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Objetivo del estudio

Evaluar la seguridad y factibilidad de las infusiones de células autdlogas de la
sangre del corddn umbilical, de volumen reducido, en dosis fraccionadas, en recién
nacidos con encefalopatia hipoxica isquémica.

Disefio del estudio: estudio clinico preliminar de disefio abierto. El trasplante autélogo
de células madre serda desenmascarado.

Tamaiio de la muestra: 12 recién nacidos.

Criterios de aptitud: las madres tienen que haber prestado su consentimiento para la
recoleccion de sangre del CU (cordon umbilical) en el momento del nacimiento y la
sangre del CU debe estar disponible para la extraccion de células madre. Los recién
nacidos aptos son los que tienen >36 semanas de gestacion con un pH < 7,0 (cordén o
neonatal precoz) o déficit basal <16 mEq/L 6 antecedentes de un episodio perinatal
agudo y un Apgar de 10 minutos <5, o una necesidad permanente de ventilacion. Todos
los bebés deben presentar signos de encefalopatia hipoxico isquémica (EHI) dentro de
las primeras 6 horas del nacimiento. Para demostrar la viabilidad y comenzar a evaluar
la seguridad, planificamos reclutar a 12 recién nacidos. Toda la sangre del CU utilizada
en el estudio debe aprobar los controles de calidad del Banco Nacional de Sangre del
Cordon Umbilical del Hospital Garrahan antes de usarse en el estudio.

Participacion en el estudio: las células madre autdlogas de la sangre del CU serdn
recolectadas durante la tercera etapa del parto o inmediatamente después del
alumbramiento de la placenta de los recién nacidos cuyas madres ya han prestado
consentimiento informado escrito, o, en ausencia del consentimiento informado
otorgado por escrito, consentimiento verbal para la recoleccion de sangre del CU. La
sangre del CU sera de volumen reducido y se fraccionara en un minimo de cuatro partes
siguiendo los procedimientos operativos estandares aceptados provistos por el Banco de
Sangre de CU. Se refrigerard un maximo de cuatro porciones para este protocolo, y
todas las porciones restantes seran congeladas. Para los bebés que retinan los criterios de
ingreso al estudio, la primera dosis de células sera infundida en forma intravenosa lo
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antes posible, con un tiempo meta que estd dentro de las 72 horas post nacimiento,
utilizando los procedimientos operativos estandares del Banco de Sangre del CU Htal.
Garrahan. La segunda dosis de células se administrard a las 24 horas de la primera
dosis, y asi sucesivamente para la tercera y cuarta dosis. La administracion de todas las
dosis de células dentro de las primeras 72 horas del nacimiento evitara la necesidad de
congelar y después descongelar las células de la sangre del CU para este estudio. Si se
dispone de <4 porciones de células, se administraran la dosis inicial y las subsiguientes
(por ejemplo, si hay dos porciones: se administrard la inicial y la siguiente a las 24hs.).
Si la primera dosis se administra entre las 12 y las 24 horas después del nacimiento,
entonces s6lo se daran 3 dosis, y la segunda serd a las 48 horas del nacimiento. Se
controlard la toxicidad de las infusiones y la incidencia de infeccion que puedan
asociarse al producto que se utiliza en la terapia celular. Como parte de los cuidados de
rutina a los recién nacidos con EHI, se realizaran RM (resonancia magnética) en todos
para evaluar la neuropatologia entre 1 y 4, en forma ideal entre 1 y 2 semanas después
del nacimiento, ya que las imagenes en este momento han podido predecir con exactitud
un posterior deterioro (Biagioni 2001, Baumgart 2001). También se recolectard la
informacion de los escaneos de RM repetidas que se realizan con posterioridad por
indicaciones clinicas. Para el estudio, se hard otra RM a los 4 -6 meses post nacimiento
para evaluar el desarrollo cerebral desde el dafio inicial. Durante esta RM y la que fue
inicialmente indicada, se incluird un tiempo adicional de RM de 5 -10 minutos de para
permitir recolectar nuevos datos para categorizar el dafio de sustancia blanca. Los recién
nacidos con EHI reciben un seguimiento de rutina para evaluar las consecuencias
neurologicas a los 4 - 6 y 9 - 12 meses en el Consultorio de Recién Nacidos de Alto
Riesgo de la Maternidad Sardd. Para este estudio se realizaran pruebas mas profundas
en estos periodos, y se agregard un estudio adicional inmediatamente antes del alta y al
mes de ella.

Se controlard la condicion cardiorrespiratoria, renal, metabdlica y hematologica
y la temperatura de la piel abdominal y esofagica durante las 72 horas del enfriamiento,
junto con la administracion de células como practica de rutina.

Criterios de valoracion: los principales criterios de valoracion de este estudio son la
seguridad y factibilidad de la administracion de células autdlogas de la sangre del CU a
recién nacidos con encefalopatia hipoxica isquémica. Las complicaciones de la infusion
de sangre del CU podrian incluir infeccion, exceso de volumen, hipertension, reacciones
alérgicas o anafilacticas, hiperviscosidad o edema pulmonar, y serdn controladas
durante y después de la infusion. Los indices de episodios adversos que suceden en esta
poblacion de alto riesgo en este estudio clinico preliminar se compararan entre los
receptores de células madre de la sangre del CU y los controles historicos de los
estudios de hipotermia (Shankaran 2005). La viabilidad de la infusién de células madre
de la sangre del CU se controlara y describira para la coordinacion de procedimientos
para recolectar, preparar y administrar las células madre de sangre del CU.

Los criterios de valoracion secundarios de este estudio clinico preliminar
incluiran la eficacia inicial medida por la funciéon del desarrollo neuronal a los 4 -6



meses y 9 -12 meses de edad, frecuencia de trastornos convulsivos o epilépticos,
ceguera y nivel de discapacidad neuroldgica general. Ademads, se recolectardn los
resultados de las imagenes neuroldgicas y se compararan con los resultados disponibles
provenientes de ensayos anteriores en este grupo.

Calculo del tamafio de la muestra: el tamafio de esta muestra es estandar para la fase I
del ensayo de seguridad y factibilidad. No se extraerdn conclusiones acerca de la
eficacia de este ensayo, debido al tamafio extremadamente pequefio de la muestra y la
falta de un grupo comparativo concurrente.

Resumen

Este estudio analizara si la recoleccion, preparacion e infusion de hasta cuatro
dosis de células madre autdlogas de la sangre del CU en las primeras 72 horas después
del nacimiento a recién nacidos con encefalopatia hipdxico-isquémica es factible y
segura, 0 no.

Si la Fase I de este estudio es exitosa, seguiremos evaluando la seguridad y
eficacia inicial de un estudio aleatorizado mas grande Fase II, en el que la mitad de los
sujetos inscriptos reciben placebo y la mitad recibe células madre de la sangre del CU.

A. EXPOSICION DEL PROBLEMA

El dafio hipoxico-isquémico permanece como una causa importante del dafio
cerebral adquirido en forma perinatal en recién nacidos a término. La incidencia de
muerte o dafio neurologico grave después del dafio cerebral hipoxico-isquémico a partir
de la asfixia perinatal aguda es de 0,5 a 3 cada 1000 nacimientos con vida en los paises
desarrollados (Finer 1981, Levene 1985, Thornberg 1995, Graham 2008). En los paises
en desarrollo, la asfixia perinatal parece ser mas comun (al-Alfry 1990, Airede 1991,
Boo 1991, Kinnoti 1993, Singh 1991). Por lo tanto, es probable que el dafio cerebral
hipéxico-isquémico perinatal produzca una gran carga de discapacidad en todo el
mundo (Evans and Levene 1998).

La presencia de encefalopatia neonatal es un fuerte indicio de mortalidad y de
consecuencias a largo plazo después del dafio cerebral perinatal (Volpe 1994). Si se
presenta encefalopatia moderada, el riesgo de muerte es de 6% y hasta el 30% de los
sobrevivientes tienen discapacidades fisicas en la infancia. Si se presenta encefalopatia
grave, la mortalidad es alta (hasta 60%) y muchos, sino todos los que sobreviven
(100%) quedan minusvalidos (Low 1985, Robertson 1997, Shankaran 1991, Dixon
2002).

Teniendo en cuenta que hay 700.000 nacimientos por afio en la Argentina, los
episodios que ocurren durante el parto estarian etioldgicamente relacionados con
aproximadamente 250 casos de pardlisis cerebral en recién nacidos a término
anualmente (Perlman 1997). Las consecuencias devastadoras y duraderas del dafio
cerebral hipoxico-isquémico perinatal se acentiian con la impotencia frustrante de la



mayoria de las opciones terapéuticas (du Plessis 1998). Las terapias de rescate basadas
en mecanismos en modelos de animales se han traducido en ensayos clinicos. La
hipotermia moderada inducida parece ser la terapia neuroprotectora mas prometedora
que ha surgido de los estudios tanto en animales como en adultos con dafio cerebral.
Dos estudios de hipotermia moderada sugieren enfaticamente la eficacia de la
hipotermia para recién nacidos con asfixia (Shankaran 2005, Gluckman 2005); sin
embargo, en ambos estudios, la incidencia de muerte o encefalopatia moderada a grave
desafortunadamente permanece mayor al 40%, con lo cual se necesitan terapias
complementarias.

