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Abreviaturas

6-OHDA: 6-hidroxidopamina.

ALL: (Siglas en inglés) Leucemia linfoblastica aguda.

AML: (Siglas en inglés) Leucemia mielégena aguda.

CMM: Células madre mesenquimaticas.

CML: (Siglas en inglés) Leucemia mielégena cronica.

CMV: Citomegalovirus.

CLL: (Siglas en inglés) Leucemia linfocitica crénica.

CU: Corddn umbilical.

DM: Diabetes Mellitus.

DMEM: (En inglés; Dulbecco's Modified Eagle's medium).

DPBS: (En inglés; Dulbecco's Phosphate Buffered Saline).

EBV: Virus de Epstein-Barr.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

HBSS: Solucion salina equilibrada de Hanks.

HPV: Virus Papiloma Humano.

HUMSC: Células madre mesenquimaticas del cordon umbilical humano.
(En inglés; Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells).

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular. (En inglés; International
Society Cellular Therapy).

JCML.: (Siglas en inglés) Leucemia mielégena cronica juvenil.

MDS: (Siglas en inglés) Sindromes mielodisplésicos.

NCM: Medio condicionado neuronal.

PBS: Tampdn fosfato salino. (En inglés; Phosphate-Buffered Saline).
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

RPM: Rotaciones por minuto.

SCID: (Siglas en inglés) Inmunodeficiencia combinada severa.

SFB: Suero bovino fetal.
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(d SNC: Sistema Nervioso Central.

d STZ: Estreptozotocina.

O VHB: Virus Hepatitis B.

O VHC: Virus Hepatitis C.

[ VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.



Glosario

Amnios: Es una fina membrana que envuelve y protege al embrion, esta
lleno de liquido amniotico, permite los movimientos fetales, ofrece
proteccion contra eventuales golpes, ya que feto flota en el liquido
amnioético. Ademas permite que las sustancias de desechos ingresen a la

circulacion materna para su eliminacion.

Axonotmesis: Rotura anatomica del axdn con poca rotura de tejidos

conectores.

Células de Schwann: Se define como células gliales que se encuentran
en el sistema nervioso periférico que acompafian a las neuronas en su
crecimiento y desarrollo de su funcion. Recubren a los axones de las

neuronas formandose una vaina aislante de mielina.

Citometria de flujo: Corresponde a una técnica biofisica basada en la
utilizacion de luz laser, se emplea en el recuento y clasificacién de las
células segun sus caracteristicas morfolégicas, presencia de

biomarcadores y en la ingenieria de proteinas.

Colageno: Es una sustancia proteinica que se encuentra en el tejido
conectivo, 6seo y cartilaginoso, por la accién del calor se convierte en

gelatina.

Corion: Es la membrana fetal que estd en contacto directo con el
endometrio del Utero, recubre el saco coridnico. Se encuentra formado
por el sincitiotrofoblasto, el citotrofoblasto y el mesodermo
extraembrionario. En su superficie se forman las vellosidades coridnicas

para el intercambio de sangre materna y del embrién/feto.
-7 -



Embrioblasto: Se considera parte del blastocisto embrionario que

desarrolla tres capas germinativas constituyentes del embrién.

Gelatina de Wharton: Tejido conectivo, laxo y mucoso que esta
compuesto por células mesenquimatosas y cumple la funcion de rodear y

dar soporte a los vasos sanguineos del cordon umbilical.

Glioma: Es un tipo de neoplasia que se produce en el cerebro o médula

espinal. Se llama glioma, ya que surge a partir de las células gliales.

Histocompatibilidad: Semejanza entre dos o mas tejidos a nivel de sus
caracteristicas genéticas e inmunoldgicas. La histocompatibilidad es
imprescindible para el éxito de un trasplante de érganos o sangre entre
un donante y un receptor. En caso que no se presente esta

caracteristica, se produce el rechazo.

PBS: (phosphate buffered saline) Es una solucion tapon empleada en la
investigacion biologica, bioquimica y de inmunologia diagnoéstica. Es
acuosa y salina, contiene cloruro sédico, fosfato sodico, cloruro de

potasio y fosfato de potasio.

Pellet: Denominacion genérica utilizada para referirse a pequefas

porciones de material aglomerado o comprimido.

Péptido C de insulina: Producto de degradacién que se crea cuando se
produce y secreta la hormona de insulina. Cuando el pancreas produce
insulina, comienza como una molécula grande que se divide en dos
partes: Insulina y péptido C. La funcion de este ultimo no se conoce. El
analisis péptido, permite establecer si el cuerpo esta produciendo

insulina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro_s%C3%B3dico
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosfato_s%C3%B3dico
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro_de_potasio
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro_de_potasio
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_potasio&action=edit&redlink=1

Placenta: Organo intermediario durante la gestacion entre la madre y el
feto, se adhiere a la superficie interior del utero y del que nace el cordon
umbilical. Consiste en una masa esponjosa, adherida al utero, a través
de esta se establece el intercambio de oxigeno y sustancias nutritivas

entre la madre y el embridn.

Rotor: Es el componente que gira (rota) en una maquina eléctrica, sea
ésta un motor o un generador eléctrico. Junto con su contraparte fija, el
estator, forma el conjunto fundamental para la transmision de potencia en

motores y maquinas eléctricas en general.

Sarcoma de Kaposi: Tumor maligno del endotelio linfatico causado por
el Virus del sarcoma de Kaposi. Sus signos son lesiones de color rojo
azulado, planas o elevadas y con una forma irregular, sangrado por las
lesiones gastrointestinales, dificultad para respirar por las lesiones

pulmonares y esputo con sangre también por las lesiones pulmonares.

