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Introduccién. Las células hematopoyéticas (CH) de sangre de cordén umbilical
humano (SCUH) se han convertido en una alternativa potencial parala reconstitucion
hematopoyética en pacientes inmunosuprimidos y con enfermedades congénitas
hematopoyéticas. La cantidad de CH presentes en un cordén umbilical es muy
reducida por lo que es necesario expandirlasin vitro para obtener células suficientes
para ser usadas en transplantes de individuos adultos. Un pardmetro importante para
el disefio y operacion de bioreactores para la expansion de CH de SCUH es la
velocidad de consumo ce O, (VCO). Este pardmetro permite inferir el estado de
proliferacion, de diferenciacion y de actividad fisiolégica de los cultivos, y es
necesario paradisefiar laéptimatransferenciade O al cultivo.

En este trabajo se disefid un respirémetro y se empled para determinar la VCO en
cultivos de CH de SCUH.

Metodologia. Se redizaron multiples cultivos paralelos en cajas Petri a
condiciones estéticas, usando un inéculo de 2 x 10° células mononucleares (MN)/ml.
Las células se sembraron en medio IMDM suplementado con SFB y citocinas
recombinantes. Para las determinaciones de VCO, se disefi6 un respirometro cuyo
principio de operacion se basa en el método dinémico. Se detectaron los progenitores
hematopoyéticos (ProH) mediante ensayos clonogénicos en metilcelulosa (MC)(2).

Resultados y Discusion. En la Fig 1 se muestran los perfiles tipicos de la
respuesta del respirémetro. De la pendiente de la gréfica de O, disuelto (OD) contra
tiempo fue posible calcular la VCO usando los datos obtenidos entre 0.5 h a 1.0 h.
Estas determinaciones se realizaron en distintos tiempos de cultivo paralas diferentes
muestras de SCUH cultivadas.
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Figura 1. Respuesta tipica del OD contra tiempo medida en € respirémetro
disefiado

A partir de estos datos, se calcul 6 |a velocidad especifica de consumo de O (qO.) para
las muestras. El intervalo de los qO; calculados durante la fase exponencial fue de
1.46 x 10™ a 2.96 x 10> mmolesO,/célh. Ademés, se observé una relacién directa
entre la concentracion de unidades formadoras de colonias (UFC) de ProH totales y
losregistros de VCO (Fig 2), lo cual essimilar alo reportado por otros autores (1, 2).
Es importante destacar, que la méaxima VCO detectada no corresponde a la méxima
concentracion de células MN (Fig 3), lo cual confirmalarelacién entre ProH totalesy
qO,. Esta observacién puede ser una herramienta potencial para detectar ProH en
pocas horas en contraste con 14 dias necesarios mediante |a técnica convencional en
MC.
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Figura 2. Variacion de la VCO en funcién de la concentracion de UFC de ProH
totales. M-1 a M-7: diferentes muestras
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Figura 3. Variacion tipica de la concentracion de células MN y la VCO con
respecto al tiempo

Conclusiones. El respirémetro disefiado permitié cuantificar fuerade lineael qO. de
CH de SCUH. Se demostr6 que la VCO puede ser una variable de gran potencial, ya
que indica estados de diferenciacion de las CH de SCUH, |os cuales son un pardmetro
deimportanciaclinica
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