Se ha demostrado que la infusion de células madre de la sangre del CU
inmediatamente después del nacimiento mejora los resultados clinicos y amplia la
ventana terapéutica en modelos de animales con asfixia y ACV (accidente
cerebrovascular). Se han establecido las técnicas para el cultivo, preparacion,
criopreservacion, almacenamiento y administracién y que se utilizan en las practicas
clinicas de rutina en el trasplante de células hematopoyéticas en humanos (Kurtzberg,
Transfusion 2005). La infusion intravenosa de células madre autdlogas de sangre del
CU de volumen reducido a recién nacidos conlleva un riesgo minimo (Sun 2010,
Young-Ho Lee 2012). También se comprobd que la previa recoleccion de globulos
rojos a recién nacidos es segura (Bifano1994, Brune 2002). La principal limitacion de la
infusion de células nucleadas autdlogas de la sangre del CU es el volumen. Las técnicas
estandares para la reduccion de volumen mediante la disminucidén de globulos rojos y
plasma se pueden aplicar para crear un producto celular de la sangre del CU que
contenga una cantidad potencialmente beneficiosa de células en un volumen que sea
seguro para el paciente recién nacido (por ejemplo, <10 cc/kg). La experiencia clinica
en >5000 nifios, >3000 adultos y lo mas importante, >20 recién nacidos con trasplante
de sangre del CU humano ha demostrado que se puede preparar una dosis determinada
de células para infundir <2 horas después de su recoleccion e infundirla en recién
nacidos en forma segura (Staba 2005, Escolar 2005). A partir de este trabajo, la
infusiéon de 30 - 200 millones de células/kg como dosis unica ha sido tolerada sin
problemas y se pueden hacer célculos de una dosis celular razonable para este ensayo.

El objetivo primordial de este estudio y estudios subsiguientes es probar la
hipotesis central que la infusion de células autdlogas de la sangre del CU
inmediatamente después del dafio hipoxico al SNC minimizara el dafio neurologico y
resultard en un mejor desenlace clinico cuando se utiliza junto con hipotermia
moderada, y cuando se utiliza en recién nacidos en los que la hipotermia no es factible.
El protocolo del estudio preliminar propuesto evaluard la factibilidad, seguridad y
eficacia preliminar de este enfoque.

B.ANTECEDENTES
Mecanismos del dafio después de la asfixia aguda

Se han revisado recientemente los mecanismos del dafio después de la asfixia
aguda y las potenciales estrategias para la proteccion neuronal (du Plessis and Johnston

4



1997, Gluckman 1996, Williams 1997). Un episodio de asfixia aguda grave puede
disparar una cascada de eventos que conduzcan a una deficiencia en la energia celular,
dafio celular y muerte. El dafio celular se ha descripto como “primario” y “secundario”.
El dafo primario resulta del traumatismo de asfixia inicial, en tanto el secundario
sucede después de un periodo latente (posiblemente 6 - 15 horas después) durante la
recuperacion del traumatismo. Si la primera lesion es grave, algunas células no se
recuperan y el dafio es irreversible. Si es menos grave, puede haber recuperacion parcial
con una posterior muerte celular. La cascada de procesos que conducen al dafo
secundario no queda claro, pero los mecanismos bioquimicos que siguen han
demostrado: (a) la acumulacion de lactato y piruvato, (b) acumulacion de aminoécidos
excitatorios (AA) debido a la excesiva produccion y menor recaptacion de
neurotransmisores, (c¢) liberacion de 6xido nitrico sintasa (NOS), (d) produccion de
radicales libres (superoxido, perdxido de hidrogeno, hierro), (e) acumulacion de calcio,
sodio y cloruro intracelular, y (f) peroxidacion lipidica. La elevacion del calcio
intracelular parece matar las células por activacion de las proteasas, lipasas, proteinas
kinasas C y la generacion de radicales libres. Los radicales libres provocan dafio a los
tejidos atacando los lipidos plasmaticos llevando a la fragmentacion de la membrana. El
exceso de NO también es neurotoxico. Estos factores bioquimicos actuan en minutos
hasta horas para provocar una deficiencia energética secundaria y necrosis neuronal
tardias que culminan en una muerte o apoptosis celular programada. Se ha demostrado
que la apoptosis sucede debido a la pérdida de factores de crecimiento y el aumento de
la actividad de las células inflamatorias.

Terapias potenciales

Los datos de estudios en animales demuestran que: (a) el dafio cerebral
comienza durante la hipoxia-isquemia y empeora durante la recuperacion. Durante la
Hipoxia-isquemia, el flujo sanguineo en el encéfalo es lento, hay pérdida de sustratos y
las células estan acidofilas; (b) el dafo secundario ocurre durante la recuperacion de la
hipoxia-isquemia cuando se restituyen la perfusion y la oxigenacion (dano de la
reperfusion). El flujo sanguineo cerebral generalmente es alto, el pH puede ser normal o
alto. Este periodo puede durar hasta 8 horas después de la resucitacion; (c) el dafio
secundario puede ser mejorado por procedimientos iniciados durante la recuperacion
(por ejemplo, terapias que apunten a reducir la acumulacién de aminoacidos (AA) o
calcio intracelular (du Plessis and Johnson 1997, Vannucci and Perlman 1997).

La estrategia de rescate ideal debe tener una ventana terapéutica post-
traumatismo clinicamente viable, debe bloquear rdpidamente multiples cascadas dafiinas
en puntos criticos y debe brindar una fuerte proteccion celular a las estructuras
cerebrales mas vulnerables (du Plessis 1998). Es irreal que vaya a existir una “bala
magica” que sea efectiva después de la lesion; se necesita evaluar una combinacion de
tratamientos. El trasplante autdlogo de células madre puede resultar minimamente
riesgoso en los tratamientos actuales y brindaria nuevos beneficios.



Ventana terapéutica

Se desconoce la duracion de la ventana terapéutica para iniciar la terapia de
rescate después de la resucitacion, pero parece ser no mayor de 2 a 6 horas (Gunn
1998b, Thoresen and Wyatt 1997, Williams 1997). El desafio para el médico es la
identificacion bien temprana de los recién nacidos adecuados para el tratamiento. El
objetivo de toda neuroproteccion debe ser interferir con mecanismos antes o durante las
etapas iniciales de la muerte neuronal tardia. En modelos animales, el rescate neuronal
funcional puede suceder en horas y posiblemente en dias después de que ocurrio el
dafio. Se describen mas adelante los beneficios de los mecanismos neurotropicos y otros
mecanismos regenerativos de células madre, que pueden incluir una ventana terapéutica
mas amplia en la que la intervencion hasta 72 horas después del dafno brindaria
beneficios.

¢En qué se basa el uso de Gélulas Madre de la Sangre del CU?
Antecedentes e Importancia

La sangre del CU humana (SCUH) es rica en células madre y progenitoras
movilizadas por sefiales producidas en la placenta para que circulen a través de la sangre
fetal y desarrollen tejidos mientras el feto madura (Broxmeyer 1989,1992, 2001, 2002;
Lu 1993; Hao 1995; Alakahata 1982). La SCU, comparada con la médula 6sea, contiene
células con mayores capacidades proliferativas y de autorenovacion (Broxmeyer 2002).
Ademas de su funcion en el desarrollo normal sin inconvenientes, las células y factores
que contiene la SCUH pueden facilitar y mejorar la reparacion enddgena y la plasticidad
después del dafio al cerebro o a la médula espinal (Chopp 2002).

Una serie de estudios demostrd que la médula dsea o las células de la SCUH,
cuando se infunden en animales recién nacidos y en animales adultos con accidente
cerebrovascular (ACV), dafio térmico, isquemia, hemorragia intracraneal o dafio en la
médula espinal, dan como resultado una dramatica recuperacion del dafio neuronal
(Zhao 2002; Croft 2004; Nan 2005; Sanberg 2000; Ioannides 2003; Hao 2003; Iihoshi
2004; Akiyama 2002; Sasaki 2001; Irons 2004). La infusién de células mejora la
respuesta al dafio agudo y aumenta la recuperacion. Los mecanismos exactos para la
preservacion de la integridad neuronal y la recuperacion no quedan claros, pero se han
postulado una variedad de mecanismos. Las células madre pueden infiltrarse, proliferar
y diferenciarse dentro de las células neuronales y gliales de “reemplazo™. Las células
madre emigran hacia la zona dafiada y desprenden factores angiogénicos, neurotrofinas,
antioxidantes, metabolitos anti-apoptoticos y agentes antiinflamatorios al lugar del
dafio, que puede aumentar la potencia para la supervivencia de células enddgenas. Ellas
pueden inducir a la migracion y proliferacion de células madre neuronales enddgenas
desde la zona subventricular. Las células trasplantadas también pueden contribuir a la
reparacion por medio de la remielinizacion. Estas células pueden segregar
interleuquinas, factores estimulantes de colonias, y pueden brindar una fuente



fundamental de monocitos activados que puede llegar rapidamente a la zona dafada
para comenzar el proceso de reparacion (Honma 2002; Ourednik 2002) (English 2006).

El estudio clinico preliminar comprobara la seguridad y factibilidad de la
utilizacion de células madre autdlogas del CU para el tratamiento de asfixia perinatal.
Se cuenta con una vasta experiencia con este procedimiento en casos de dafio neuronal
en animales, y en recién nacidos con trastornos metabolicos, pero faltan conocimientos
en lo que respecta a la seguridad y factibilidad de la utilizacion de células madre de la
sangre del cordon umbilical para este caso. En los parrafos siguientes, les presentaremos
pruebas que sustentan la capacidad protectora y regeneradora de la SCUH y de las
células madre derivadas de la médula, sus mecanismos de accion postulados y las
sugerencias de Optima coordinacidon relacionados con el dafio, para determinar la
dosificacion.

¢, Qué células utilizar?