Sitagliptina: Es un inhibidor de la enzima dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4)
para el tratamiento de la diabetes de tipo 2, activo por via oral. Los
inhibidores de la DPP-4 son una clase de agentes que actdan por un
aumento de los niveles de las hormonas incretinas activas. Al inhibir la
enzima DPP-4, la sitagliptina aumenta los niveles de 2 hormonas
incretinas activas conocidas, el péptido-1 simil al glucagén (GLP-1) y el
péptido insulinotropico dependiente de la glucosa (GIP). Las hormonas
incretinas regulan fisiolégicamente los niveles de glucosa en la sangre al
aumentar la respuesta insulinica de las células pancreaticas beta y al
inhibir la secrecion de glucagon de las células pancreaticas alfa cuando
los niveles de la glucosa sanguinea estan normales o elevados. Estos
efectos no se observan cuando la glicemia estd baja. La sitagliptina
difiere en estructura quimica y accion farmacologica de los analogos del

GLP-1, la insulina, las sulfonilureas, o las meglitinidas, las biguanidas, los
-9-
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agonistas del receptor gamma del peroxisoma activado por proliferador
(PPAR), los inhibidores de la alfa-glucosidasa y los anélogos de la
amilina. Es un medicamento indicado como un complemento de la dieta y
el ejercicio para mejorar el control de la glicemia en los pacientes con

diabetes mellitus tipo 2.

Sobrenadante: La Real Academia Espafiola lo define como “Mantenerse
encima del agua o de otro liquido sin hundirse.”(1) Es decir, el
sobrenadante es la fase liquida superior que aparece cuando se
centrifuga una muestra, de modo que al centrifugar uno obtiene el

sobrenadante arriba y el precipitado o pellet abajo.

Telomerasa: Es una enzima formado por un complejo proteina-acido
ribonucleico con actividad polimerasa, esta presente en las células de la
linea germinal, en tejidos fetales y en ciertas células madre poco
diferenciadas. Permite el alargamiento de los telomeros, se encuentra
presente en organismos eucariotas unicelulares. La telomerasa es
reprimida en las células somaticas maduras después del nacimiento,
produciéndose un acortamiento del telémero después de cada division

celular.

Tripsina: Enzima peptidasa, rompe los enlaces peptidicos mediante

hidrolisis para formar péptidos de menor tamafio y aminoacidos.

Trofoblasto: Se define como envoltura externa que recubre el embridn
humano, colabora en la formacién de la placenta. Es una membrana
concéntrica al amnios, que lo envuelve, tal como a las demas

membranas fetales.
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Introduccion

El cordéon umbilical humano es una fuente prometedora de células madre
mesenquimales (HUCMSCs). A diferencia de las células madre de la médula
0sea, HUCMSCs tienen un procedimiento de recoleccion indoloro vy
propiedades de auto-renovacion mas rapidos. Diferentes protocolos de
derivacion pueden proporcionar diferentes cantidades y poblaciones de células
madre. Estas poblaciones de células madre también se ha informado en otros
compartimentos del cordon umbilical, tales como el revestimiento espinal, el
tejido perivascular, y la gelatina de Wharton. HUCMSCs son fuentes no
controversiales en comparacion con las células madre embrionarias. Ellos
pueden diferenciarse en las tres capas germinales que promueven la reparacion
de tejidos y modular las respuestas inmunes y las propiedades anti-cancer. Por
lo tanto, son agentes autdlogas o alogénicas atractivos para el tratamiento de
canceres solidos y blandos malignas y no malignas. HUCMCs también puede
ser la capa alimentadora para que las células madre embrionarias u otras

células madre pluripotentes.

La medicina regenerativa es un campo emergente e interdisciplinario que utiliza
las células madre para la reparacion de tejidos u 6rganos dafiados estructural
y/o funcionalmente. Aborda en su generalidad tres areas de trabajo: terapia
celular, ingenieria genética y la de tejidos; todas tienen como fin comun la
regeneracion de tejidos dafiados, la creacion de 6rganos para trasplante,
entregar solucién a problemas genéticos y la curacion de enfermedades que no

tienen tratamiento.

En la actualidad, el uso de células madre en terapias y tratamientos se
encuentra en la etapa de implementacion. Es por lo que en Chile ain no existe

una regulacion en relacién a esta temética, so6lo se define lo que es autélogo.
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Sin embargo, las limitaciones constitucionales respecto de la vida que esta por
nacer, implica la prohibicion de experimentar con embriones sélo con fines de
investigacion o tratamiento terapéutico que luego implique su destruccién, por lo
gue se generan implicaciones éticas derivadas de la posibilidad de ser
utilizadas en generacion de clones o produccion de embriones in vitro sélo para
rescatar células y ocuparlas en el area de la medicina. Sin embargo, esto ha
favorecido que no existan limitaciones en relacion al uso de investigaciones con

las células madre adultas.

Las células madre constituyen en el presente una promesa de cambios y
progresos en diversas patologias para las cuales todavia no se ofrecen
soluciones. Desde esta perspectiva, los avances se establecen en funcion de
un solo parametro: su aplicacion en el campo terapéutico; ya sea
perfeccionando u ofreciendo nuevas alternativas al tratamiento de
enfermedades o condiciones de salud que ya se estan tratando con células
madre, o bien, abriendo nuevos campos de aplicacion de esta clase de terapia.
Es importante que la poblacion forme parte de estas nuevas areas de
investigaciébn y cuenten con el conocimiento para decidir posibles usos y

tratamiento en un futuro.

