6 Almacenaje de los datos y confidencialidad

El Formulario de Ensayos AT, CD34 y UFC (anexo 1) con la informacion recopilada para cada muestra se
almacenara en el Laboratorio de Investigacién en Hematologia del HSJD, donde sera custodiado en la oficina
de la jefatura de este laboratorio. Ademas, una copia se enviara al Laboratorio de Ingenieria en Tejidos del
ITCR donde sera custodiada por el responsable del proyecto. Solamente los participantes del estudio tendran
acceso a la informacion recopilada. El personal del ITCR no tendra acceso al nombre, numero de expediente u
otra informacion del paciente/donador de la muestra. Con el fin de proteger la confidencialidad de los datos se
pretende prevenir el acceso a la informacién por parte de personas no autorizadas.

Cuando el estudio finalice, la informacion recopilada se sometera a los analisis antes indicados. Se entregara un
informe final de la practica de especialidad al ITCR, ademas de un informe trimestral y un informe final al Comite
Institucional de Bioética en Investigacion del CENDEISSS. Los resultados de la investigacion podrian ser
publicados en articulos cientificos, congresos o similares.

5. EVALUACION DEL RIESGO / BENEFICIO DE LA INVESTIGACION

5.1 Riesgos potenciales: Ensayo de UFC
Ninguno para el paciente, lesion por puncién para el investigador.

5.2 Clasificacién de riesgo
Riesgo menor que el minimo.

5.3 Beneficios potenciales al sujeto o a la sociedad

Al efectuar este proyecto se pretende estandarizar los procedimientos necesarios para efectuar un ensayo que
permita determinar si los procedimientos de extraccion, criopreservacion y descongelacion aplicados a muestras
de sangre de cordén umbilical, sangre periférica y médula ¢sea son adecuados. Ademas, se propone el uso de
este ensayo para comprobar in vitro la viabilidad de las células madre.

Se espera también fomentar el desarrollo de la biotecnologia médica mediante el desarrollo y aplicacion de
conocimientos cientificos y tecnolégicos no utilizados actualmente en nuestro pais.

5.4 Balance del riesgo / beneficio

CQOlL

COMITE INSTI
BIOETICA EN INVE
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Se presentan mayores beneficios debido a que el riesgo es menor que el minimo y a que la implementacion de
esta metodologia representaria grandes ventajas respecto a la supervivencia celular post-trasplante de células
madre.

6. OBLIGACIONES FINANCIERAS Y COMPENSACION

6.1 Obligaciones financieras del participante.

Los participantes no deben asumir ninguna cbligacién financiera como resultado de su participacion en el
estudio. La responsabilidad financiera relativa a las pruebas de tincién con azul tripan la asumira el Hospital San
Juan de Dios. La responsabilidad financiera relativa a las pruebas de citometria de flujo para CD34 la asumira el
Hospital Nacional de Nifios.

La responsabilidad financiera por concepto de reactivos y equipo la asumira la empresa Sinertec Costa Rica
Internacional Ltda, cédula juridica nimero tres - ciento dos - trescientos cinco mil ochocientos setenta y cuatro;
cuyo representante legal y judicial es el seficr Rodolfo Gerardo Alvarado Coto, cédula de identidad nimero tres
- trescientos cincuenta y tres - setecientos quince; en calidad de apoderado generalisimo sin limite de suma.

6.2 Compensacion financiera por participacion.
No se contempla.
7. IDENTIFICACION DE PARTICIPANTES, RECLUTAMIENTO Y CONSENTIMIENTO

7.1 Método de identificacidn y reclutamiento

Se utilizaran las muestras de todos los productos de recoleccion de células madre sangre de cordon umbilical
donada pre y post-criopreservacion, producto de leucoféresis para recoleccion de células madre de sangre
periférica de pacientes o donadores sanos pre y post-criopreservacion y médula dsea de donadores sanos no
criopreservada. Todas las muestras estaran constituidas por 1ml del producto que se guarda
rutinariamente para control de calidad como parte del protocolo de trabajo del servicio de hematologia
del HSJD.

7.2 Protocolos paralelos
No aplica.

7.3 Competencia del participante
No aplica.

7.4 Excepciones para obtener el consentimiento informado
No aplica.

7.5 Propésito de informacion retenida
No aplica.
8. INFORMACION DE LOS INVESTIGADORES

8.1 Compromiso de declarar los potenciales conflictos de interés
No existe\ningun potencial conflicto de interés que pudiera influir en el buen desarrolio del estudio.
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8.2 Cédigo y atestados de los investigadores

El investigador principal y el personal del estudio estan capacitados para realizar los procedimientos incluidos
en el protocolo. Los curriculos de las personas involucradas en el estudio se muestran en el documento CV-|
adjunto.