La SCUH es una fuente segura y disponible de inmediato para una gran cantidad
de células progenitoras mesenquimales autdlogas, y precursores celulares endoteliales.
Estas células progenitoras/madre inmaduras tienen una extensa capacidad de
proliferacion /11 Vitro, y se han utilizado como fuente de células madre y progenitoras
trasplantables (Chen 2001). /n Vitro, subpoblaciones de células (células no CD34") se
diferencian en células que mostraron caracteristicas de los tres tipos de células del SNC:
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Habich 2006). El uso de células madre
autdlogas de la SCU evitaria las dificultades en la recoleccion de médula osea de recién
nacidos y el riesgo de efectos colaterales del trasplante alogénico de células de la SCU o
de la médula 6sea, como la enfermedad de injerto contra huésped.

¢, Como llegan las Células Madre a la zona dafiada?

Las pruebas sugieren que la isquemia cerebral transitoria provoca una reaccion
inflamatoria aumentada por la reperfusion e infiltracion de leucocitos (Kochanck 1992).
Las células inflamatorias actian de mediadoras en el dafio local y alteran la
microperfusion. El “proceso de regreso a casa” de las células madre de la SCUH
infundidas hacia el encéfalo isquémico es mediado por factores quimiotdxicos y
moléculas de adhesion que aumentan en el encéfalo isquémico (Kim 1996; Zhang
1995). Las moléculas de adhesion y sus receptores se expresaron en las células
inflamatorias y las células progenitoras de los vasos sanguineos hacia el tejido dafado,
y transportan estas células por los limites del sistema vascular (Persedsky 1999). Una
vez que llegan, los mecanismos exactos involucrados en los efectos reparadores y
protectores de las células progenitoras de la médula 6sea y de la SCUH no estan
totalmente definidos, pero se ha atribuido un resultado beneficioso a las células madre
transfundidas y a sus productos (Janson 2001; Hao 2003; Stetlov 2004; Locatelli 2003;
Goolsby 2003; Masuya 2003; Mezey 2004; Gao 2005).



¢,Las células madre reemplazan a células neuronales dafiadas?

Existen pruebas que demuestran que las células madre se diferencian en células
neuronales en zonas en las que hubo dafio previo (4), aunque la evidencia no sustenta el
concepto que la diferenciacion de estas células principales en células neuronales como
la base principal del beneficio terapéutico que brindan los trasplantes de médula 6sea o
SCUH (Wagers 2002; Lin 2003; Moore 2003; Holden 2002; Limke 2003; Cova 2004;
Massengale 2005; English 2006). En tanto queda claro del analisis de marcadores
genéticos que las células donantes se acumulan en el lugar del dafio neuronal, su
diferenciacion en células neuronales y gliales en vivo varia, pero en general, es inusual
(English 2006). Algunas células progenitoras en la médula 6sea y la sangre del cordon
umbilical pueden diferenciarse en fenotipo neuronal /77 vitro (Woodbury 2000) e /17 vivo.

Las células madre trasplantadas que encuentran su camino hacia el lugar del
dafio neuronal podrian integrarse y reemplazar al tejido neuronal dafiado. Cuando las
células trasplantadas llegan al sitio del dafio, es posible que un pequefio porcentaje se
injerte en los margenes del dafio y se distinguen en fenotipos de células neuronales y
gliales. Los investigadores que analizan la infusién de células madre de médula 6sea
inyectadas en un modelo de ACV en roedores murinos, notaron que aproximadamente
6 a 8% de las células trasplantadas se injertd en el limite de la zona dafiada (Mahmood
A 2001; Li 2002). Entre 1 a 5% de estas células trasplantadas tienen marcadores
neuronales o astrociticos. En otro estudio, en menos del 10% de las células madre que
emigran a las zonas dafiadas se expresaron ya sea antigenos neuronales o marcadores
gliales (Honma 2006). Es probable que las células madre autdlogas pudieran contribuir
a repoblar las zonas dafiadas. Lee y otros demostraron que después del dafio al SNC, en
la infusion de células madre de la médula o6sea, el 15 - 20 % de las células autologas
injertadas eran positivas para los marcadores neuronales y astrociticos (Lee 2004).

Si bien podrian contribuir a la reparacion y repoblacion neuronal del tejido
danado, es improbable que estas células se diferencien en forma sustancial y se
repliquen para reemplazar células neuronales muertas.

A pesar de la falta de pruebas solidas que sustenten la repoblacion real de zonas
danadas por parte de células madre, los modelos de infusiones de células madre
muestran un efecto reparador y protector consistente y fuerte (Lu 2005). Se han
propuesto mecanismos distintos de la repoblacion con mecanismos de células
progenitoras.

Mecanismos de respuesta al dafio mejorado y 6ptima reparacion

Aun se considera una cuestion critica como mejora el dafio neuronal y se logra la
regeneracion del tejido con la infusion de células progenitoras, sin la simple repoblacion
de una zona dafiada (Sandberg 2005; Borlonyan 2004). En un estudio reciente,
Borlonyan y otros no pudieron detectar células madre de la SCUH en el encéfalo de



ratas trasplantadas con bajas dosis de células luego de un ACV; sin embargo, un ACV
de menor dimensién y niveles mayores de factores neuroprotectores en animales
tratados con células llevaron a los investigadores a sugerir que la recuperacion
observada después del ACV fue mediado por factores troficos y moléculas inducidas a
partir de células locales, o producidas por las células de la sangre del cordon umbilical
infundidas, independientemente de la supervivencia duradera de las células injertadas en
la zona del dafio.

Una explicacion razonable de los efectos terapéuticos de las células de la SCUH
es su potencial para modificar la reaccion innata al dafio y activar los efectos
reconstructivos endogenos del encéfalo. Las células progenitoras administradas a través
de la médula 6sea o las infusiones de SCUH producen cantidades diferentes de
citoquinas y factores troficos tales como VEGF, factor de crecimiento derivado de los
nervios y factor neurotréfico derivado del encéfalo (BDNF) (Chen 2001). Las células
donantes proveen factores de crecimiento angiogénicos VGF y bFGF (Hamano 2000), y
mediadores solubles que regulan la respuesta inmunologica (Bernstein 1988). Los
efectos beneficiosos resultantes incluyen angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis,
arborizacion dendritica y reduccion de apoptosis en la zona limite del tejido neuronal
dafiado (Zhang 2000; Zhang 2001).

Angiogénesis: ¢respuesta beneficiosa para el dafio?

Si bien se pens6 que el desarrollo postnatal de vasos sanguineos resulto sélo del
sistema vascular preexistente, es evidente que las células progenitoras endoteliales
circulatorias en una poblacion celular CD 34" enriquecida en sangre del CU tienen la
capacidad de participar en la neovascularizacion del tejido isquémico (Asahara 1997).
Informes recientes demostraron que la infusion de células progenitoras en animales
resultaron en su incorporacion en el nuevo sistema vascular en la zona isquémica y la
limitacién concurrente del dafio al tejido (Kawamoto 2001). Ademas de las cé€lulas
progenitoras endoteliales, se demostrd que las células CD34" segregan numerosos
factores angiogénicos, que incluyen VEGF, HGF e IGF-1 (Majka 2001).

Taguchi y otros (2004) demostraron que la administracion sistémica de células
humanas CD34" a ratones inmunocomprometidos sometidos a un ACV 48 horas antes,
aceleraron la neovascularizacion de la zona isquémica. La veloz revascularizacion
aislada del tejido dafiado puede no ser beneficiosa, pero la generacion de otros
mediadores neuronales enriquecedores, tales como VEGF, FGF2 e IGF-1 por parte de
células CD34" aumentaron la regeneracion neuronal posterior en zonas reperfundidas
(Nakatomi 2002; Drago 1991 ; Jin K 2002). En resumen, la neurogénesis enddgena se
acelera cuando los progenitores neuronales migran a la zona dafiada, seguida de su
maduracion y supervivencia, que tiene influencia en la formacion de nuevos canales
vasculares y la produccion de factores neurogénicos. Este trabajo ofrece un enlace
directo entre la vasculogénesis y la neurogénesis en la reparacion de lesiones cerebrales
isquémicas.



Enlaces con Células Madre Neuronales Enddgenas

El tratamiento de ACV con células madre en animales resulta en la induccion de
la neurogénesis y un aumento significativo en la cantidad de células en la zona
subventricular (ZSV), en la que residen los progenitores neuronales endogenos (Zhang
2001; Li 2002 ). La presencia de células madre de la SCUH parece promover la rapida
induccién y migraciéon de nuevas células desde la fuente principal de células madre
neuronales endogenas dentro de la ZSV a la zona dafiada del encéfalo.

Apoptosis modificada post-dafio

Cuando se infunden, las células madre donantes proveen mediadores troficos y
antiinflamatorios al tejido dafiado (Akyama 2001). Se informa que estos factores,
incluso GDNF, BDNF, NGF, EGF limitan el alcance del dafo isquémico (Schabitz
1997; Ay 2001) y pueden funcionar para disminuir el dafio mediante actividad
antioxidante, antiapoptdtica y antiinflamatoria (Hirouchi 2002; Akiyama 2001). Estos
mecanismos del dafio son componentes de dafio hipdxico-isquémico agudo en los recién
nacidos. En particular, la muerte de células apoptoticas persiste durante meses después
del ACV o de observarse el dafio cerebral hipoxico-isquémico en recién nacidos. El
tratamiento experimental de ACV con células donantes reduce la apoptosis dentro del
area danada, un efecto que puede ser mediato por la produccion de factores de
crecimiento, tales como NFG, dentro del encéfalo dafiado (Guegan 1998). Las cé€lulas
gliales estimuladas por las células madre de la médula 6sea (BM por su sigla en inglés)
trasplantadas en las zonas isquémicas proveen neurotrofinas tales como BDNF y NGF
que hacen efectiva la supervivencia, el crecimiento y la diferenciacion de células
neuronales endogenas (Li 2002). La influencia trofica de las células progenitoras
trasplantadas que emigran al tejido dafiado pueden evitar que el encéfalo isquémico
sufra este dafio secundario devastador (Iihoslin 2004).