La siguiente tesis bibliografica tiene como objeto recopilar informacion en
relacion a la obtencién, procesamiento y aplicaciones terapéuticas de las
células madre mesenquimaticas derivadas de cordén umbilical. La informacién
utilizada es obtenida de diferentes estudios y documentos de estudio de la
tematica, la que con previa revisién especifica de cada uno, se desarrollan de
acuerdo a lo mencionado anteriormente. Todo con el fin de responder de la
siguiente pregunta investiga: ¢De qué manera se ha trabajado con las células
madre mesenquimaticas de la Gelatina de Wharton del cordén umbilical

humano en la medicina regenerativa hasta el afio 20147

-12 -
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Objetivos

Objetivo General:

Recopilar informacién en relacion a la obtencion, procesamiento y
aplicaciones clinicas de las células madre mesenquiméticas de la

Gelatina de Wharton del cordén umbilical.
Objetivos Especificos:

= Encontrar bibliografia atingente en relacion a la obtencion,
procesamiento y aplicaciones clinicas de las células madre

mesenquimaticas de la Gelatina de Wharton del cordén umbilical.

= Seleccionar informacion sobre la obtencion y procesamiento de
las células madre mesenquimaticas de la Gelatina de Wharton del

cordén umbilical.

= Hallar en la revision bibliografica aplicaciones clinicas de las
células madre mesenquiméaticas de la Gelatina de Wharton del

cordén umbilical.
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Marco tedrico

La fecundacién es el proceso donde se fusionan los gametos femenino y
masculino con el fin de dar origen a una nueva vida. En humanos, treinta horas
después de la fecundacion, el cigoto sufre su primera division mitotica, dando
origen a dos blastdmeras, las que continlan su division celular hasta tener
entre doce y dieciséis blastbmeras (morula). En ese momento se produce la
compactacion. Esta consiste en una serie de divisiones celulares en una zona
interior de la moérula (embrioblasto) y una zona exterior de esta misma
(trofoblasto). ElI embrioblasto (ver glosario) se encarga de formar el embrion y el
trofoblasto (Ver glosario) se encuentra determinado a la formacion de anexos

embrionarios.

La zona del trofoblasto que esté sobre el embrioblasto forma la parte fetal de la
placenta (ver glosario) y el resto que queda rodeando la gran cavidad celémica
origina dos membranas: el corion (ver glosario) y el amnios (ver glosario), éstas
rodean al embrion en desarrollo. En el momento que todo el liquido ingresado
se ubica en una cavidad Unica, la estructura se denomina blastocisto.
Consiguiente a esto, se pierde la zona pellcida y el blastocisto se adhiere a la
mucosa uterina al sexto dia para asi, poder fijarse completamente el dia

catorce, lo que se define como implantacion.

El orden del embrioblasto en dos estratos se define como pregastrulacion. El
estrato se diferencia en hipoblasto y epiblasto, este corresponde a células
cilindricas y altas que son ubicadas por dorsal, son capaces de formar las tres
capas germinativas (ectodermo, mesodermo y endodermo). El hipoblasto

corresponde a células cubicas o planas, ubicadas ventralmente.
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El ectodermo, mesodermo y endodermo se definen como capas germinativas
ya que partir de ellas se generan todos los tejidos del organismo. El ectodermo
origina el sistema nervioso central, nervios periféricos, la epidermis y sus
derivados. Del mesodermo se forma  tejido muscular, 0seo, dermis,
cartilaginoso, sistema circulatorio, renal y reproductor. Y por ultimo, el
endodermo se encarga de la formacion de los pulmones y aparato digestivo,

incluidas sus glandulas anexas (higado y pancreas).

Durante la formacion del embridon se encuentran distintos tipos de células que
dan origen a otras nuevas con mayor grado de diferenciacién, dentro de las
cuales se menciona a las células madre, esto se conoce como especializacion

celular.

Las células madre son aquellas que estdn dotadas simultdneamente de la
capacidad de autorrenovacion y de originar células hijas comprometidas en
determinadas rutas de desarrollo. Este tipo celular se convertira en linajes
especializados debido al proceso de diferenciacion facilitado por su plasticidad
celular. Cabe destacar que mientras mas se diferencian estas células, su
potencialidad va en disminucién y llegan a ser un tipo celular que sélo puede
formar una linea. Las células madre se clasifican en totipotente, pluripotente,
multipotente y unipotente, las que ademas se pueden clasificar segin su

potencial de diferenciacion correspondiente.

» Células madre totipotentes: Son un tipo celular capaz de generar un
organismo completo, tanto los componentes embrionarios, como los
extraembrionarios (placenta). Si se implanta una de estas células en el
Gtero se puede originar un feto y por consiguiente un nuevo individuo.

» Células madre pluripotentes: Pueden producir la mayor parte de los
tejidos de un organismo; aunque estas células pueden producir cualquier
tipo celular, pueden llegan a formar un organismo completo, pero no los

tejidos extraembrionarios.
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= Células madre multipotentes: Son aquellas que pueden formar su propia
capa embrionaria o las células madre 6rgano especifica. Originan un
organo especifico en el embrion y también en el adulto.

= Células madre unipotentes: Son aquellas capaces de diferenciarse en un

solo tipo celular.

El primer tipo de células madre que se detectan son las totipotentes en el
cigoto. En segundo lugar se encuentran las células madre pluripotentes, que se
establecen en el epiblasto, luego las multipotentes y por dltimo en la

reproduccion celular se encuentran células madre unipotentes.