9. CONSIDERACIONES BIOETICAS

9.1 Principio de autonomia
En este estudio no hay intervencién alguna al paciente, ademas no se va a realizar ningln procedimiento
adicional a lo normal en cualquier procedimiento de donacion de células madre.

9.2 Principio de justicia

De igual manera, al noe haber intervencién alguna ni grupos expuestos o no expuestos, no habra ningtn grupo
expuesto a riesgos mayores. El estudio esta planteado para desarrollarse en el lapso cinco meses, y este es el
tiempo necesario para alcanzar una muestra lo suficientemente grande como para obtener resultados
significativos.

9.3 Principio de beneficencia

El principal objetivo del proyecto es comprobar in vitro la viabilidad de las células madre a trasplantar antes de
efectuar su aplicacién en los pacientes, de manera que se compruebe que los procedimientos de extraccion,
congelamiento y descongelacion de las mismas son los adecuados, garantizando la supervivencia celular post-
trasplante de células madre en los pacientes que son sometidos a este tratamiento, lo que eventuaimente
resultara beneficioso para los pacientes que vayan a ser sometidos a trasplantes de células madre.

9.4 Principio de no maleficencia

El estudio que se pretende efectuar no implica riesgo alguno adicional para el paciente o donador. Tampoco
alterara de modo alguno el producto que se va a congelar y luego trasplantar. Ademas, los procedimientos a
utilizar cumplen con altas normas de control, asepsia y calidad requeridas.
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11. ANEXOS

FORMULARIO DE ENSAYOS UFC, AT Y CD34

Caja Costarricense de Seguro Social D Instituto Tecnologico de Costa Rica

N
Hospital San Juan de Dios o Centro de Investigacién en Biotecnologia
Laboratorio de Hematologia TEC Laboratorio de Ingenieria en Tejidos

1. Complete toda la informacién en letra imprenta o a maquina.

2. Utilice boligrafo de tinta azul o negra

Utilice letra legible.

-
3

4. Al terminar ¢l formulario entregar ¢l original a la oficina de la jefatura del Laboratorio de Investigacion en Hematologia del |
Hospital San Juan de Dios y entregar una copia al encargado del proyecto del ITCR.

Cadigo asignado:

Tipo de donador: ( ) Donador sano ( )Paciente

) Sangre de cordon umbilical pre-criopreservacion
} Sangre de cordén umbilical post-criopreservacion.
Tipo de muestra: ) Producto de leucoféresis de sangre periférica pre-crio.

} Producto de leucoféresis de sangre periférica post-crio

A~~~ =

) Médula 6sea no eriopreservada

Fecha de obtencién de la muestra:

Responsable de la obtencion:

Codigo profesional:

Fecha de criopreservacion:

Responsable de la criopreservacion:

Codigo profesional:

TRASLADO DE LA MUESTRA

Fecha de recepcitm:

Hora y lugar de recepeitn:

Responsable de la entrega:

Hora y lugar de llegada:

Responsable del traslado:

- - () Hielera con hielo {muestras recién colectadas)
Especificaciones del traslado: < , :
( ) Tanque con nitrogeno liquido (muestras criopreservadas)

Incidentes ocurridos:

RESULTADOS DEL LOS ENSAYOS
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[ Conteo con Azul detripan:
Citometria para CD34:
Ensayode UFC:

FORMULARIO DE CONTEO CON AZUL DE TRIPAN - HSJD

[ aia Caja Costarricense de Seguro Social A Instituto Tecnolégico de Costa Rica
| o, B, B
(& @a‘;’, Hospital San Juan de Dics Centro de | nvestigacién en Biotecnologia
") ot
== Laboratorio de Hematologia TEC Laboratorio de I ngenieria en Tejidos

Instrucciones:
. Complete toda la informacion en letra imprenta o a maquina,

1
2. Utilice boligrafo de tinta azul o negra,

(8]

Utilice letra legible

2

Al terminar ¢l formulario entregar ¢l original a la oficina de la jefatura del Laboratorio de Investigacion en Hematologia del
Hospital San Juan de Dios y entregar una copia al encargado del proyecto del ITCR

DATOS DE LA MUESTRA

Cddigo asignado

Tipo de donador: () Donador sano { ) Peciente

) Sangre de cordon umbilical pre-criopreservacion.
) Sangre de cordén umbilical post-criopreservacion.
Tipo de muestra: ) Producto de leucoféresis de sangre periférica pre-crio

) Producto de leucoféresis de sangre periférica post-crio.

e e e s

) Médula dsea no criopreservada.
RESULTADOS

Fecha del conteo:

Hora del conteo:

Resultados:

Observaciones:

Responsable:

Cédigo profesional:

Firma:

ENTREGA DE LOS DATOS

Fecha de entrega

‘espomabledela entrega:
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Cadigo profesional:

Firma:

Responsable de Ia recepcion:

Codigo profesional:

Firma:

FORMULARIO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA CD34 - HNN

- Instituto Tecnolégico de Costa Rica

\

\\ "'
‘\‘3&{7 Centro de Investigacién en Bioteenologia

TEC Laboratorio de Ingenieria en Tejidos

Instruceiones:

1. Complete toda la informacion en letra imprenta o a maquina,

2. Utilice boligrafo de tinta azul o negra.
3. Utilice letra legible
4. Al terminar el formulario entregar el original a la oficina de la jefatura del Laboratorio de Investigacion en Hematologia del

Hospital San Juan de Dios y entregar una copia al encargado del proyecto del ITCR.

Chdigo asignado:

)} Donader sano ( )Paciente

Tipo de donador: 3

) Sangre de cordon umbilical pre-criopreservacion.
) Sangre de cordon umbilical post-criopreservacion.
Tipo de muestra ) Producto de leucoféresis de sangre periférica pre-crio

) Producto de leucoféresis de sangre periférica post-crio,

—~ -

) Médula ésea no criopreservada,

Leucocitos

Fecha del analisis:

Hora del analisis

Resultados obtenidos

Observaciones:

Responsable:

Codigo profesional:

Firma:

ENTREGA DE LOS DATOS

BIOETICAEN IN
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Fecha de entrega:

Responsable de la entrega:

Codigo profesional;

Firma:

Responsable de la recepcidn:

Codigo profesional:

Firma:

Caja Costarricense de Seguro Social Instituto Tecnologico de Costa Rica
Hospital San Juan de Dios Centro de Investigacion en Biotecnologia

Laboratorio de Hematologia Laboratorio de Ingenieria en Tejidos

1. Complete toda la informacién en letra imprenta o a méaquina
2. Utilice boligrafo de tinta azul o negra.

. Utilice letra legible.

= W

Al terminar el formulario entregar el original a la oficina de la jefatura del Laboratorio de Investigacién en Hematologia del
Hospital San Juan de Dios y entregar una copia al encargado del proyecto del ITCR.

Codigo asignado:

Tipo de donador: ) Donador sano ( ) Paciente »

) Sangre de cordon umbilical pre-criopreservacion.

(

(

( ) Sangre de cordon umbilical post-criopreservacion.
Tipo de muestra: { ) Producto de leucoféresis de sangre periférica pre-crio,
( ) Producto de leucoféresis de sangre periférica post-crio
{

) Médula dsea no criopreservada,

RESULTADOS

Fecha del conteo:

Hora del conteo:

UFC-E:
Resultados obtenidos: BFU-E:
CFU-GM:
CFU-GEMM

Total de UFC:

Observaciones:

Responsable:
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ENTREGA DE LOS DATOS

Fecha de entrega:

Responsable de la entrega:

Cadigo profesional:

Firma:

Responsable de la recepcitn:

Cadigo profesional:

Firma:
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FORMULARIO AP-1IV

PRUEBAS DE LABORATORIO A UTILIZAR EN EL ESTUDIO

Titulo del estudio: Estandarizacién del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de
células progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre
de cordén umbilical y médula 6sea.

Nombre del investigador principal: Stephanie Alvarado Valverde

Nombre del laboratorio donde se

Nimero de veces

Ndmero total de

: | Costo total
analizaran las pruebas (si el O SN - participantes
Nombre de la prueba laboratorio no es parte de la CCSS, :sut: :]:;:;ll;;:z propuestos en el Pre’“’;‘;‘zgo pot
agregue la direccion y el teléfono) prueba estudio
Pruebas de CD34 y . S,
mediante citometria de HAbostor de wamigecn, 1 50 ¢ 805.500,00 *
flujo™ Hospital Nacional de Nifios.
Ensayo de viabilidad porel|  Laboratorio de Investigacion y
método de exclusién de Ensefianza de Hematologia, 1 50 ¢ 10.000,00 *
colorante® Hospital San Juan de Dios.
Ensayo de colonias de : ; m
células progenitoras tabf’;am;" o :;'gf’"lzdace" Teg‘f'“’ 1 50 ¢ 715.000,00
hematopoyéticas. nstituto Tecnolégico de Costa Rica.
Conteo y clasificacion de : i -
sl formodies di Labf:ratono de Ing_emena en Tep@s, 1 50 -
colonias. Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.
COSTO TOTAL PRESUPUESTADO PARA LAS PRUEBAS DE LABORATORIO ¢ 715.000,00

*Estas pruebas se efectlan de manera rutinaria para el control de calidad de las muestras que se utilizaran para
efectuar trasplantes de células madre. En este estudio solamente se tomaran los resultados arrojados por estas
pruebas, por lo que sus costos no se contabilizaran en el total presupuestado.

como parie de este estudio.