Efectos antiinflamatorios

En este ultimo tiempo ha crecido la comprension del rol que cumple la
inflamacién en la enfermedad y dafio neuronal (Vendrame 2005, 2006; Weiner 2002 ).
Luego de un episodio isquémico en el encéfalo hay una cascada de episodios
inflamatorios, cuyo alcance se correlaciona con la gravedad del dafio al SNC (Stoll
1999). Durante la fase aguda, se activa la microglia (macrofagos residentes del SNC)
para facilitar la remocion de células muertas y sus restos. Esto se sigue de una segunda
fase en la que la microglia participa en la produccion de una cantidad de citoquinas
proinflamatorias, que incluyen TNFa y IL1p.

Lictal y Vendrame (2005) descubrieron que el dafio cerebral isquémico de un ACV
provocado por la oclusion en la arteria cerebral media de una rata (MCAO por su sigla
en inglés) resulté en niveles elevados importantes de TNFa, IL1B, IL2 mRNA en el
encéfalo. Los estudios demostraron que un aumento en TNFa dentro de las 3 horas del
traumatismo postisquémico (Buttini 1996) se asocia con neurodegeneracion y
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microgliosis (Sredni-Kenigsbach 2002). IL1B aumenta a las dos horas de la MCAO
(Zhai 1997). Estas citoquinas pueden agrandar la dimension del dafio cerebral (Dirnagl
1999). El bloqueo oportuno de alguna de estas dos citoquinas inflamatorias seria eficaz
para reducir el dafio cerebral y el volumen de la lesion (Ohtahi 2003).

Concomitante con la microgliosis provocada por el ACV, se produce la
infiltracion de una cantidad de sangre derivada de células inflamatorias de la sangre
(neutrofilos, macrofagos y células T y B) en el tejido cerebral infartado, potenciando la
neurotoxicidad dentro del tejido cerebral (Dirnagl 1999; Jarden 1995; Liu 1994; Liu
2001 ). Vendrame y otros (2005) demostraron que la SCUH trasplantada 24 h. después
de un ACV produjo un descenso importante en la reaccion inflamatoria provocada por
el ACV, que incluy6 una menor infiltracion leucocitaria dentro del encéfalo dafiado,
acompafiada de un menor mRNA de citoquinas y expresion de proteinas asi como
también una menor unién del NFB al ADN. Ademas de modular la reacciéon
inflamatoria /77 vivo, las células de la SCUH también aumentan la supervivencia
neuronal en el cultivo celular. La infusién de células SCUH también reduce la cantidad
de CD45'/CD11b" (macréfagos y células microgliales) y células CD45°/B220* en el
encéfalo. La reduccién en la cantidad de células CD457/CD116", la mayor fuente de
produccion de TNFa enddgenas que aumentan a causa del ACV, es importante, dado
que se cree que la microgliosis cronica media el dafio neuronal no sélo en el encéfalo
isquémico sino también en otras enfermedades neurodegenerativas (Tan 1999; Streit
1999).

La disminucion inducida por células de la SCUH en el nivel mRNA de TNFa
relacionado con MCAOQO en ratas sin células SCUH concuerda con el descenso
observado en las células CD457/CD116" (Sredni-Kenijsbus 2002). Las células SCUH
también disminuyeron la muerte celular (Vendrame 2005). Sin embargo, la
neuroproteccion puede no estar mediada por el contacto célula-célula. Vendrame y otros
(2005), utilizando capas del hipocampo separadas por una membrana semiporosa,

demostraron la neuroproteccion sin un contacto célula-célula, sugiriendo que por lo
menos alguno de los efectos de la preservacion de la integridad neuronal debe estar
mediado por factores difusibles, y estos beneficios no estarian limitados a un efecto
antiinflamatorio. Tomada como un todo, esta informacion muestra que el tratamiento
con células SCUH brinda efectos antiinflamatorios, neurotroficos, angiogénicos y anti-
apoptoticos importantes, y todos ellos contribuyen a mejorar el desenlace clinico
después del ACV.

Tal como sucede con los efectos moderados inducidos por la hipotermia, que
modifican la reaccion inmediata al dafio, no se pueden aislar los episodios especificos
que promueven la restauracion de la funcion neurologica después de la infusion de
células SCUH (Newman 2006). El proceso que promueve la restauracion de la funcioén
probablemente no sea una simple modificacion del tejido (por ejemplo, neurogénesis o
anti-inflamacion), sino que es mas probable que se trate de un conjunto interconectado
de episodios - angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis y reducciones en la
cicatrizacion de los bordes, antiapoptosis — y un componente antiinflamatorio que
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contribuye de manera asociada, sino sinérgica para mejorar el desenlace funcional
neurolégico (Chopp 2002).

Estudios clinicos y en animales utilizando células madre SCUH: Dosis y
coordinacion

Las células SCUH se han utilizado exitosamente como fuente de células madre
en el tratamiento de enfermedades de la sangre mieloablativas y no mieloablativas, a
partir de ha mostrado que una subpoblacion de células SCUH se diferenciaria en tipos
varios de células del SNC (neuronas, astrocitos, oligodentrocitos) /77 vivo e in Vitro
(Bickuese 2002; Sanchez-Ramos 2001; Zigova 2002). Muchos estudios recientes se
refirieron a la potencial utilidad terapéutica de las células SCUH en varias enfermedades
y dafos neurodegenerativos (Garbuzova-Davis 2005; Lu 2002; Saportu 2003; Staba
2004; Escolar 2005) sugiriendo en forma inicial que las células madre dentro de esta
fraccion celular heterogénea podia reemplazar neuronas perdidas.

En ratas, la oclusion pasajera y permanente de la arteria cerebral media (MCAO)
tiene como consecuencia un ACV. La SCUH administrada en forma intravenosa mejora
el dafio y los déficits inducidos de la conducta (Vendrame 2005; Chen 2001b; Wiling
2003. Borlongan 2004; Vendrame 2004; Taguchi 2004). Resultados similares se
vieron con la hemorragia intercraneal (Nan 2005).

Dosis

Vendrame y otros demostraron que los efectos beneficiosos de la infusion de
células SCUH dependen de la dosis. Con dosis de >10° células, rescataron el dafio
provocado por MCAO y mejoraron los déficits de la conducta (13) (Vendrame 2004).
La RM (Jendelova 2005) muestra las células que sobreviven cerca de la lesion; sin
embargo, muy pocas de estas células se expresaron en antigenos neuronales. En
consecuencia, el mecanismo subyacente a la recuperacion observada como se describe
anteriormente, e€s improbable que sea un reemplazo celular a través de la
transdiferenciacién de células madre del cordén dentro de las neuronas (Vendrame
2005). Meier utilizé una dosis de 1 x 107 de células mononucleares derivadas de SCUH
en su estudio de ratas recién nacidas (Meier 2006).

Sincronizacion / Coordinacion

El tiempo 6ptimo de infusion para obtener los méximos beneficios, sin importar
el mecanismo, es una pregunta importante que se hicieron los investigadores anteriores.
Un trabajo hecho por Thoshi y otros demuestra la preservacion de la integridad cerebral
en un modelo de ACV en roedores infundidos con células progenitoras de médula 6sea
en distintos momentos después del dafio. Iihoshi y otros (2004) demostraron que el
mayor efecto de la preservacion cerebral en la transfusion de médula ésea se notd
cuando se infundieron las células dentro de las 6 horas de la lesion (que coincide con el
plazo utilizado para iniciar la hipotermia inducida). Los animales que recibieron
tratamientos a las 3 horas tuvieron preservacion de la integridad cerebral
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considerablemente mayor comparada con aquellos que recibieron células a las 6 horas.
Sin embargo, segun algunos investigadores, los animales tratados 72 horas después del
dafio mostraron los efectos buscados, lo que genera una ventana mayor entre el dafio y
la posibilidad de utilizar el tratammiento para la asfixia perinatal, en la que la
sincronizacion exacta del dafio generalmente se desconoce. Esta asociacion del
tratamiento “tardio” con la mejora se relacion6 con las propiedades antiinflamatorias de
las células SCUH vy los picos de citoquinas a las 24 y 72 horas del ACV (Newman
2005).

En 2001, Chen y otros demostraron en un modelo de MCAO murino de ACV,
que el trasplante de células estromales de la médula 6sea o de SCUH mejoraban la
conducta somatosensorial y la disfuncién neurologica después del ACV (Chen 2001a;
2001b). Estos investigadores demostraron que las células SCUH eran reactivas para los
marcadores neuronales y de astrocitos. /17 Vitro, notaron una emigracion significativa de
las células SCUH a las 24 horas del dafio. Estos estudios demostraron que estas células
donantes entran al encéfalo, sobreviven, emigran y mejoran la recuperacion funcional,
aun 24 horas después del dafio. Este grupo reportd resultados similares en un modelo
de dafio cerebral traumatico (Lu 2002). La mejora del dafio también ha sido notada por
otros (Willing 2003) 24 horas después de la MCAO. Jeong y otros (2003) informaron
que las células SCUH administradas via intravenosa en modelos de hemorragia
intercraneal en ratas adultas a las 24 horas del dafio mostrd que las células trasplantadas
ingresaron al encéfalo, sobrevivieron y mejoraron el desenlace clinico funcional.