Existen cuatro tipos de células madre segin donde se originen: embrionarias,

germinales, fetales y adultas.

a. Las células madre embrionarias son obtenidas a través del blastocisto,
éste se encuentra conformado por una capa externa llamada trofoblasto
y tiene aproximadamente setenta células. Su capa interna es definida
como masa celular interna o embrioblasto y consta de treinta células,
siendo las células madre embrionarias que dan origen a tejidos y
organos.

b. Las células madre germinativas se obtienen de los esbozos gonadales
del embrion que se encuentran en la cresta gonadal, los que daran
origen a los 6vulos y espermatozoides.

c. Las células madre fetales provienen de tejidos y érganos fetales, como
por ejemplo: sangre, pulmén o higado, aunque en la actualidad su origen
no esta esclarecida en su totalidad.

d. Por dltimo, las células madre adultas provenientes de tejidos y érganos
adultos encargadas de reparar tejidos dafiados o en desgaste tales como
el higado, piel o sangre, por ejemplo, las células madre hematopoyéticas
de la médula 6sea y las células madre mesenquimaticas encontradas en

sangre periférica, médula 6sea, grasa corporal y corddén umbilical.
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Las células madre mesenquimaticas (CMM) en especial las células
obtenidas del cordon umbilical, son las que seran abordadas en esta

tesis bibliografica.

Corddn Umbilical

El cordon umbilical es un conducto tubular de aproximadamente cincuenta
centimetros que cumple la funcion de conectar la placenta con el feto, esta
formado por una vena umbilical encargada de llevar la sangre arterial, y dos
arterias umbilicales que tienen la funcion de transportar la sangre venosa. Estos
tres vasos sanguineos estan unidos por la Gelatina de Wharton (Ver glosario),
este constituye un tejido conectivo y mucoso embrionario que se extiende
desde el epitelio amniético y los vasos umbilicales. Se compone de células del
estroma similares a miofibroblastos, fibras de colageno y proteoglicanos. Las
fiboras de colageno, entrelazadas y pequefias hacen tejidos dispuestos para
formar un esqueleto suave y continuo que recubre los vasos umbilicales. La
gelatina tiene muy poco colageno, indicando un estado primitivo de este tejido.
Al interior se encuentra el acido hialurénico, que forma un gel hidratado
alrededor de los fibroblastos y fibrillas de coldgeno manteniendo arquitectura
del tejido del corddén umbilical y protegiéndolo de la presion. Las células del
cordon umbilical tienen la capacidad de proliferacion y diferenciacion,

correspondiendo asi a caracteristicas de una célula madre.

Ademas de los conductos venosos, arteriales y su tejido conectivo, la estructura
del corddén umbilical incluye también un conducto que posee restos del saco
vitelino o alantoides, tejido fibroblastico de revestimiento de los vasos

sanguineos y epitelio amniético.
Se han identificado cuatro fuentes de células madre en el cordéon umbilical:

a. Amnioblastos: Células que proceden de la membrana amnidtica y

recubren el tejido conectivo del cordon umbilical formando un epitelio.
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b. Células progenitoras hematopoyéticas de la sangre del cordén umbilical:
Pueden diferenciarse en cualquier tipo de células sanguineas (glébulos
rojos, glébulos blancos y plaquetas).

c. Células vasculares de la vena umbilical: Se encuentran las células
subendoteliales y endoteliales de la vena.

d. Células madre de la Gelatina de Wharton del Cordén umbilical: Se
distinguen tres poblaciones celulares: perivasculares, zona intervascular
y de la region subamnidtica. Estos tipos celulares poseen diversos
grados de diferenciacion celular, potencial de diferenciacion y capacidad

proliferativa.

Las CMM son células madre adultas pluripotentes, se definen capaces de
diferenciacion en mdultiples linajes celulares de origen mesodérmico, como por
ejemplo tejido adiposo, condrocitos, entre otros. Para ser clasificadas como tal,
deben cumplir condiciones o parametros basicos definidos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT o Internacional Society Cellular
Therapy). Estos son: ser células adherentes, no presentar marcadores
hematopoyéticos, monocitos, macréfagos y linfocitos B y expresar marcadores
tales como CD73, CD90 y CD105, entre varios.

Se distinguen diversas ventajas de este tipo celular, las mas destacadas son su
elevada actividad de telomerasa (Ver glosario), la que permite una
incrementada capacidad de proliferaciéon y mayor rapidez de expansion en los
cultivos celulares; baja expresion de moléculas del complejo de
histocompatibilidad (Ver glosario) mayor clase | y ausencia de expresion del
complejo de histocompatibilidad mayor de clase Il, es a consecuencia de esto
gue el huésped no deberia desencadenar una respuesta inmune de rechazo

contra el injerto.
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Las caracteristicas mencionadas postulan a este tipo celular como un excelente
candidato para la medicina regenerativa y el tratamiento de enfermedades
como enfermedad de Crohn, reparacion y regeneracion de huesos y cartilago,
lesiones medulares causadas por traumatismos, cirugia reconstructiva (piel,
trAquea, mamas, entre otros, intervenciones de corazon (infartos y creacion de
vélvulas cardiacas), el uso en malformaciones y/o desérdenes genéticos. Todas
las aplicaciones se estan actualmente investigando y buscando implementarse

de la manera mas anticipada.

Existen diversas limitaciones en lo que respecta a la obtencién de las CMM
derivadas de gelatina de Wharton, considerando que en la actualidad los
hospitales no cuentan con tratamientos consolidados con células madre

mesenquimaticas.

La obtencién de CMM en otras fuentes como la médula 6sea, pulpa dental y
tejido adiposo se vuelve complejo ya que se debe recurrir a procedimientos
invasivos y solo se tiene el momento del parto para obtener las derivadas de

cordén umbilical.