Certifico que este desglose es preciso con respecto al tipo, nimero y clasificacion de todas las pruebas de laboratorio que se realizaran

Stephanie Allvacado V. 1-1269- 609 01 ;10 05
Nombre del investigador principal Cédula < DA Fecha
'3
FORMULARIO AP-IV Pagina 1de 1

Revisado 01/03/2006




APENDICE 5. FORMULARIO AP-V

PRESUPUESTO INICIAL (OBSERVACIONAL)
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL PERIODO

Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social ESTARLECIOU
Area de Bioética De: Fi
Subdrea de Bioética en Investigacion et
Teléfono: (508) 519-3044

www.cendeisss.sa.cr

FORMULARIO AP-Va

PRESUPUESTO INICIAL (OBSERVACIONAL)

Titulo del estudio: Estandarizacién del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de células
progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de cordén
umbilical y médula osea.
Nombre del investigador principal: Stephanie Alvarado Valverde
Nombre del centro asistencial: Hospital San Juan de Dios, Hospital Nacional de Nifios.
Remuneracién por
Equips investigador Nimero de veces que Saiar!is il realizar el estudio
- atiende al participante
Nombre Funcion e ol NSHUCION | galarios | Otros Beneficios Total
estudio
Stephanie Investigador ‘
Alvarado principal BEREW i - 5 ;
Dr. Arturo Ensayo azul ;
Cordero tripan Ninguna g i 5 i
Dra. Berta Conteo CD34 Ninguna - - - -
Valverde
SUBTOTAL -
Costos por Estudio’ cg:;’d‘i’:' Costo Directo Total
Andlisis de factibilidad NA X - = -
Revision, renovacion y enmienda NA X - = -
Publicidad NA X - = -
Laboratorio y gabinete® ¢ 14.300 X 50 muestras = ¢ 715.000
Equipo NA X - & =
Suministros NA X - = e
Gastos por administracion NA X - = -
Subcontrato NA X - = -
Otro tipo de bonificaciones NA X & | = -
SUBTOTAL ¢ 715.000
TOTAL ¢ 715.000
Stephanie AV i-1264 -0609 ol /10 Jog
' Nombre Numero de Cédula 13 Fecha

! Los rubros por conceptos que no son aplicables al estudio deben sefialarse con Jas siglas NA. No deje espacios en blanco.
El rubro por concepto de laboratorio y gabinete debe corresponder al total incluide en el formulario AP-IV.

FORMULARIO AP-Va
Revisado 16/05/2006 K




APENDICE 6. FORMULARIO CV-|

CURRICULUM VITAE ABREVIADO DE INVESTIGADORES
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion

Teléfono: (506)519-3044
www.cendeisss.sa.cr

CV-I FORMATO DE CURRICULO VITAE ABREVIADO

DATOS PERSONALES

Nombre completo: Stephanie Alvarado Valverde
Nacionalidad: Costarricense

Cédula de identidad: 1-1269-0608

Cédigo profesional: NA

Lugar y fecha de nacimiento: Pérez Zeleddn, 05-02-1986
Centro de estudio: Instituto Tecnolégico de Costa Rica
Teléfono: 279-8970

Teléfono celular: 391-5574

Correo electronico: alvarado.stephanie@gmail.com

EDUCACION
Titulos obtenidos:
Grado Institucion y afio de graduacién
Bachillerato en Educacion Media Colegio Cientifico Costarricense, 2003

EXPERIENCIA ACADEMICA

Posicién Institucion Fechas ]

Estudiante de ultimo afio de

Ingenieria en Biotecnologia. Instituto Tecnolégico de Costa Rica 2004-actual
Asistente Laboratorio Cultivo de 7 2 :

Tejidos Vegetales. Instituto Tecnolégico de Costa Rica 2005
Presidente Asociacion de

Estudiantes de Ingenieria en Instituto Tecnolégico de Costa Rica 2006-2007

Biotecnologia.

Asistente del proyecto de Instituto Tecnolégico de Costa Rica,

: g ; Hospital Nacional de Nifios,
g}:egtlgacuén para la produccion Hospital México y Hospital San 2006-2007
piel humana in vitro. Juan de Dios
Proyecto egtudiantil
Procesamiento de membrana | ».u. 10 Tecnolégico de Costa Rica 2007-actual

amnibtica para uso como aposito
biolégico”.