Vendrame y otros (2004) extendieron las observaciones de las mediciones
anatomicas de la recuperacion examinando la recuperacion de la conducta y el volumen
del infarto en presencia de mayores dosis de células SCUH. A las cuatro semanas
después de la infusion, hubo una recuperacion significativa cuando se administraron 10°
o0 mas células SCUH. Las mediciones volumétricas del infarto revelaron una relacion
inversa entre la dosis de las células SCUH y el volumen del dafo, y tuvieron
importancia a una dosis de 107 células. Ademas, las células SCUH se ubicaron por PCR
e inmunohistoquimica solo para el encéfalo danado y el bazo. Estos resultados
demostraron mejora en el comportamiento y preservacion de la integridad neuronal
(Vendrame 2004). Los datos de este grupo también demostraron que las células SCUH
trasplantadas 24 horas después del ACV produjeron un importante descenso en la
reaccion inflamatoria provocada por el ACV. A groso modo, esto fue demostrado por
una disminucion en la infiltracion de leucocitos en el encéfalo que sufrio el ACV. La
disminucion de células inflamatorias fue acompafiada por disminuciones en el mRNA
de la citoquina y la expansion de proteinas, asi como también disminucion de la union
de NFB a ADN. Ademas de modular la reaccion inflamatoria, las células SCUH
también aumentan en forma directa la supervivencia de la célula neuronal en cultivo.

Administrar células SCUH atn a las 48 horas tiene resultados favorables.
Taguchi y otros (2004) administraron células CD34" derivadas de SCUH a ratones
inmunocomprometidos sometidos a ACV 48 horas antes. Notaron que estas células
provocaron neovascularizacion en la zona isquémica y brindaron un medio favorable
para la regeneracion neuronal. Mostraron que la neurogénesis endégena suprimida por
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un agente anti-angiogénico se acelera como resultado de la emigracion de células
progenitoras neuronales hacia la zona dafada, seguida de su maduracion y recuperacion
funcional (Taguchi 2004).

En uno de los pocos estudios de células SCUH en animales recién nacidos,
Meier y sus colaboradores (2005) se refirieron al rol de las células SCUH en un modelo
de dafio cerebral hipdxico-isquémico en ratas recién nacidas. Las células SCUH se
administraron en forma intraperitoneal 24 horas después del daiio. Notaron que la
paralisis espastica estaba muy aliviada y que los mononucleares de la SCUH entraron al
encéfalo y fueron incorporados a un lado de la zona del dano. El injerto se asocid con el
alivio sustancial de la paralisis espastica. La asfixia perinatal tiene como consecuencia
un traumatismo neurologico significativo en el periodo neonatal, y es una de las causas
principales de discapacidad permanente y consumo de recursos para el cuidado de la
salud. El tnico tratamiento aplicado clinicamente que tiene eficacia terapéutica es la
hipotermia, cuando se aplica, ya sea a la cabeza o a todo el cuerpo dentro las 6 horas
del nacimiento. El trasplante autdlogo de células madre a través de las células SCUH es
una técnica segura y relativamente sencilla que podria ser un tratamiento
complementario con amplios efectos terapéuticos en el recién nacido dafiado por asfixia
perinatal.

Transfusion de sangre del cordon umbilical humano pediatrico

En 1988, un nifio de 6 afios de Carolina del Norte con anemia Fanconi fue
trasplantado exitosamente por la Dra. Eliane Gluckman en el hospital St. Louis en Paris,
Francia, con sangre del placentaria/cordon umbilical criopreservada después del
nacimiento de una hermana, sana, HLA-compatible (Gluckman 1989), probando de esa
forma que la sangre del cordon umbilical alogénica contenia suficientes células
progenitoras y madre hematopoyéticas para reconstituir en forma duradera la médula
Osea y el sistema inmunoldgico después de una terapia mieloablativa. Este paciente esta
vivo, bien de salud y permanece como una total quimera mas de 24 afios después del
trasplante. Durante los siguientes 5 afios, se hicieron aproximadamente 60 trasplantes en
niflos usando sangre del cordon umbilical criopreservada y HLA-compatible con un
hermano/a demostrando la viabilidad del injerto y los menores indices de enfermedad
cronica injerto vs. huésped (GvHD), comparado con la médula 6sea del hermano/a
HLA-compatible (Wagner 1995). Dado el hecho que muchos pacientes que necesitan un
trasplante alogénico carecian de un donante compatible, pariente o no, se establecié que
la sangre del cordon umbilical podria servir como otra fuente de células alogénicas para
trasplante y también que la compatibilidad entre la sangre del cordon umbilical del
donante y del receptor no necesitaria ser completa. En 1991, el Dr. Pablo Rubinstein
fundo el primer banco de sangre del cordon umbilical para donantes no emparentados
en el Centro de Sangre de Nueva York con apoyo RO1* (Rubinstein 1995). En 1993, se
realizd en el mundo y en el Centro Médico de la Universidad Duke, el primer trasplante
de sangre del cordon umbilical procedente de personas no emparentadas (Kurtzberg
1996). Desde entonces se han establecido aproximadamente 30 bancos publicos (Fraser
1998; Ballar 2001; Kurtzberg 2005; hospital de Pediatria Garrahan 2005) y se han
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realizado mas de 10,000 trasplantes en nifios y adultos en todo el mundo, con
malignidades (tumores), insuficiencias en la médula oOsea, inmunodeficiencia,
hemoglobinopatias y errores metabdlicos congénitos (Rubinstein 1998, Gluckman 1998,
Goussetis 2000; Rocha 2001; Kurtzberg 2005; Staba 2004, Escolar 2005). En el hospital
Garrahan y otros centros de trasplante de Argentina se transplantaron 15 unidades de
SCU en pacientes con requerimiento de Trasplante de MO, recogidas, procesadas y
congeladas en su banco.

Informes y registros de centros unicos demuestran las ventajas y desventajas del
trasplante de sangre del cordon umbilical alogénico de un donante no emparentado, que
incluye la ablacion quimioterapéutica, y abarca:

Ventajas Desventajas

Falta de necesidad de control completo de HLA Injerto mas lento

Menor GvHdD agudo y cronico Insuficientes dosis de células
para algunos adultos

Negativo para patdgenos en sangre Reconstitucion inmunoldgica
tardia

Injerto retenido vs. efecto leucemia
Répida disponibilidad

En los ultimos 15 afios varios centros de trasplante de CPH del mundo han
utilizado el trasplante de sangre del cordon umbilical para corregir errores metabolicos
congénitos en >200 nifios con formas letales de estas enfermedades. El injerto y la
supervivencia general en esta poblacion de pacientes excede el 80% cuando los
pacientes reciben un trasplante en la primera etapa de su enfermedad. Se alarga la vida y
las historias naturales de estas enfermedades se modifican en forma significativa y
favorable (Escolar 2005, Staba 2004).

En tanto el primer intento de trasplante de sangre del cordon umbilical fue
brindar una forma permanente de terapia de reemplazo de enzimas a través del injerto
duradero de células alogénicas, se ha observado que estas células facilitan la reparacion
de tejidos no hematopoyéticos dafiados por la enfermedad, antes de que se realice el
procedimiento de trasplante. Se han documentado nuevas mielinizaciones de zonas
previamente desmielinizadas del encéfalo, mejoras en las velocidades de conduccion
nerviosa y aumento de la funcidon neurocognitiva en pacientes con la enfermedad de
Krabbe, leucodistrofia metacromatica y adrenoleucodistrofia durante este
procedimiento. Se ha visto retroceso de la opacidad corneal, resurgimiento del
crecimiento de la estructura 6sea y resolucion de cifosis en pacientes con sindromes de
MPS (mucopolisacaridosis). También se observé prevencion de enfermedades cardiacas
en pacientes con MPS.

Reparacion del Dafio General
Resumen de Terapias Potenciales

El uso del tratamiento con células madre autdlogas de la sangre del cordéon
umbilical conlleva un gran potencial para la reduccion del dafio neurolodgico relacionado
con dafio cerebral hipoxico en recién nacidos. En consecuencia, la factibilidad,
seguridad y a continuacion la eficacia de este nuevo enfoque necesita probarse en
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ensayos controlados. Si este estudio preliminar indica que el proceso es factible y
seguro, se debe realizar un ensayo clinico, aleatorizado, controlado con placebo antes de
extender la practica.

CRITERIOS PARA LA SELECCION DE RECIEN NACIDOS A TERMINO EN
RIESGO DE SUFRIR DCHI (Dafio Cerebral Hipdxico-Isquémico)

A partir de los criterios clinicos, bioquimicos y de neuroimdgenes se debe tener en
cuenta lo siguiente como criterios razonables de admision:

® Los recién nacidos >36 semanas de gestacion deben ser nacidos en el centro del
estudio (Maternidad Sarda).

e Se debe disponer de células autdlogas de la sangre del CU de la madre para lo
cual la madre debe haber prestado el consentimiento informado.

e La necesidad de recurrir a la resucitacion, que incluye la intubacion y la
necesidad permanente de ventilacion, también debe constituir un criterio. Esto
excluira a recién nacidos que soélo necesiten succionar o aquellos que estan
“deprimidos” durante un corto periodo. Estrictos criterios de resucitacion tienen
un PPV de >50% por muerte o discapacidad (Ekert 1997).

e La acidosis metabolica grave y persistente es un indicador confiable de
morbilidad neonatal después del dafio perinatal agudo.

e (Condicion neuroldgica anormal/convulsiones < 6 horas después del nacimiento
es un fuerte indicador de desenlace clinico. El examen neurologico temprano (<
6 horas) recién ha sido evaluado por su valor predictivo, y se descubrio (junto
con la falta de inicio de respiracion espontdnea antes de los 10 minutos) que
tiene PPV de 69% (Ekert 1997). Se ha demostrado que un examen neurologico
anormal y los resultados tempranos de la gasometria arterial predicen un
resultado pobre a pesar del uso de hipotermia (Ambalavanan 2006).

Antecedentes de episodios perinatales agudos (desprendimiento prematuro de la
placenta, prolapso del cordon, desaceleraciones variables o tardias) ayudarian a limitar
episodios al periodo perinatal.