Estas células tienen la capacidad de reparar tejidos lesionados, modular
reacciones inmunes, y posee habilidad inmunosupresora. Se han utilizado para
tratar distintos tipos de enfermedades y desOrdenes ya que cumplen con
diversas aplicaciones clinicas previamente estudiadas e investigadas en
animales y humanos. Se involucra en esto defectos craneofaciales, reparacion
del miocardio, inhibicion de la expresion de las moléculas involucradas en la
presentacion de antigenos, diabetes tipo |, enfermedad de Chron,
enfermedades degenerativas, entre otras. De acuerdo a lo anterior,
investigadores de la Universidad de Toronto y el Hospital Princess Margaret, en
el afio 2012 descubrieron que las células mesenquimaticas de cordon umbilical
tienen una eficacia superior que el tratamiento habitual (células de la médula
Osea) para reparar el dafio provocado en el musculo cardiaco tras un infarto,

cuando son inyectadas directamente en el area afectada.
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El Dr. Kearting sefiala "Confiamos en que este descubrimiento provoque que
cada vez menos pacientes desarrollen complicaciones o fallos cardiacos

provocados por la disfuncion de su muasculo cardiaco tras un infarto”.

En el centro Beike biotechnology asociado con el Better Being Hospital en
Bangkok han estado trabajando con células madre mesenquimaticas del cordon
umbilical en el tratamiento del Autismo y sefalan lo siguiente: “Nuestro centro
de tratamiento en Bangkok, dirigido por el Dr. Torsak Tip-pairote, esta
actualmente ofreciendo tratamiento especializado complementario para
pacientes con Autismo y Desordenes del Espectro Autista. Nuestro tratamiento
avanzado con células madre es ahora estimulado por la Medicina Funcional,
donde los sintomas autistas son vistos como una consecuencia de algunos
desequilibrios funcionales, como por ejemplo: desregulacion inmune,
acumulacion de metales toxicos en el cuerpo, metabolismo energético béasico,
deficiencia nutricional y desequilibrios hormonales. Estos desequilibrios se
derivan principalmente de factores ambientales y del estilo de vida del paciente

y de la interaccion con la predisposicion genética de cada individuo”.

La mayoria de los pacientes con autismo que Beike ha tratado, ha sido
utilizando una combinacién de células madre obtenidas de la sangre del cordén
umbilical, células madre mesenquimales del cordon umbilical, rehabilitacion y
medicina funcional. Las mejoras fueron ostensibles en cuanto a su ‘“interaccion
social, mejora en la comunicacion verbal y no verbal, el lenguaje y la mejora de
la capacidad de aprendizaje, redujeron su comportamiento repetitivo, tuvieron

un mejor desarrollo mental y mejora en el tono muscular’. (2)

Segun “The leukemia & Lhymphoma Society”, Agosto 2007: “El primer
trasplante exitoso de células madre de la sangre del cordon umbilical se realizé
en Paris, Francia, en 1988. El paciente era un nifio con anemia de Fanconi, un

tipo de anemia genética que es potencialmente mortal.
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Actualmente ya se han realizado trasplantes de células madre de la sangre del
cordon umbilical con éxito a pacientes (en su mayoria nifios) con 70 tipos de
enfermedades, entre las que se incluyen la leucemia linfocitica aguda (también
denominada ‘leucemia linfoblastica aguda” o ALL por sus siglas en inglés),
leucemia mielégena aguda (AML por sus siglas en inglés), sindromes
mielodisplasicos (MDS por sus siglas en inglés), leucemia mielégena cronica
(CML por sus siglas en inglés), leucemia mielégena croénica juvenil (JCML por
sus siglas en inglés), leucemia linfocitica cronica (CLL por sus siglas en inglés),
linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, neuroblastoma, talasemia, inmunodeficiencia
combinada severa (SCID por sus siglas en inglés), sindrome de Wiskott-Aldrich,
y enfermedades metabdlicas como la adrenoleucodistrofia y el sindrome de
Hurler, y anemia aplasica grave. Hasta el momento, en todo el mundo, se han
llevado a cabo mas de 5,500 trasplantes de células madre de sangre del cordon
umbilical de donantes no emparentados y varios cientos de donantes

hermanos”.

Actualmente no esté esclarecido el tiempo exacto en que se pueden mantener
congeladas y almacenadas las células madre mesenquimaticas, pero si se sabe
gue se han conservado por diez afios, luego han sido trasplantadas, sin perder
su efectividad, por lo que las intervenciones que se han realizado con ellas han

sido un éxito.

En el siglo XXI, el negocio de las célula madre va en ascenso, ya que la
poblacion cada vez estd més interesada en el tema de mantener su “salud” y la
de sus hijos mediante la conservacion de células madre derivadas de tejidos
como musculo, grasa, médula 6sea, placenta y hasta sangre de cordén
umbilical, para asi tener la oportunidad y asegurar un posible tratamiento para

enfermedades degenerativas como: Leucemia, Alzheimer y Cancer.
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Método

Resumen que indique que prequnta se intentd resolver con la busqueda:

La busqueda tuvo como objeto hallar diversos estudios que introdujera en su
tematica a las células madre mesenquimaticas obtenidas de la gelatina de
Wharton de cordon umbilical. Se incluye obtencién, caracterizacion yl/o
utilizacion dentro de la medicina regenerativa, de esta manera se realiza un
andlisis en lo que respecta el area investigativa en la actualidad de esta area.
Los criterios utilizados para realizar esta busqueda fueron los siguientes:

= Revision bibliografica solo en idioma inglés.

= Desde el afio 2004 a 2014.

= No se emplearon limites de hojas de escritura.