PREMIOS Y RECONOCIMIENTOS

Primer promedio décimo nivel. Colegio Cientifico Costarricense, Sede Regién Brunca, 2002.

Tercer promedio undécimo nivel. Colegio Cientifico Costarricense, Sede Regién Brunca, 2003.

Mejor Proyecto Cientifico de IV Ciclo, XVII Feria Cientifica Nacional de Ciencia y Tecnologia. UCR, MICIT,
MEP y CONICIT. 2003.

Bachillerato de Honor. Ministerio de Educacién Publica. 2003.

Beca de Excelencia Académica. Instituto Tecnolégico de Costa Rica. 2004-2007.

07 [03]0&
A A FECHA




CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

g‘“‘% Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
= Area de Bioética
' Subérea de Bioética en Investigacién
% Teléfono: (506)519-3044
vt www.cendeisss.sa.cr
CV-1 FORMATO DE CURRICULO VITAE ABREVIADO
DATOS PERSONALES

Nombre completo: Luis Arturo Cordero Soto

Nacionalidad: Costarricense

Cédula de identidad: 1-498-026

Cadigo profesional: 613

Lugar y fecha de nacimiento: San José, © ociubre 1958 _\
Centro de trabajo: Hospital San Juan de Dios
Teléfono del trabajo: 2257-6282 ext 3035
Teléfono celular: 8836-6090

Correo electronico: montura5@hotmail.com

EDUCACION

Titulos obtenidos: grado

Grado Institucioén y afio de graduacién
Lic en Microbiologia y Quimica Clinica UCR, 1983
Especialidad en Hematologia UCR, 1986
EXPERIENCIA LABORAL
Posicién Institucion Fechas
Microbiélogo 1. Lab Clinico HSJD 1983-1990
Jefe. Lab Hematologia HMex 1990-1995
Microbi6logo 3. Lab Hematologia HSJD 1995-actual

PUBLICACIONES

Articulos cientificos:
Mieoloma Miiltiple y Céluias en Espejo. Congreso Nacional de Microbiologia. 1984, Costa Rica
Sindrome de Sezary a propésito de un caso. Congreso Nacional de Microbiologia. 1984, Costa Rica

Eosinofilia en Ia tercera edad. Congreso Nacional de Microbiologia. 1984, Costa Rica

FIRMA FECHA




CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion

Teléfono: (506)519-3044
www.cendeisss.sa.cr

CV-1 FORMATO DE CURRICULO VITAE ABREVIADO

DATOS PERSONALES

Nombre completo: Berta Eugenia Valverde Rojas

Nacionalidad: Costarricense

Cédula de identidad: 1-490-386

Cdadigo profesional: 814

Lugar y fecha de nacimiento: San José, 14 de Setiembre, 1957

Centro de trabajo: Hospital Nacional de Nifios

Telefono del trabajo: 22224779

Teléfono celular; 8821-7620

Correo electronico: luismorab@yahoo.com

EDUCACION
Titulos obtenidos: grado
Grado Institucién y afio de graduacién
Lic en Microbiologia y Quimica Clinica UCR, 1884-1991
Especialidad de Hematologia UCR, 1991-1992
Master Scienciae en Hematologia UCR, 1995- actual

EXPERIENCIA EN INVESTIGACION

Investigaciones codirigidas: 4

Leucémia mielomonocitica cronica: una milodisplasia singular a propésito de un caso. Rev. costarric. cienc.
méd vol.18 no.4 San José Dec. 1997

Evaluacion de parametros plaquetarios en trombaocitosis pediatrica. Rev. costarric. cienc. méd v.20 n.3-4 San
José dic. 1999

EXPERIENCIA LABORAL

Posicién Institucién Fechas
Asistente de laboratorio en el
Departamento Analisis Clinicos HOR 1939-1080
Asistente laboratorio de
Investigacion en Hematologia HNN 19881995
Microbiéloga 3, Lab investigacion HNN 1995-actual
EXPERIENCIA ACADEMICA

Posiciéon Institucion Fechas
Profesora del curso de
Hematologia de Microbiologia UCR 1985-actual
Profesora de Maestria en
Hematologia UCR 1995-actual 5
PUBLICACIONES

Libros publicados: 3

Articulos cientificos: 14

FIRMA FECHA




APENDICE 7. FORMULARIO DE ENSAYO DE UFC, AT Y CD34
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FORMULARIO DE ENSAYOS UFC, ATy CD34

Caja Costarricense de Seguro Social ~ Instituto Tecnoldgico de Costa Rica

Hospital San Juan de Dios \\V\;}\, Centro de Investigacién en Biotecnologia

cosTARiCh

Laboratorio de Hematologia TEC Laboratorio de Ingenieria en Tejidos

Instrucciones:
1. Complete toda la informacién en letra imprentanséguina.
2. Utilice boligrafo de tinta azul o negra.
3. Utilice letra legible.
4.

