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Resumen

Introduccion: Se requiere analizar diversos pardmetros para el control de calidad adecuado de las unidades de sangre de cordon
umbilical (USCU) cuando se utilizan con fines terapéuticos. Objetivo: Optimizar las unidades formadoras de colonias (UFC) de
cultivos clonogénicos y detectar el genoma del virus del papiloma humano (VPH) en USCU. Métodos: Se incluyeron 141 muestras
de sangre de corddn umbilical (SCU), de segmento y de UFC de cultivos clonogénicos de USCU. Se realizé extraccion de ADN,
cuantificacion y amplificacion por PCR del gen endégeno GAPDH. Se detectd el gen L1 del VPH con los oligonucledtidos MY09/
MY11y GP5/GP6+, los productos de PCR se migraron en electroforesis de agarosa. EI ADN purificado de las UFC se analizo
mediante electroforesis de agarosa y algunos ADN, con la técnica sequence specific priming. Resultados: La concentracion de
ADN extraido de UFC fue superior comparada con la de SCU (p = 0.0041) y la de segmento (p < 0.0001); asi como la de SCU
comparada con la de segmento (p < 0.0001). Todas las muestras fueron positivas para la amplificacion de GAPDH y negativas
para MY09/MY11 y GP5/GP6+. Conclusiones: Las USCU criopreservadas fueron VPH netativas; ademas, es factible obtener
ADN en altas concentraciones y con alta pureza a partir de UFC de los cultivos clonogénicos.

Virus del papiloma humano. Cultivos clonogénicos. Unidades formadoras de colonias. Unidades de
sangre de corddn umbilical. ADN.

Colony-forming units optimization and human papillomavirus detection in umbilical
cord blood

Abstract

Introduction: Analysis of several markers is required for adequate quality control in umbilical cord blood units (UCBU) when
are used for therapeutic purposes. Objective: To optimize colony-forming units (CFU) from clonogenic cultures and to detect
the human papillomavirus (HPV) genome in UCBU. Methods: One hundred and forty-one umbilical cord blood (UCB), segment
or CFU samples from UCBU clonogenic cultures were included. DNA extraction, quantification and endogenous GAPDH gene
PCR amplification were carried out. Subsequently, HPV L1 gene was detected using the MY09/MY11 and GP5/GP6+ oligo-
nucleotides. PCR products were analyzed with electrophoresis in agarose gel. CFU-extracted purified DNA was analyzed by
electrophoresis in agarose gel, as well as some DNAs, using the SSP technique. Results: CFU-extracted DNA concentration
was higher in comparison with that of UCB (p = 0.0041) and that of the segment (p < 0.0001), as well as that of UCB in
comparison with that of the segment (p < 0.0001). All samples were positive for GAPDH amplification and negative for MY09/
MY11 and GP5/GP6+. Conclusions: Cryopreserved UCBUs were HPV-negative. Obtaining CFU DNA from clonogenic cultu-
res with high concentrations and purity is feasible.

Human papillomavirus. Clonogenic cultures. Colony-forming units. Umbilical cord blood units. DNA.
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|ntroducci6n

La sangre de corddn umbilical (SCU) es una fuente
de células progenitoras hematopoyéticas que se uti-
lizan como tratamiento de enfermedades oncoldgicas
y no oncoldgicas; estas células se caracterizan por
ser pluripotentes y autorrenovables.'?

La Fundacidn Internacional NetCord y la Fundacién
para la Acreditacién de la Terapia Celular (FACT)
establecen procedimientos estandarizados para la
terapia celular y los bancos de SCU. Las unidades de
sangre de corddn umbilical (USCU) deben cubrir los
siguientes criterios en las respectivas fases de
evaluacion:

— Antes de la criopreservacion: = 5.0 x 108 células
nucleares totales, = 85 % de viabilidad celular,
> 1.25 x 108 células CD34+, = 85 % células
CD34+ viables, tipificacién de HLA (human leu-
kocyte antigens), identificacién de grupo sangui-
neo y factor Rh, cultivos microbioldgicos negati-
vos a bacterias aerobias, anaerobias y hongos.