= Criterio de elegibilidad con titulo de investigacion que hiciera referencia a
las células madre mesenquimaticas del cordon umbilical o gelatina de
Wharton.

= Al seleccionar archivos, se revis6 cada uno de ellos.

Estrategias utilizadas para el estudio:

- Tipo de disefio: Revision bibliogréfica.

- Limites de importancia: Se realiz6 una seleccion de documentos que
tuviesen como objetivo principal el estudio y utilizacién con células madre
provenientes de la gelatina de Wharton del cordén umbilical. Importante
que en los documentos deben haberse descritos o nombrados la
obtencion, procesamiento y aplicaciones en medicina regenerativa. Para
la seleccion de los archivos se leyeron los abstract con el fin de reducir la
busqueda a los que realmente hablaran del tema que se estudia en esta

tesis.
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Idiomas en gue se hizo la blusqueda:

La busqueda bibliografica se realizé en idioma inglés.

Cantidad v listado de publicaciones utilizadas para estudio:

Con las palabras claves utilizadas, resultaron 313 publicaciones.
Se determinaron como atingentes con la tesis bibliografica 59 de ellas.
(Ver Anexo 1y 2)

Definicién de numero de publicaciones:

El nimero de publicaciones revisadas y utilizadas es de 59.

Definir estrategia de blsqueda bibliografica:

Se utilizé el buscador PUBMED con las palabras claves. Definiendo determinar

cudl utilizar de acuerdo a cada resultado y su utilidad en el estudio.

Anédlisis de variabilidad, fiabilidad, validez de articulos incluido:

Los articulos utilizados fueron descargados de una base de datos que archiva
articulos médicos, estos son publicados en revistas cientificas y son

reconocidos por la comunidad profesional del area.

Cantidad de articulos seleccionados, obtenidos y descartados:

» Articulos seleccionados: 313

= Articulos obtenidos: 59 (originales 82)

»= Paginas no abrieron

= Errores en publicaciones

= No se acercaba a los contenidos de interés de para esta revision.
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(Articulos descartados: 131 por necesidad de compra y por falta
de atingencia con tema).

Titulo de la base de datos utilizados:

El titulo en buscador fue "Human Wharton’s Jelly Mesenchymal stem cells”

Fecha de la busqueda:

La busqueda bibliografica se realiz6 con fecha de 08/03/2015, la revision
completa de textos se realizd por las dos semanas consecutivas a la fecha
(desde 09/03/2015 hasta 22/03/2015).

ANos gue se consideraron de busgueda:

El parametro cronoldgico utilizado fue desde afio 2000 hasta afio 2015.

Términos gue se utilizaron para buscar: palabras claves:

Las palabras claves utilizadas en buscador fueron “Human Wharton’s Jelly

Mesenchymal stem cells”, se utilizé buscador PUBMED.
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Obtencidén de células madre

mesenquimaticas

En relacion a la obtencion de células madre mesenquimaticas derivadas de
cordén umbilical, se esclarece con la lectura de los estudios que hay distintas

maneras de realizarlo.

Aprobacion de Comité de Etica o Junta de Revision institucional

Hay publicaciones que dejan explicitamente definida la necesidad de
aprobacion previa por parte de una junta de revision o un comité de
investigacion especifico para poder llevar a cabo su investigaciéon. (3-7) En el
estudio Derivation efficiency cell proliferation, freeze thaw survival stem cell
properties and differentiation of human Wharton’s jelly stem cells, hace
referencia a lo siguiente: “Consentimiento informado a gestantes de embarazos
individuales o dobles, aprobado previamente por la Junta de Revisién
Institucional”. (8) También podemos encontrar investigaciones que para la
aprobacion del estudio, este debido pasar por el escrutinio de un Comité de
Etica (9-13), como en el siguiente enunciado: “Los cordones umbilicales se
recogieron con la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion local e
informado por escrito el consentimiento de las madres, en el NHS-Sangre y
Centro de Trasplantes, Hospital John Radcliffe, Oxford y el Banco de Sangre en
Londres.” (14)
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Consentimiento informado

Un requerimiento fundamental, muchas veces exigidos por los Comité de Etica
o0 Revision Institucional, es la realizacidon de un consentimiento informado ya
sea al donante mismo o a un tutor legal de éste, en cual se sefale los aspectos
relevantes de la investigacion como, los fines que apunta y los riesgos que

conlleva participar de ella.

Por ello, en su mayoria se solicitd autorizacion a madre o ambos padres
mediante un documento legal denominado consentimiento informado, siendo
este aplicado antes o después del nacimiento. En el estudio Islet like cluster
derived from mesenchymal stem cells in Wharton’s jelly of the human umbilical
cord for transplatation to control type 1 diabetes, se manifiesta lo siguiente “Se
realizd consentimiento informado a los padres previo a la recoleccion post parto
de los cordones”. (15) De igual manera en el estudio Transplation of human
umbilical mesenchymal stem cells from Wharton jelly after complete transection
of the rat spinal cord, refiere que “Previo al nacimiento se realiza
consentimiento informado a los padres”. (4, 5, 7, 10, 13, 16, 17) Sin embargo,
en diferentes estudios dicho consentimiento solamente se le pidié a la madre su
aceptacion. (8, 12, 14, 18-23) Exceptuando a lo anterior, se hallé aquellos que
refieren la aplicacion de un consentimiento informado, pero no especificando a

quien se le realizé, si a la madre, padre o ambos. (9, 11, 24-27)

Dentro de un determinado numero de investigaciones donde se firmaron
consentimientos informados, se declara seguir los principios de la Declaraciéon
de Helsinki, la cual declara una propuesta de principios éticos para
investigacion meédica, incluyendo la investigacion del material humano y de

informacion identificables.
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Es importante sefalar que los principios generales de esta declaracién son con
respecto al vinculamiento con la salud de los pacientes, considerando lo mejor
para ellos, siendo la investigacion con humanos la ultima opcion; si fuese el
caso que correspondiere a estudios con personas, el proposito principal es
comprender causas, efectos, evolucion de enfermedades y mejorar
intervenciones preventivas, diagnésticas y terapéuticas. En general se busca
sefalar los grupos de personas, los requisitos cientificos, comités de ética de
investigacion, privacidad, confidencialidad, consentimiento informado, uso de
placebos, estipulaciones post ensayos, publicaciones, intervenciones no
probadas, entre otras. (12, 24).