Al terminar el formulario entregar el original a ddicina de la jefatura del Laboratorio de Inveatign en Hematologia de
Hospital San Juan de Dios y entregar una copiacargado del proyecto del ITCR.

DATOS DE LA MUESTRA

Cadigo asignado:

Tipo de donador: () Donador sano () Paciente

) Sangre de cordén umbilical pre-criopreseiaci

) Sangre de cordén umbilical post-criopresébrac

) Producto de leucoféresis de sangre perifgnieecrio.
) Producto de leucoféresis de sangre perif@ist-crio.
) Sangre periférica pre-crio.

) Sangre periférica post-crio.

) Médula 6sea no criopreservada.

Tipo de muestra:

~ A~~~ ~ ~

NUmero de leucocitos:

Fecha de obtencién de la muestra:

Responsable de la obtencién:

Cadigo profesional:

Fecha de criopreservacion:

Responsable de la criopreservacion:

Cadigo profesional:

TRASLADO DE LA MUESTRA

Fecha de recepcion:

Hora y lugar de recepcion:

Responsable de la entrega:

Hora y lugar de llegada:

Responsable del traslado:

() Hielera con hielo (muestras recién colectpdas

Especificaciones del traslado: . L .
() Tanque con nitrégeno liquido (muestras cesprvadas)

Incidentes ocurridos:

RESULTADOS DEL LOS ENSAYOS

Conteo con Azul de tripan:

Citometria para CD34:
Ensayo de UFC:
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APENDICE 8. PREPARACION DE MEDIOS
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PREPARACION DE MEDIOS

MethoCult GF H4434
Se dejo una botella de 100ml de MethoCult GF H4484434, StemCell

Technologies) en refrigeracién a 2-8°C duranteotzha. Cuando el medio se observé
totalmente descongelado, se mezclé vigorosamemté&-@ominutos y luego se dejé
reposar al menos 10 minutos para disipar las basbgeguidamente, utilizando una
jeringaluer lockde 3ml unida a una aguja de calibre 16 con extriemndo (#28110,
StemCell Technologies) se prepararon alicuotasndee® tubos coénicos de 15ml
(#21008-216, WWR) que se almacenaron a -20°C eomnigelador Fischer Scientific

(modelo Isotemp). Se registro el lote y la fechaelecimiento.

Fosfato buffer salino de Dulbecco sin Gy Mg?*
Se preparé DPBS disolviendo 200mg de KCI (#P54@gm&), 200mg de KHPO,

(#P5655, Sigma), 8000mg de NaCl (#S5886) y 1150em¢NgHPO (#S5136) por
cada litro de agua bidestilada estéril. Se ajuspélea 7.4+ 0.1 en un pHmetro WTW
(modelo InoLab pH730) y se esterilizd por filtrati@on un filtro Millipore de
0.22um (cat. YT30-142-HW).

Solucion salina isoténica tamponada con fosfato
Se prepardé PBS utilizando agua bidestilada estétiabletas de PBS (#P4417,

Sigma). El buffer se autoclavé a 121°C y 1,2 kg/charante 20 minutos en una

autoclave Tomin (modelo TM-3210) y se almacendwgeratura ambiente.

IMDM al 2%
Se preparé medio de Dulbecco modificado por Iscayg@lementado con 10% de

suero fetal bovino, para lo cual se utilizaron 2mISFB (#F4135, Sigma) por cada
100ml de IMDM (#12440-061, Invitrogen).

IMDM al 10%
Se preparé medio de Dulbecco modificado por Iscayg@lementado con 10% de

suero fetal bovino, para lo cual se utilizaron 1@ISFB (#F4135, Sigma) por cada
100ml de IMDM (#12440-061, Invitrogen).
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APENDICE 9. RECUENTO MANUAL CON AZUL DE TRIPAN
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RECUENTO MANUAL CON AZUL DE TRIPAN

Esta técnica consiste en hacer el recuento deasélah una dilucibn de muestra
anticoagulada, utilizando como liquido diluyentdusin fisiolégica o solucion salina
isotonica tamponada con fosfato (PBS). El recusatiealiza en la camara de Neubauer cuyo

esquema es el siguiente:

Hirih T
N ' I 1 mm

1 CORNER

SQUARE

Para el recuento se eligen los 4 cuadrantes destpsnas de un reticulo. Las lineas triples
sirven Unicamente como limites de cada cuadrao&gcqgntiene 16 cuadrados pequefios. La

superficie de este cuadrado es de fyta cAmara tiene una profundidad de 0,1 mm.