— Posterior a la criopreservacion y antes de la li-
beracion para trasplante (segmentos): = 70 %
células CD34+ viables, = 40 % células CD45+
viables, crecimiento de UFC como control pre-
trasplante de pluripotencia de las células proge-
nitoras, verificaciéon de HLA.®

Adicionalmente se realiza tamizaje de VIH1, VIH2,
VHB, VHC, citomegalovirus, Treponema pallidum (sifi-
lis) y Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas)
como control de calidad. Es posible realizar tamizaje
de otros agentes infecciosos transmisibles segun la
historia del donador, caracteristicas de las células
donadas o region geografica donde habita el
donador.®

El virus del papiloma humano (VPH) es un agente
infeccioso que puede transmitirse verticalmente
(madre-hijo); el término “transmision transplacentaria”
suele utilizarse cuando la madre y el recién nacido
presentan el mismo genotipo del VPH. A la fecha, se
desconoce el mecanismo de transmision del VPH
entre la madre y el recien nacido;*” sin embargo, el
ADN del VPH se ha identificado en SCU, placenta,
fluido amniético y mucosa oral al momento del naci-
miento.>8 Especificamente, en SCU la frecuencia del
VPH es de 2.2 a 6.1 % y en placenta, 4.0 a 4.2 %;
los genotipos de alto riesgo VPH16, VPH18, VPH39,
VPH52 y VPH83 son los méas frecuentes y los geno-
tipos de bajo riesgo VPH6 y VPH11 en poblacién de
Finlandia y Brasil.>5° Ademas, en los recién nacidos

positivos a la presencia del genoma del VPH, espe-
cificamente en SCU o placenta, se incrementa el
riesgo de infeccion persistente del VPH en mucosa
Oral. 6,10,11

De acuerdo con las evidencias mencionadas, el
VPH se ha detectado en SCU o en placenta; por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue optimizar
la muestra bioldgica de las unidades formadoras de
colonicas (UFC) de los cultivos clonogénicos para
extraer ADN y generar un biobanco de ADN que per-
mita resolver ambigliedades de HLA o implementar
el andlisis de otros biomarcadores, asi como detectar
el genoma del VPH en las USCU del biobanco del
Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea.

Métodos

Se incluyeron 141 muestras bioldgicas del bio-
banco del Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea: 90 muestras fueron de SCU, que se uti-
lizan en la tipificaciéon del HLA antes de criopreser-
var las USCU; 41 se trataba de segmentos de USCU
criopreservados para verificar el HLA y 10 fueron de
UFC de cultivos clonogénicos, como control de plu-
ripotencia. Cada USCU contiene una bolsa de 25 mL
y tres segmentos de 50 a 200 uL cada uno, los cua-
les se utilizan para control pretrasplante (cuantifica-
cion de células, verificacion de HLA y cultivos
clonogénicos). Los criterios de inclusion fueron dis-
poner del consentimiento informado de la madre,
historia familiar negativa de enfermedades heredita-
rias y transmisibles, = 34 semanas de gestacion y
enfermedades congénitas negativas. Los criterios de
control de calidad fueron los siguientes: volumen de
SCU = 74 mL, cuantificaciéon de glébulos blancos
totales = 8 x 108, cuantificacion de células CD34+
> 2.0 x 108, cultivos microbioldgicos negativos y
serologia no reactiva a VIH, VHB, VHC, Treponema
pallidum, Trypanosoma cruzi, citomegalovirus o
toxoplasma.

Los cultivos clonogénicos se realizan rutinaria-
mente en el Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea cuando se reservan USCU para tras-
plante; el protocolo ha sido reportado previamente."?
Las UFC se aislaron de 10 cultivos clonogénicos de
USCU, de acuerdo con el protocolo descrito por
StemCell Technologies Inc.”