En término de los aspectos de inclusion, sélo en algunas investigaciones se
menciona que se realizaron analisis para descartar la presencia de ciertas
patologias en la gestante donante antes de la recoleccion del cordén umbilical,
se llevaron a cabo mediante examenes de laboratorio: VIH, VHB, VHC, HPV y
para Sifilis. Ejemplo de esto es el estudio Isolation and characterization of
human mesenchymal stromal cells derived from placental decidua basalis,
sefalando “Se realiz6 consentimiento informado a las madres de parto o
cesarea, descartando patologias infecciosas a través de pruebas de VIH, VHC y
HPV, a través del departamento de obstetricia afiliada Universidad de las
Ciencias Médicas en Shiraz’(20), algo similar refiere otro estudio: “El corddén
umbilical se obtuvo, con previo consentimiento informado a los participantes, de
la primera parturienta sana, con embarazo de término, y so6lo cuando las
pruebas para la hepatitis B, sifilis o VIH fueron negativos”. (22) Otra publicacién
incluyé pruebas mucho mas especificas donde se analizaron en el donante,
ademas de las pruebas ya mencionadas, se incluyé pruebas para el
citomegalovirus (CMV) y el virus de Epstein-Barr (EBV). (12)
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Tipo de gestacién y via de parto

Al término de la revision queda claro que no hay criterios en comun, cada
estudio determina el tipo de parto y condiciones obstétricas que aceptara para
el estudio respectivo. Se aprecia que entre los diferentes estudios difieren unos
de otros, siendo que estos requisitos pueden ser un factor incidente al momento
de obtener células madre mesenquimaticas del cordon umbilical. Se

encontraron estudios donde se aceptaban gestaciones Unicas o gemelares,

“Consentimiento informado a gestantes de embarazos individuales o dobles...”
(3, 8); “Los cordones umbilicales humanos de ambos sexos se obtuvieron de los
nacimientos a término (dos pares de gemelos fraternales) con el consentimiento
informado de la madre después de que cualquiera cesarea (11 de 14) o un
parto vaginal normal y asépticamente almacenadas a 4 ° C en estéril salina
hasta su procesamiento”. (23, 28) En ciertos estudios, soOlo pueden ser
cordones umbilicales obtenidos de partos (29), otros incluyen sélo ceséarea (3,
9, 11, 13, 30-37) y otros pueden incluir ambas vias (20, 21, 23, 27), tal cual
como lo menciona en la investigacion Increased proliferation and analysis of
differential gene expression in human Wharton’s jelly-derived mesenchymal
stromal cells under hypoxia, en donde “...cordones umbilical de recién nacidos

de término (RNT) producto de parto normal o cesarea.” (25)

Pocas publicaciones no determinan la via del parto. (4, 5, 26, 38) En uno de
estos casos, no se determina, porque la obtencion de corddén umbilical se
realiz6 a través de un Banco de Células Madre, pero se puede presumir que
dicho banco proporcioné algunos aspectos relevantes a los investigadores,
expresando lo siguiente: “El cordon umbilical se obtuvo de una madre sana, de
la edad 26 afos, nacido término sano y sin historia familiar genética, sin
antecedentes de cancer, no hepatitis B (VHB), hepatitis Virus C (VHC), virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de Epstein-Barr (EBV),

citomegalovirus (CMV) y la sifilis en suero.” (12)
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Como lo sefalado en ultimo enunciado, la gran mayoria de las investigaciones
tenian como preferencia utilizar cordones de recién nacidos de término, es decir
igual o mayor a 37 semanas de gestacion. (3-5, 9, 11-13, 22, 23, 25, 27, 29-31,
33-36, 38-40)

Cabe destacar que un estudio incluyé en sus condiciones, cordones umbilicales
que corresponden a recién nacidos de pretérmino de entre 27 a 36 semanas a

través de cesarea. (3)

Ademas se encontrd investigaciones como por ejemplo: Mesenchymal stem
cell from Wharton jelly of umbilical cord segments provide stromal support for
maintenance of cord blood hematopoietic stem cells during long term ex vivo
culture, que dentro de su criterio de inclusion establecia como requisito a los
recién nacidos sanos, sin dar una explicacion o definicién especifica de que es
considerado “sano” para el estudio, pudiendo ser un factor limitante si se
considerara replicar dicho estudio. (6, 10) Situacion similar se da en otros
estudios, pero aportaron mayor informacion, sefialando que eran término, es

decir la duracién que habian tenido en el periodo gestacional. (12, 30, 35, 39)

Solo uno de los estudios revisados no presentd mayor informacion en
comparacion a los anteriores, no se sefiala ni el tipo de donante, caracteristicas
de inclusién, tipo de gestacién, tipo de parto, ni realizacion de un
consentimiento informado, sélo expresando: “Donantes aprobados por comités

correspondientes.” (41)