MEDIDAS RESULTANTES

Seguridad

Las medidas resultantes seran una combinacion de seguridad a corto y largo plazo sobre
el uso de células madre autdlogas de la SCU en recién nacidos con EHI. Las
consecuencias a corto plazo, para ser controladas, incluyen signos vitales estandares y
hemogramas, total de células nucleadas (TNC por su sigla en inglés) del producto de la
SCU, viabilidad, ensayos de células progenitoras y esterilidad. Es ideal un seguimiento
a largo plazo (5 a 7 afios), sin embargo, 18 meses es la edad mas temprana a la que, las
consecuencias neuroldgicas y cognitivas pueden evaluarse.
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Factibilidad
Evaluaremos si la sangre del CU se puede recolectar en volumenes apropiados, y

si las células madre se pueden procesar para su re infusion dentro de las 2 horas del
nacimiento de acuerdo con los criterios del Banco Publico de Sangre Cordon Umbilical
del Htal. Garrahan. Evaluaremos si estos procedimientos estandarizados conducidos en
el marco de tiempo limitado produciran una cantidad adecuada de células madre
(células >3 x 107) y un volumen adecuado de infusién de células madre del CU (<
10cc/kg).

Eficacia

En este estudio preliminar, se recolectaran datos acerca de la eficacia, pero sélo
se hardn comparaciones entre recién nacidos que reciben células de la sangre del CU en
las primeras 72 horas después del nacimiento con controles histdricos de los estudios de
Hipotermia sin la expectativa de identificar la eficacia para la intervencion analizada
teniendo en cuenta el pequefio nimero de la muestra. Se utilizardn también como
controles aquellos pacientes que en el mismo periodo se atiendan en la Maternidad pero
que no presten su consentimiento para la infusion o aquellos pacientes que se atiendan
en el mismo periodo en la Maternidad pero que no cuenten con colecta de sangre de
cordon umbilical (o que la misma no sea apta para su infusion).Recolectaremos
informacion acerca de las RM obtenidas entre los dias 7 - 28 después del nacimiento, y
toda otra RM realizada como parte de los controles clinicos. Si se realiza otra prueba de
desarrollo neuronal por indicaciones clinicas, el personal a cargo del estudio recolectara
los resultados del andlisis visual y audiolédgico, y el test psicométrico a los 4 - 6 meses y
alos 9 - 12 meses.

Valor de la inclusion de la RM como criterio de valoracion

Las pruebas del dafo cerebral hipoxico-isquémico se pueden ver en 24 horas con
una RM con contraste. El dafio cerebral irreversible denominado necrosis cerebral debe
producir un aumento en las imagenes intermedias ponderadas en T2 y una disminucién
en las imagenes ponderadas en T1. Debe notarse que puede ser dificil distinguir estas
sefiales de aumento de CSF, edema circundante y el encéfalo normal.

La RM y el EEG tempranos pueden ayudar a identificar a los recién nacidos con
infarto cerebral (en el periodo neonatal) que probablemente desarrollen hemiplejia
(Mercuri 1999). La RM puede ser un mejor indicador de prognosis que la tomografia
computada. La duracién de una evaluaciéon con RM es de 30-60 minutos, por lo que la
RM no puede utilizarse como herramienta para la seleccion de bebés para terapia
temprana.

Dos investigadores publicaron resultados de RM para bebés con EHI que fueron
tratados con hipotermia. Rutherford realiz6 la RM en 46 recién nacidos no enfriados, 14
enfriados en la cabeza y 11 enfriados en todo el cuerpo. Ochenta y siete (87%) por
ciento de los bebés no enfriados tuvieron ganglios basales y dafio en los tdlamos, en
tanto el 50% de los que fueron enfriados en la cabeza y 36% de los que fueron enfriados
en todo el cuerpo mostraron dafio en estos lugares. Se notdé hemorragia cerebral en el
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13% de los que no fueron enfriados comparado con el 42% de los que fueron enfriados
en la cabeza y el 45% de los que fueron enfriados en todo el cuerpo (Rutherford 2005).

Inder y colegas (2004) estudiaron a 26 recién nacidos con EHI inscriptos en el
Ensayo de Evaluacion de Enfriamiento de Recién Nacidos (ICE por su sigla en inglés)
que fueron aleatorizados a normotermia (n=14) o hipotermia sistémica (n=12) durante
72 horas con RM en la primera semana postnatal (casi todos los dias después del dia 4).
Los recién nacidos hipotérmicos tuvieron una reduccion en la incidencia de anormalidad
de las senales de sustancia gris cortical (1 de 12 bebés hipotérmicos vs. 7 de 14 bebés
normotérmicos, Prueba exacta de Fisher; P 0,036). En contraste, la incidencia de toda
anormalidad de senales de ganglios basales fue similar entre los grupos (hipotermia
7/12 vs. 9/14 normotermia). Debido a la menor incidencia de anormalidad de sefiales de
sustancia gris cortical, los recién nacidos hipotérmicos tenian mas probabilidades de
tener anormalidades en las sefiales de los ganglios basales como patron predominante
(hipotermia 6/12 vs. normotermia 2/14; P = 0,05) (Inder 2004). Esperamos los
resultados finales de este ensayo para determinar cuan bien los patrones de RM predicen
las consecuencias a largo plazo.

Otros investigadores desarrollaron sistemas de puntaje utilizando técnicas de
analisis de imagenes para calcular el tamafo y ubicacion del tejido cerebral dafiado
(Parikh 2009; Heinz 2009). Cambios producidos con el tiempo en las imagenes
convencionales ponderadas en T1 y T2 e imagenes ponderadas con tensor de difusion
también pueden ayudar con el prondstico (Barkovich 2006). Incluimos dos RM en
nuestro protocolo de estudio para investigar la interaccion del desarrollo cerebral y la
recuperacion del dafio. Ademads, nuevas técnicas de imagenes permiten distinguir el
dano axonal de la mielina. Agregaremos esta nueva secuencia a una RM temprana
(primeras dos semanas después del nacimiento) y posterior (4-6 meses) para comenzar a
evaluar la ubicacion y tipo de dafio (Avram 2008) (Fig. 1).

C.HIPOTESIS

1. En recién nacidos a >36 semanas de gestacion que estan en riesgo de sufrir un
desenlace adverso después de una encefalopatia hipdxico-isquémica perinatal aguda y
que reciben hipotermia terapéutica, la recoleccidon, preparacion e infusion de células
madre autologas de la sangre del CU, en forma ideal, antes de las 72 horas de inducir
hipotermia moderada comenzando a las < 6 horas después del nacimiento y repitiendo a
las 24, 48 y 72 horas después del nacimiento, pero no después de los 3 dias post
nacimiento, serd factible y seguro.

2. En recién nacidos a >36 semanas de gestacion que estdn en riesgo de suftrir un
desenlace adverso después de una encefalopatia hipoxico-isquémica, con mas de 6 horas
de nacidos y por lo tanto no recibiendo hipotermia terapéutica, y antes de las 24 horas
después del parto, la recoleccion, preparacion e infusion de células madre autdlogas de
la sangre del CU < 2 horas después de su llegada y repitiendo a las 24, 48 y 72 horas
después del nacimiento, pero no después de los 3 dias post nacimiento, sera factible y
seguro.
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D. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. La recoleccion, preparacion e infusion de células madre autdlogas de la sangre
del CU en recién nacidos >36 semanas de gestacion con encefalopatia moderada a grave
dentro de los primeros 3 dias después del nacimiento y repitiendo a las 24, 48 y 72
horas después del nacimiento.

2. Controlar la factibilidad y seguridad de este tratamiento.

3. Recolectar muestras de sangre recuperada para iniciar el analisis de
biomarcadores especificos para determinar el nivel de dafio hipoxico-isquémico y la
respuesta al tratamiento.

D. METODOS/PROCEDIMIENTOS
Reclutamiento de Pacientes

Todos los recién nacidos >36 semanas de gestacion seran examinados para ser
admitidos en el estudio si ingresan a la Unidad Neonatal de Cuidados Intensivos
(NICU) de la Maternidad Sarda con un diagndstico de admision de depresion neonatal,
asfixia perinatal aguda o encefalopatia, y si la sangre autéloga del CU fue recolectada
en el momento del nacimiento y preparada y manipulada en forma apropiada para el
procesamiento de células de la sangre del CU. Se evaluard a los recién nacidos en Sarda
o en establecimientos que han sido capacitados para la recoleccion y preparacion de
sangre del CU. Los recién nacidos en otros establecimientos deben ser trasladados, con
su sangre del CU recolectada, tan pronto como sea posible a la Maternidad Sarda. El
examen médico y el consentimiento para recibir células madre de sangre del CU deben
realizarse antes de las 14 horas de vida para que los bebés reciban las células madre de
la sangre del CU relacionadas con el estudio.

Los establecimientos que participan estardn entrenados como establecimientos
de recoleccion de sangre del CU y tendran el personal para la recoleccion, u obstetras
capacitados para hacer la recoleccién en el lugar. La recoleccion de sangre del CU
requiere un formulario de consentimiento de colecta, en caso que esa madre ya hubiera
firmado un consentimiento de coleta para donar la SCU al banco publico ese
consentimiento, por ser solamente para colecta, sera valido para la colecta con el
proposito terapéutico. Ese consentimiento se debe obtener antes de iniciar el trabajo de
parto. Se incluye en los anexos el formulario usado actualmente para prestar
consentimiento para el uso de sangre del CU del Banco del Htal. Garrahan. En caso que
la madre no hubiera firmado un consentimiento para donar o para la extraccion en forma
especifica. Hay circunstancias del proceso de parto que impiden que el proceso de la
informacion para consentir la colecta sea apropiada, para ello existe un formulario para
expresar el consentimiento verbal para esas madres, que son aquéllas con las que no se
ha tenido el tiempo para dar su consentimiento al Banco de Sangre de CU.
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Por otra parte debe desarrollarse un consentimiento informado especifico para la
infusién de las CM de la SCU

Cuando sea posible, la sangre del CU sera recolectada de la placenta de todos los
bebés cuyas madres hayan prestado consentimiento. El obstetra o la partera realizaran
las recolecciones /11 utéro (placenta aun sin desprender) durante la tercera etapa del
parto utilizando un kit provisto durante el estudio. La sangre del CU se llevara al
laboratorio para su procesamiento y analisis, y conservada hasta utilizarse para la/s
infusion/es autdlogas.