La extracciéon de ADN de las muestras de SCU,
segmentos de USCU y UFC se realiz6 con el kit
QlAamp DNA Blood Mini® (Qiagen, California,
Estados Unidos), de acuerdo con las especificaciones
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Secuencias de oligonucledtidos

GAPDH F 5-ACC ACAGTC
CAT GCC ATC
AC-3

5-TCC ACC ACC
CTGTIG CTG

TA-3°

57°C 450 pb

GAPDH R

MY09 5- CGT CCM ARR
GCAWAC TGA
TC-3

5- GCM CAG
GGW CAT AAY

AAT GG -3

57°C 450 pb

MY 11

GP5+ 5°-TTT GTT ACT
GTG GTA GAT
ACT AC-3’
5-GAA AAA TAA
ACT GTA AAT CAT

ATT C-3°

40°C 150 pb

GP6+

del proveedor. Los ADN se cuantificaron y almacena-
ron a —70 °C hasta su uso. Se evalu¢ la integridad del
ADN extraido de las UFC en gel de agarosa a 1 %.
Se utilizé el ADN de tres muestras de UFC para la
tipificacion del HLA con el kit Micro SSP™ Allele
Specific HLA Class | (HLA-A , HLA-B) and Class |
(HLA-DRB1, HLA-DQB1) (One Lamda, California,
Estados Unidos), de acuerdo con las especificaciones
del proveedor.

La detecciéon del genoma del VPH se realizé con
500 ng de ADN gendmico de las muestras de SCU,
segmentos de USCU o UFC, utilizando los oligonu-
cléotidos MY09/MY 11 y GP5+/GP6+'® (Tabla 1). El
ADN de las lineas celulares Hela (VPH18) y SiHa
(VPH16) fue utilizado como control positivo. Un frag-
mento del gen GAPDH se amplificd con 100 ng de
ADN de todas las muestras, como control de calidad
del ADN extraido (Tabla 1). Ademas, como control
negativo en cada PCR (polymerase chan reaction) se
incluyé una reaccion sin ADN. Los productos de PCR
se analizaron en gel de agarosa a 2 %.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa
GraphPad Prix version 7 (GraphPad Software,
California, Estados Unido). Se comparé la concen-
tracion de ADN y la absorbancia 260/280 de las
diferentes muestras bioldgicas con la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney; los resultados se
presentan como media con desviacion estandar. Los
valores de p < 0.05 fueron estadisticamente
significativos.

Caracteristicas de las unidades de sangre de cordon
umbilical

Tipo de muestra

SCuU 63.83
Segmento 29.08
UFC 7.09
Edad de la madre (afios)
<20 11.34
21-30 48.23
31-40 40.43
Volumen de la USCU (mL)
<90 24.82
>90-110 31.91
> 110-130 30.50
> 130 12.77
Recuperacion (%)
60-70 29.09
> 70-80 26.24
> 80-90 31.91
> 90 12.76
Glébulos blancos totales x 108, medicion inicial
8.0-10.0 19.86
>10.0-12.0 19.15
>12.0-14.0 20.57
> 14.0-16.0 17.02
> 16.0-18.0 7.80
>18.0 15.60
Células CD34+ x 10¢ final
2.0-3.0 41.84
>3.0-4.0 25.53
>4.0-5.0 10.64
>50 21.99
Grupo sanguineo
A 29.08
B 4.26
AB 0.70
0 65.96
Factor RH
Positivo 97.87
Negativo 213

SCU = sangre de cordén umbilical, USCU = unidades de sangre de cordén umbilical,
UFC = unidades formadoras de colonias.

Resultados

Las caracteristicas de las USCU incluidas en el
estudio se describen en la Tabla 2. El rango del por-
centaje de gldébulos blancos totales fue de 60 a
> 90 %, mientras que el rango inicial de glébulos
blancos totales fue de 8.0 a > 18.0 x 10%y el rango
final de células CD34+ fue de 2.0 a > 5.0 x 10°; estos
parametros cumplen los criterios establecidos por
NetCord-FACT para que las USCU se utilicen con
fines terapéuticos (Tabla 2).
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Imagenes representativas de UFC de cultivos clonogénicos.
A) UFC de cultivos clonogénicos. BFU-E, burst-forming-unit-erythroid;
CFU-GM, colony-formed-unit-granulocyte-macrophage; CFU-GEMM,
granulocyte-erythrocyte-monocyte-megakaryocyte. B) Electroforesis
de ADN extraido de UFC en gel de agarosa a 1 %. C) Tipificacion de
HLA de una muestra de ADN de UFC mediante la técnica sequen-
ce-specific priming. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
panel superior izquierdo, control de reaccion sin ADN; carriles 2 a 9,
reacciones con ADN de UFC (banda superior control interno, bandas
inferiores alelos de HLA especificos de cada muestra). Los alelos
detectados se muestran en recuadro y se interpretan conforme a su
tamafio. UFC = unidades formadoras de colonias.