Con la dilucién indicada se carga la camara y satam las células mononucleadas de los 4
cuadrantes. La camara puede ser cargada con uar@apina micropipeta, evitando burbujas

y efectuando una carga uniformemente.

Los célculos para determinar el total de célulabless por ul y el porcentaje de viabilidad

son los siguientes:

Células viables/ul = promedio células viables poadrante x dilucién x 10

Porcentaje de viabilidad = células vivas + (célukasas + células muertas) x 100

110



El recuento manual de células tiene un error d&, H cual puede deberse a:

Errores de extraccién: dilucion o hemoconcentradmagulacion parcial. Hemdlisis.
Mala homogeneizacion por agitacion insuficientéadeangre.

Utilizacion de material mal calibrado, sucio o hame

Falta de suficiente agitacion de la sangre diluida.

Camara de Neubauer mal ajustada, sucia o mojada.

Llenado incompleto de la camara.

Empleo de cubreobjetos deformable, no rigido.

Células mal distribuidas en el fondo de la cAmara.

© ©® N o g b~ w DR

Errores del operador al realizar el recuento.
10. Errores al efectuar los calculos.
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APENDICE 10. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

PARA EL ENSAYO DE UFC
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EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE U FC

EQUIPOS

Producto Marca Modelo Especificaciones
Bafio de agua Cole-Parmer Polystat | Con control de temperatura
Camara de flujo laminar Telstar BIO-1I-AG | Certificada, Clase I
Pipeteador automético| Fisher Scientific | Standard
Centrifuga Fisher Scientific | AccuSpinl
Vortex Scientific Industries  6-560

Refrigerador de 2-8°C

Congelador de -20°C | Fischer Scientific | Isotemp

Hematocitometro Boeco BOE 14
Microscopio de luz Novex B-Range
Microscopioinvertido Hund Willover 30| Objetivos 2X, 4X y 10Xy filtro azu|
Incubadora de CO Barnstead Int 397 Control de Temp, COy humedad.
REACTIVOS

Producto Casa Comercig Catalogo # Importador Presentacion
MethoCulth GF H4434 StemCell H4434 Biotecnologialite 100ml
MethoCulth GF H4434 StemCell H4434 Biotecnologialite 24x3ml
Hlistopaque 1077 Hybri-Max Sigma H8889 Analyticastruments 500ml
IMDM 2% StemCell 7700 Biotecnologia médica 500ml
PBS Sigma P4417 Analytical Instruments 50 tabletas
Azul de tripan 0,4% Sigma T8154 Analytical Instrumse 100ml
MethoCulth GF StemcCell H4434 Biotecnologia médica  00rl

OTROS MATERIALES

Producto corCnaesriciaI Catalogo # Importador Presentacion
Placas de cultivo, 35mm StemcCell 2710¢ Biotecnalagédica| 10 uni/paq
Placas de cultivo, 100mm StemCell 27125 Biotecrialogédica| 10 uni/paq
Agujas extremo burdo StemCaelll 28110 Biotecnologéalica | 100 uni/paq
Tubos centrifugacion cénicos, 15mi WWR 21008-216 alftical Instruments 100 uni/paq
Placa de puntuacion cuadriculada StemCell 27.500 oteBmologia médica 5 uni/paq

113



APENDICE 11. FORMULARIO INF-|

PRESENTACION DE INFORMES (03/10/2008)
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollio Estratégico e Informacién Para uso administrativo
en Salud y Seguridad Social
rea de Bioética
Subérea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (506)519-3044
www.cendeisss.sa.cr

FORMULARIO INF-I

PRESENTACION DE INFORMES

Titulo del estudio: Estandarizacién del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de células
progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de corddén
umbilical y médula 6sea.

Nombre del investigador principal: Stephanie Alvarado Valverde

Numero de protocolo SABI / CLOBI: R0O8-SABI-00024

Fecha de expiracién de la recomendacion: 14/08/2009

2. Estado del estudio
X Activo (continua con la preparacion de medios, el procesamiento de muestras u otras actividades)
O Seguimiento (reclutamiento cerrado-participantes continuan recibiendo tratamiento del estudio,)
O Seguimiento (procesamiento terminado- seguimiento de participantes o analisis de datos continta )
O Concluido
[ Descontinuado

3. Namero de participantes (complete los 4 apartados)
50  Namero fotal de participantes en el estudio segun el protocolo
0 Numero de participantes enrolados desde el inicio del estudio
- Numero de participantes enrolados desde el tltimo informe de avance
50  Numero de participanies que se procesaran en e futuro

Ninguna muestra se ha procesado debido a que se trabaja en el Laboratorio de Citogenética del Hospital Nacional de Nifios.