Criterios de Inclusion

Los recién nacidos seran evaluados en dos pasos: evaluacion teniendo en cuenta
criterios clinicos y bioquimicos (Paso A), seguido de un examen neuroldgico (Paso B).
A. Todos los recién nacidos seran evaluados en los siguientes items:

1. Si la madre ha prestado consentimiento para la recoleccion de SCU (escrito o verbal).
2. Disponibilidad de SCU recolectada.
3. La SCU se evaluara para obtener un recuento total de células nucleadas, viabilidad,
contenido de CFU, contenido y esterilidad de CD34" (tincién de Gram antes de la
infusion).
4. Se examinard la sangre materna para (punto B4) detectar agentes de infecciones
transmisibles a través de la sangre (examen inmunoldgico CMV, anticuerpos Hepatitis
Beore, Hepatitis C, Antigenos Hbs, anticuerpos VIH/1/2, anticuerpos HTLV-1/11 y sifilis,
anticuerpos anti-Tcruzi). A las madres que prestan consentimiento verbal se les
informara acerca de la necesidad de realizar estos andlisis y estar de acuerdo con la
notificacion de los resultados para cumplir con las especificaciones para la recoleccion y
donacion de SCU. El formulario de consentimiento para el estudio incluye la
descripcion de los examenes de sangre requeridos para la madre.
5. Constatarse:

e Evidencia clinica de encefalopatia moderada o severa (ver cuadro)

e Evidencia de asfixia (Historia de un caso agudo perinatal (es decir, abruptio

placentae, prolapso del cordon, anormalidad grave en la frecuencia cardiaca fetal

: variable o desaceleraciones tardias, liquido amnidtico meconial).

e Recién nacidos > o = a 36 semanas de edad gestacional y peso >o=a 1800

gramos

6. El paciente debe cumplir con al menos 3 de los criterios de los siguientes puntos:
a- Una puntuacion de Apgar <5 a 10 minutos.
b- pH del cordén o cualquier pH posterior en sangre <1 hora <o = 7.0.
c- Déficit de base en gas de cordon o cualquier gas en sangre posterior < 1 hora>o0 = -
16 mEq/ L.
d- Necesidad de asistencia ventilatoria desde el momento del nacimiento y si continud
por lo menos hasta los 10 minutos o
e- Si el pH se encuentra en la primera hora de vida entre el rango de 7.01-7.15 o el EB -
10 a—15.9 acompanado de los tres items 1-2-5
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Una vez que el recién nacido reune criterios del punto A, se procede al examen
neurologico:

B. La presencia de encefalopatia moderada/grave definida como convulsiones o la
presencia de signos en 3 de las 6 categorias en la tabla que sigue.

Categoria Encefalopatia Moderada Encefalopatia Grave

1. Nivel de conciencia Letargico Estupor/Coma

2. Actividad espontdnea Disminuido Sin actividad

3. Postura Flexion distal Descerebrado

4. Tonicidad Hipotonia (focal, general) | Flaccido

5. Reflejos primitivos

Succion Débiles Ausente

Reflejo de Moro Incompletos Ausente

6. Sistema autonomo

Pupilas Estrechas Desviacion
desviacion /dilatacion / sin
reaccion a la luz

Ritmo cardiaco Bradicardia Ritmo cardiaco variable

Respiraciones Respiracion periodica Apnea

Un médico examinador realizard el examen neuroldgico. Si el bebé retine los
criterios A y los criterios B y no retine los criterios de exclusion, entonces es apto para
su admision en el estudio. Si es apto, un miembro del equipo del estudio se acercara
a la familia para solicitar el consentimiento para la inscripcion en el estudio para
la infusion, en caso que la sangre de corddn hubiera sido colectada. Si se obtiene el
consentimiento (especifico de infusion de CM de SCU), el equipo del estudio avisara
al equipo del laboratorio del Banco Publico de SCU Garrahan para que proceda al
procesamiento de la unidad colectada de la placenta/SCU lo cual completara para que
puedan ser infundidas al paciente segtn el protocolo.

Criterios de exclusion

Todo recién nacido <36 sem.

Incapacidad para inscribirse por pasar los 3 dias de vida.

Presencia de anomalias cromosdmicas conocidas.

Presencia de anomalias congénitas importantes.

Limitacion grave del crecimiento intrauterino (peso <1,800g).

Recién nacidos /n éxtremis a quienes el neonatdlogo que los asiste no les

o a0 o

ofrecera terapia intensiva adicional.
Los padres no prestan consentimiento.

TPE R

El neonatdlogo que los asiste no presta el consentimiento.
1. No se recolecta la SCU del bebé y/o el laboratorio no puede procesar la SCU por
razones debidamente documentadas.
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Procedimientos en el Estudio

Recoleccion de SCU:

Las células de la SCU seran recolectadas de los recién nacidos con uno de dos
métodos. Los obstetras/las parteras haran la recoleccion antes del alumbramiento de la
placenta, tal como se describe en los procedimientos operativos estandar del Banco de
Sangre del CU. De inmediato, se proveera un A/t que contiene todos los materiales
necesarios para la extraccion de la SCU para el estudio y que se conservara en la Sala de
Partos. La persona que realice el parto lo hard siguiendo las practicas clinicas
estandares. El cordén serd doblemente sujetado en los extremos del bebé y de la madre.
Una vez que el bebé se entrega al Pediatra o a otro equipo de resucitacion, el obstetra/la
partera secaran y limpiardn con alcohol el CU proximo al clamp en el lado materno, lo
estabilizaran, punzaran la vena umbilical con una aguja calibre 17 unida a la bolsa de
recoleccion de la SCU que contiene anticoagulante CPD (Pall/Medsep), bajaran la bolsa
de recoleccion al nivel del mas bajo para favorecer la salida de sangre de la placenta por
la gravedad. Colocarla la bolsa sobre pafio limpio dejando que la sangre fluya
espontaneamente dentro de la bolsa mientras se desprende la placenta, hacerlo durante
por lo menos 5 minutos. La recoleccion continuard hasta que la vena umbilical se
blanquee o se desprenda la placenta, lo que ocurra primero. Luego de la recoleccion, se
procede a la remocion de la aguja y a la rotulacion adecuada de la unidad y de los tubos
de muestras maternas correspondientes, la unidad de SCU serd transportada al
laboratorio que procesara las células.

Procesamiento de las Células dela SCU

Luego de su recepcion en el laboratorio, la unidad de SCU se pesard para
determinar el volumen de recoleccion. Se hard un recuento y se determinard la
viabilidad celular por medio del test de exclusion con azul de tripano. Se reducird el
volumen de la unidad de SCU y los glébulos rojos seran reducidos utilizando
sedimentacidn y centrifugado con hidroxietil almidon de acuerdo con el procedimiento
estandar del Banco de SCU del Htal. Garrahan (a disposicion, si se solicita). Las células
nucleadas de la SCU se concentraran en un volumen de 20,5 ml. Se obtendra un
recuento celular y se extraera una dosis de 5 x 107 células/Kg para su reinfusion directa
al bebé donante durante los 3 dias después del nacimiento. Las células preparadas para
las infusiones programadas del estudio serdn refrigeradas de acuerdo a las dosis
establecidas para las primeras 72 horas posteriores al nacimiento. Se realizard un
estudio bacteriolégico de una muestra de la unidad para determinar si hay
contaminacion bacteriana.

Andlisis de las Células de la SCU: La SCU sera analizada para determinar el contenido
total de células nucleadas, el diferencial para enumerar el contenido celular de NRBCs,
HCT, CD34 y CD3, enumeracion de CFU-GM, CFU-GEMM, BFU-E, ABO/tipos Rh y
esterilidad.
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Examen de sangre de la madre para detectar enfermedades infecciosas:

Se obtendrd una muestra de sangre de la madre para evaluar antigenos de la
superficie en Hepatitis B, anticuerpos principales de Hepatitis B(anti Hbcore y anti
Hbs), anticuerpos Hepatitis C, anticuerpos VIH 1 y VIH 2, anticuerpos HTLV-I/II,
anticuerpos anti Tcruzi, examen inmunolégico CMV, RPR (reagina plasmatica rapida)
y prueba de NAT (prueba de acido nucleico) para VIH, Hepatitis C. Estas pruebas
sirven como examenes médicos sustitutos para el recién nacido.

Criopreservacion de las Células SCU

La SCU se criopreservara mediante congelamiento controlado de acuerdo con
los procedimientos operativos estandar del Banco de SCU del Htal. Garrahan. La sangre
congelada no se utilizaré para este estudio.

Refrigeracion / Conservacion de las Células SCU

Las unidades de SCU para este protocolo, hasta cuatro por recién nacido, se
refrigeraran a 4° centigrados siguiendo procedimientos operativos escritos para ello en el
Banco de SCU Garrahan.

Infusion de células autdlogas de la SCU

Las células de la SCU se infunden mediante gravedad o bombeo con una jeringa
durante 15 -20 minutos después de la premedicacion, tal como se especifica mas
adelante. Se evaluaran los signos vitales antes de la infusion, cada 5 minutos durante la
infusion, cada 15 minutos en la primera hora después de la infusion y luego, de acuerdo
con la practica hospitalaria de rutina.