Para optimizar las USCU criopreservadas en el bio-
banco, se realizé la extraccién de ADN de UFC obte-
nidas de cultivos clonogénicos (Figura 1A). La
Figura 1B es una imagen representativa de un gel de
agarosa con muestras de ADN purificado de las UFC;
en la parte superior de cada carril se aprecia una
banda que permite confirmar la integridad del ADN sin
degradacion. En la Figura 1C se muestra la tipificacion
de HLA mediante técnica sequence specific priming

(SSP); se utiliz6 como templado ADN purificado de
una muestra de UFC; la banda superior corresponde
a la amplificaciéon del gen enddégeno B-globina, que
confirma la integridad de la reaccion; las bandas infe-
riores corresponden a la amplificacion de los alelos
especificos de HLA de la muestra. Los resultados con-
firman la tipificacion de HLA de las tres muestras de
ADN seleccionadas de las UFC, debido a que las
USCU ya se habian tipificado con SCU antes de su
criopreservacion o del segmento descongelado, obte-
niendo los mismos resultados de HLA. Los resultados
muestran las potenciales aplicaciones del uso de las
UFC para obtener ADN, ARN o proteinas para realizar
pruebas adicionales.

Para la deteccion del VPH a través de PCR se
realiz6 extraccion de ADN. En la Figura 2A se observa
la distribucion de todas las muestras incluidas en el
estudio respecto a la concentracion total de ADN en
un rango de 1.51 a 96.2 ug y la relaciéon de absor-
bancia 260/280 en un rango de 1.40 a 2.05.
Posteriormente, se compard la concentracion de ADN
total en los diferentes tipos de muestras bioldgicas;
la media en SCU fue de 25.81 ug, estadisticamente
significativa en comparacion con la media en seg-
mento, que fue de 11.19 ug (p < 0.0001). La media
en UFC fue de 36.56 ug, estadisticamente significa-
tiva en comparacion con la media en SCU (p = 0.0041)
y la media en segmento (p < 0.0001) (Figura 2B). Sin
embargo, cuando se compard la absorbancia 260/280
de los diferentes tipos de muestras no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas
(Figura 2C).

Una vez cuantificadas las muestras de ADN (en
SCU, segmento y UFC) se realizd la deteccion del
genoma del VPH en todas las muestras. La deteccion
se realiz6 a través de la amplificacién por PCR de un
fragmento de 450 pb del gen L1 del VPH con los oli-
gonucledtidos MY09/MY11 (Figura 3A) y un fragmento
de 150 pb del mismo gen con los oligonucledtidos
GP5+/GP6+ (Figura 3B); no detectamos ninguna
muestra VPH positiva con ninguno de los oligonucled-
tidos utilizados. Ademas, para verificar la integridad del
ADN se amplificd un fragmento de 450 pb del gen
GAPDH como control enddgeno, con el que se observo
amplificacién de todas las muestras de ADN incluidas
en el estudio (Figura 2C).

Discusion

Las USCU criopreservadas en el biobanco del
Centro Nacional de la Transfusiéon Sanguinea fueron
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ADN purificado de SCU, segmento y UFC. A) Distribucion
de las muestras de ADN purificado. B) Concentracion de ADN total.
C) Relacion de absorbancia 260/280. Los resultados se graficaron
en medias y desviacion estandar. SCU = sangre de cordon umbilical,
UFC = unidades formadoras de colonias.

VPH negativas, parametro de control de calidad adi-
cional para que las USCU sean trasplantadas. La
optimizacion de las UFC de cultivos clonogénicos
permitird generar un biobanco de ADN con pureza y
concentracion adecuada para resolver ambigiedades
de HLA o implementar el analisis de otros
biomarcadores.