4. Participantes que se han retirado del estudio (nimero y razones)
Ninguno

5. Resumen descriptivo de los eventos adversos (adjunte paginas separadas si aplica)
Ninguno

6. Resumen descriptivo de los resultados o beneficios (adjunte paginas separadas si aplica)

Se han realizado los siguientes procedimientos: 1) Descongelacion y dispensado del medio MethoCult, 2) Preparacion ¥
dispensado de DPBS, 3) Preparacién y dispensado de PBS, 4) Preparacion y dispensado del medio 2% IMDM, 5) Preparacion|
y dispensado del medio 10 %IMDM. Ademas, se han efectuado pruebas preliminares con estos medios para descartar
contaminacion y para adquirir practica en su manejo.

7. Cambios en el protocolo
0O Recomendado por el COIBI-CCSS o el CLOBI (especifique fechas desde la dltima revision)
X No recomendado adn (adjunte revisiones/enmiendas o cambios para la revisién del COIBI-CCSS o CLOBI).

8. Nueva informacién o riesgos no anticipados (adjunte paginas separadas, si aplica)
Ninguno

9. Adjuntos
[0 Documento de consentimiento informado
O Publicaciones o abstractos
00 Paginas agregadas (de continuacion de informacion)

O Reporte de estudios multicéntricos con informacién relevante
O Otros | [l
Fecha: 03 /10,08 Firma de! Investigador Principal; 2
FORMULARIO INF-1 NS
Revisado 01/03/2006 P
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APENDICE 12. FORMULARIO INF-I|

PRESENTACION DE INFORMES (05/01/2009)
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

0
g‘_ﬁ@'} Centro de Desarrolio Estratégico e Informacion il i e it
b en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)519-3044

www.cendeisss.sa.cr

FORMULARIO INF-II
PRESENTACION DE INFORMES

Titulo del estudio; Estandanizacion del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonlas de células
progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleadas de sangre periférica, sangre de corddn
umbilical y médula 6sea.

Nombre del investigador principal: Stephanie Alvarado Valverde

Niimero de protocolo SABI/ CLOBL: R08-SABI-00024

Fecha de expiracién de la recomendacion: 14/08/2009

2. Estado del estudio
X Activo (continua con la preparacién de medios, el procesamiento de muestras u otras actividades)
O Seguimiento (reclutamiento cerrado-participantes contindan recibiendo tratamiento del estudio,)
O Seguimiento (procesamiento terminado- seguimiento de participantes o andlisis de datos continda )
0O Concluido
0O Descontinuado

3. Numero de participantes (complete los 4 apartados)
50 Namere fofal de parficipantes en el esfudio segun e/ profocolo
16 Numero de participantes enrolados desde el inicio del estudio
16 Numero de participantes enrolados desde el ditimo informe de avance
3 Numero de participantes que se procesaran en el futuro

4. Participantes que se han retirado del estudio (nUmerc y razones)
Ninguno

5. Resumen descriptivo de los eventos adversos (adjunte paginas separadas si aplica)
No se efectud el conteo de UFC en las muestras MO-07, MO-08, MO-09, MO-10, MO-11, MO-12, MO-13, SP-01 y SP-02 pues
se desecharon al evidenciarse crecimiento microbiano (ver pagina 2 adjunta).

Se prepararon los medios necesarios y se procesaron 12 muestras de medula 6sea de pacientes, 2 muestras de sang
periférica movilizada criopreservada de pacientes, 1 muestra de sangre periférica de paciente y 1 muestra de sangre perifé

6. Resumen descriptivo de los resultados o beneficios (adjunte paginas separadas si aplica)
de donador sano (ver paginas 3 a 7 adjuntas).

7. Cambios en el protocolo
X Recomendado por el COIBI-CCSS: aprobado el 13/11/2008, en la sesién 020-11-2008 (Certificado #020-2008)
00 No recomendado adn

8. Nueva informacién o riesgos no anticipados (adjunte paginas separadas, si aplica)
Ninguno

9. Adjuntos
O Documento de consentimiento informade
O Publicaciones o abstractos
X Péginas agregadas (de continuacion de informacién)

[J Reporte de estudios multicéntricos con informacidn relevante

O Ctros A

Fecha: U5/ 01 04 Fimna del Investigador Principal: A
7 F

FORMULARIO INF-1
Revisado 01/03/2006 1