Los recién nacidos inscriptos en el estudio recibirdn un maximo de 4 dosis de 5 x
107 de células de la SCU de volumen reducido en globulos rojos. La premedicacion con
hidrocortisona (I1mg/kg IV) se administrara 20 - 30 minutos antes de cada dosis de
células.

Tratamiento con hipotermia
En la Maternidad Sarda se seguird en forma estricta la estrategia de enfriamiento

y monitoreo utilizada segiin protocolos existentes previamente. Se utilizara el colchon
térmico Amrraterm HTF frio calor con servocontrol. Los procedimientos de
enfriamiento y recalentamiento se encuentran a disposicion de quien los solicite.

Recién nacidos que no han sido enfriados y preinduccion de la temperatura buscada
para la hipotermia

Los bebés inscriptos para el estudio que lleguen después de las 6 horas de vida
seran tratados de acuerdo con las practicas de rutina locales de la Unidad Neonatal de
Cuidados Intensivos.
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Otros Tratamientos / Analisis / Medicaciones Concurrentes
Medicaciones Concurrentes

En lo posible, no se administrard medicacion anticonvulsiva y sedante antes de
la hipotermia o infusion de células SCU, a menos que sea clinicamente indicado, y en
tal caso estaran enunciados en la hoja de recoleccion de datos de medicaciones concurr
Estudios por Imdgenes

Se toma una RM de rutina a los recién nacidos con EHI a los 7 - 28 dias post

nacimiento. Preferentemente, la RM se hard entre los 7 - 14 dias post nacimiento. Si se
indican otras RM, los resultados de estos estudios se incluiran en el registro del estudio.

Ademas de RM clinicas habituales u otras neuroimagenes, cualquier otra
informacion relacionada con RM se recolectara con la RM realizada como practica de
rutina para bebés con EHI en las primeras semanas postnatales y se realizard un segundo
estudio con RM a los 4 - 6 meses. Para cada RM, se usaran las técnicas convencionales
T1 y T2 para evaluar la ubicacion y alcance del dafio.

Alta de la Unidad Neonatal de Cuidados Intensivos y Seguimiento del desarrollo
neuronal

La informacioén de seguimiento se registrara al dar el alta e incluird numeros de
teléfono y domicilio particular (es crucial que se tome mas de un contacto telefonico,
dada la variaciéon en los puntos de contacto de las familias). Todos los bebés que
sobreviven reciben seguimiento en el programa de seguimiento del Consultorio de
Recién Nacidos de Alto Riesgo de la Maternidad Sardé y/o del Htal. Garrahan.

Autopsia

Se hard un intento de obtener una autopsia, para en caso de muerte, ya sea antes
o después del alta de la Unidad Neonatal de Cuidados Intensivos, poder realizarla sin
intervenir en ese momento. Los resultados de la autopsia, si estan disponibles, se
incluiran en el registro del estudio.

Controles

a. Se evaluaran los signos vitales antes de la infusion de células SCH, cada 5
minutos durante la infusion, cada 15 minutos en la primera hora después de la infusion
y luego, de acuerdo con la préctica hospitalaria de rutina.

b. Estado metabolico: valores quimicos se obtienen diariamente en recién
nacidos con EHI moderada a grave estén tratados con hipotermia o no. Se controlan los
electrolitos séricos, urea en sangre y la creatinina antes del estudio y luego en forma
diaria. Incluimos los resultados de los estudios metabdlicos en los registros del estudio.

c. Condicion respiratoria: una gasometria arterial es comun en recién nacidos
con EHI moderada a grave. Los resultados de las gasometrias se incluirdn en los
registros del estudio.

d. Cardiovascular: ritmo cardiaco, presion arterial y agentes inotropicos que se
observen al inicio, cada hora durante 12 horas y cada 4 horas durante 72 horas.
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e. Condicion renal: muestra de orina, controlada y registrada diariamente.

f. Condicion neuroldgica: al inicio, en forma diaria hasta las 72 horas y al dar el
alta (realizada por un neurélogo infantil entrenado).

g. Condicion hematoldgica: el control de los estudios de coagulacion se
considera practica de rutina para los recién nacidos con EHI. Los resultados PT/PTT se
registraran en las anotaciones del estudio.

CONSECUENCIAS PRINCIPALES

La consecuencia principal esperada es la seguridad de la infusion de hasta 4
dosis de células de SCU autodlogas en los primeros 3 dias post nacimiento. Este criterio
de valoracion se define como la sucesion de lo siguiente después de la infusion de
células de SCU: muerte, hipertension (presion arterial sistolica >100 x 2 mediciones por
lo menos una hora después), hipotension (presion arterial sistolica < 35 mas de dos
horas después), broncoespasmo que requiere terapia con broncodilatadores, fiebre, o
infeccion atribuible a la contaminacion de la infusion de células SCU.

Ademas, evaluaremos la factibilidad de la infusion autdloga de células SCU
dentro de los primeros 3 dias post nacimiento, recolectando datos acerca de la
frecuencia con la que se realizaron infusiones de células SCH < 1 hora después de la
recoleccion de la SCU.

CONSECUENCIASSECUNDARIAS

Para este estudio de seguridad y factibilidad, la muerte o discapacidad moderada
o grave se considerara como desenlace secundario. Los recién nacidos se evaluaran de
acuerdo con las practicas clinicas de rutina a los 4 - 6 y 9 - 12 meses de edad. Se
tomaran los pardmetros de crecimiento, y se realizaran examenes neurologicos,
psicométricos, y evaluaciones de la vision y audicion tal como se ha indicado. Los
resultados de las pruebas de desarrollo neuronal hechas como practicas de rutina se
incluiran en los registros del estudio.

Los resultados preliminares incluirdn evaluaciones de los paneles de los
marcadores séricos del dafio neurologico descripto en adultos después de un ACV.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Este tamafio de la muestra por Grupo es estandar para un ensayo de factibilidad
y seguridad fase 1.

CONTROL DE LASEGURIDAD DEL ENSAYO

Se tomaran las siguientes medidas para controlar la seguridad del ensayo:
Aprobacion por parte del Comité de Revision Institucional de los Hospitales
Sard4 y Garrahan, y del INCUCAL
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Episodios Adversos y Episodios Adversos Graves

Los episodios adversos se registraran en el formulario de Episodios Adversos
que sera enviado a los Comité de Revision Institucional de los Hospitales Sarda y
Garrahan y al INCUCAL

Los recién nacidos seran controlados por sus equipos médicos y de enfermeria
durante 24 horas después de cada infusion para detectar toxicidad infusional
(hipertension, hipotension, broncoespasmo, fiebre, etc.). Se completard un formulario de
toxicidad 24 horas después de cada infusion.

Un episodio o efecto adverso grave que se atribuya directamente a la infusion de
cé¢lulas madre tendra como consecuencia la interrupcion del estudio. Se define a los
Episodios Adversos Graves como toda experiencia adversa que resulte en uno de los
siguientes desenlaces: muerte, un efecto adverso con la infusion de las células madre o
farmaco que amenace la vida, hospitalizacién o prolongacion de la hospitalizacion ya
existente, un defecto o anomalia congénitos. Los eventos médicos importantes que
pueden no tener como consecuencia la muerte, amenazar la vida o requerir
hospitalizacion pueden considerarse graves cuando, en base al criterio médico
apropiado, puedan poner en peligro al sujeto o el sujeto puede requerir intervencion
médica o quirGrgica para evitar alguna de las consecuencias mencionadas en la
definicion. Ejemplos de dichos eventos médicos incluyen broncoespasmo alérgico que
requiera tratamiento intensivo, discrasia sanguinea o convulsiones que no resulten en
una hospitalizacion prolongada o el desarrollo de una droga dependencia o abuso de
farmacos.

Se documentara una descripcion detallada del episodio adverso, que incluye una
evaluacion de la relacion del evento con el estudio, las acciones tomadas relacionadas
con el estudio y el resultado. Ademas, el Investigador Principal es responsable de
informar todos los episodios adversos graves (SAEs por su sigla en inglés) a los
Comités de Docencia e Investigacion hospitalarios.

Los resumenes de alta o certificados de defuncion para sustentar los datos en la
hoja de trabajo de los eventos adversos graves deben enviarse al Investigador Principal
y al CEI tan pronto como estén disponibles. Se deben presentar todos los informes de
seguimiento necesarios tan pronto como la informacion esté disponible.

La seguridad general del estudio serd controlada atentamente por los
Investigadores Principales, Dres. Solana, del Pozo, Balanian, Gamba y Procacci Rios
que estan familiarizados con esta poblacion particular en estudio y con los
procedimientos de recoleccion e infusion de células, y los procedimientos en la terapia
intensiva de la unidad neonatal. Este grupo se reunird mensualmente o después de cada
tres recién nacidos que reciban infusiones, lo que suceda con mayor frecuencia, para
tratar las consecuencias de la seguridad y el progreso del estudio.

A los fines del presente estudio consideraremos que el mismo es seguro si
ningun paciente presente efectos adversos graves.
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CONTROL DE LAEFICACIADEL ENSAYO

Este es un estudio clinico preliminar que no mide la eficacia, si bien se evaluara
la supervivencia y las consecuencias del desarrollo neuronal en cada recién nacido.
Todo estudio que se relacione con episodios adversos graves resultara en la interrupcion
del ensayo hasta que los investigadores y el CEI hagan una revision.

PRESUPUESTO

Los gastos que demanda el presente protocolo de estudio serdn financiados por
aportes de la Fundacion Delfina Baratelli en lo que hace a los gastos de procesamiento
de las muestras y por la beca Adolfo H. Aztiria que financia a la Dra. Maria de los
Angeles Procacci Rios.
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