En el presente estudio incluimos muestras de ADN
purificado de UFC de cultivos clonogénicos. Aun
cuando existe un protocolo de StemCell Technologies
Inc. para extraer acidos nucleicos, no hay evidencia
respecto a su uso en técnicas de biologia molecular
para diagnostico in vitro. Observamos una media de
concentracion de ADN mayor en este tipo de muestra
respecto a la concentracion de ADN extraida de SCU
antes de su criopreservacion o del segmento

A 1

2 3 4 5 6 7 8

800 pb

350 pb

B] 1 2 3 4 5 6 7 8

150 pb
100 pb

C] 1 2 3 4 5 6 7 8

800 pb

350 pb

Imdgenes representativas de la deteccion del VPH en las
USCU. A) PCR del gen L1 con los oligonucledtidos MY09/MY11, que
amplifican un fragmento de 450 pb. B) PCR del gen L1 con los oligonu-
cledtidos GP5+/GP6+, que amplifican un fragmento de 150 pb. C) PCR
del gen GAPDH, que amplifica un fragmento de 450 pb. Carril 1, marca-
dor de peso molecular; carril 2, control negativo sin ADN; carril 3, ADN de
linea celular HeL a; carril 4, ADN de linea celular SiHa; carril 5-8, muestras
de ADN de las USCU. VPH = virus del papiloma humano, USCU = uni-
dad de sangre de cordon umbilical, PCR = polymerase chain reaction.

descongelado. Es necesario mencionar que la con-
centracion del ADN depende del nimero de UFC y
del tamafio de estas en los cultivos clonogénicos; sin
embargo, cuando se realizd una correlacion entre la
concentracion de ADN y el nimero de UFC total no
se encontrd una correlacién positiva (datos no mos-
trados), debido a que también influye el tamafio de
las UFC.

En las muestras de segmentos descongelados de
SCU se obtuvo una media menor de concentracion
de ADN, resultado esperado debido a que cada seg-
mento de SCU contiene un volumen de 50 a 200 pL;
ademas, los segmentos estuvieron criopreservados
por meses 0 afos, lo cual, como es conocido en los
procesos de criopreservacion y descongelacion,
afecta la viabilidad celular y la funcién de las células
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progenitoras hematopoyéticas.'®'® Se ha reportado
que el tiempo de almacenamiento de las muestras
puede afectar la concentracion y pureza del ADN
debido al proceso de degradacién natural de los aci-
dos nucleicos.'®?!

Otra variable importante del ADN es la pureza.
Obtuvimos una relacion 260/280 en un rango de 1.64
a 2.05, sin diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos analizados. Entre las espe-
cificaciones para la tipificacion de HLA mediante las
técnicas SSP y sequence-specific oligonucleotide se
requiere una relacion de absorbancia de 1.65 a 1.80,
la cual se cumple con los valores de pureza obtenidos.
Ademas, la relaciéon éptima del ADN cuantificado en
las longitudes 260/280 debe ser mayor de 1.80; una
relacion > 2.1 indica presencia de ARN en la muestra
y una relacion < 1.60 indica presencia de proteinas o
contaminantes.?

Respecto a la deteccion del genoma del VPH no
encontramos ninguna USCU positiva, lo cual repre-
senta un control de calidad adicional en la deteccién
de un agente infeccioso para que estas unidades sean
trasplantadas. Una desventaja del estudio fue el
tamafo de la muestra (n = 141), debido a que el VPH
se ha observado en SCU con una frecuencia de 2.2 a
6.1 %,>%9 por lo tanto, seria conveniente incrementar
el tamafio de la muestra. Entre los genotipos del VPH
frecuentemente identificados en SCU se encuentran
los VPH de alto riesgo que se asocian con alteracion
de la respuesta inmune, lesiones premalignas y can-
cer.5891011 Por |o tanto es pertinente analizar la presen-
cia del VPH en una muestra de mayor tamafo de
USCU.

En conclusién, las USCU analizadas fueron VPH
negativas; ademas, la extraccion de ADN de UFC de
cultivos clonogénicos permitira generar un biobanco
de ADN para implementar en el futuro otros biomar-
cadores, resolver ambigiedades de HLA o implemen-
tar protocolos de investigacion.
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