Utilizacion de técnica estéril en la recoleccion del cordén umbilical

En los estudios revisados en la recoleccion, algunos hacen mencion a la
utilizacion de técnica estéril durante la obtencion. En los siguientes enunciados
se hace referencia a la técnica utilizada: “Cordones umbilicales humanas se

obtuvieron a partir de recién nacidos de término por cesarea después se
- 29 -



manejaron en condiciones estériles en banco de tejidos.”(36); “Muestras de
cordon umbilical humano se recogieron asépticamente de RNT productos de
partos normales.” (29); “...los cordones recogidos asépticamente de embarazos
de término sanos...” (39); “...asépticamente almacenada en solucién salina
estéril...”. (4, 5, 23) Entre los que utilizaron técnica aséptica, se hall6 una
publicacién, en la cual ademas indicé el uso de solucién salina exactamente
Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Ver glosario), en espafol tampén fosfato

salino, junto con 1% de penicilina y estreptomicina. (42)

Algunos articulos sefialan que posterior a la recoleccion, se utilizaron
soluciones salinas especificas para mantener en O¢ptimas condiciones la

muestra de cordon umbilical recolectada. Como por ejemplo “...los cordones
umbilicales humanos frescos se obtuvieron después del nacimiento y se
almacenaron en solucion salina equilibrada de Hanks durante 1-24 horas antes
de la elaboraciéon de tejidos para obtener células mesenquimales” (7);
“...cordones umbilicales humanos frescos obtenidos...Se recogen en solucién

salina equilibrada de Hanks”. (4, 5, 14, 36)

De forma excepcional no se utiliz6 cordones umbilicales en algunos estudios.
Para obtener las células objetivo se contactd con una empresa llamada
Promocell, esta comercializa amplias gamas de células primarias, cultivos
celulares, entre otras, por lo que se obtuvieron células madre mesenquiméaticas
del corddén umbilical directamente. En el estudio Use of hybrid chitosan
membranes and human mesenchymal stem cells from the Wharton jelly of
umbilical cord for promoting nerve regeneration in an axonotmesis (Ver glosario)
rat model, en la investigacion Promoting nerve regeneration in a neurotmesis rat
model using porly (DL-LACTIDE- e- CAPROLACTONE) membrane and

mesenchymal stem cells from the Wharton’s jelly: In vitro and in vivo analysis y
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Effects of human mesenchymal stem cells isolated from Wharton’s jelly of the
umbilical cord and conditioned media on skeletal muscle regeneration using a
myectomy model, refirieron que “MSC Humanos de la gelatina Wharton del
cordén umbilical (HUMSC) fueron adquiridos de PromoCell GmbH”. (43-45)

En otro estudio, sucede un hecho similar, este, no s6lo manifiesta la utilizacion
de células madre de la misma empresa nombrada, sino que también especifica
claramente el lote que se utilizo y el cédigo del producto, “MSC de la gelatina de
Wharton del CU fueron adquiridos de PromoCell GmbH (C-12971, lote niUmero:
8.082.606,7)” (46), lo que hace mas factible una posible replicacion del estudio,
ya que las células serian obtenidas de la misma manera, sin posible afecciones
como puede ocurrir en obtencidn experimental de un corddn umbilical directo.
Ciertos estudios hacen mencion a los Hospitales o Instituciones donde se
obtuvieron las muestras, como son los estudios realizados en el Hospital
Shanghai Oriental Afiliado a la Universidad de TongJi, en China (35) o
Departamento de Obstetricia y Ginecologia en Sunnybrook, Centro de Ciencias
de la Salud, el cual es un Hospital afiliado a la Universidad de Toronto (37) o en
el Hospital Dr. I. Cantacuzino de Rumania (38), entre otros. (3, 9-11, 13, 28, 36)
En otro, s6lo menciona la afiliacion del centro de investigacibn con el
departamento de obstetricia de sin nombrar a qué hospital pertenece dicho

departamento. (20)

Se revisé solo un uUnico estudio ubicado geograficamente en un Hospital
chileno, dicha investigacion titulada como Endothelium Trans Differentiated from
Wharton's Jelly Mesenchymal Cells Promote Tissue Regeneration: Potential
Role of Soluble Pro-Angiogenic Factors, sucedid en el Hospital Guillermo
Benavente de Concepcion. Demostrando que es viable llevar un estudio
investigativo de este tipo en el pais, es decir con células madre y ademas
pudiendo ser implementado en un hospital publico. (39)

El resto de las investigaciones fueron realizadas en distintos paises, tales como:
Portugal, Canadé, Brasil, China, Inglaterra, Rumania, lItalia, Suiza, Iran, entre

otros.
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Procesamiento del corddn umbilical
y las células madre

mesenquimaticas

Una de las etapas fundamentales de las investigaciones es el procesamiento
debido a que es en donde se utilizan y manipulan las células madre. Los
resultados que se obtengan en esta fase, influyen directamente en el objetivo

final de la investigacion.

El procesamiento es donde se prepara la materia prima, se cultivan las células y
un gran listado de acciones. Cabe destacar que en la actualidad y ratificado a
partir de esta revision bibliografica, no existe un protocolo estandarizado para el
procesamiento, de hecho, cada investigacion se realiza a través de
conclusiones obtenidas de otros estudios o pilotajes previos realizados, es por
lo que al momento de realizar una investigacion con células madre es realmente
trascendental alcanzar ciertos resultados que estan claramente definidos por
Internacional Society Cellular Therapy (ISCT). Esta sociedad definié tres
criterios minimos a considerar para cuando se trabaja con células madre

mesenquimaticas (CMM), los cuales son:

= Células Madre deben ser adherentes en cultivo.

= Deben expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en
ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CDA45,
marcadores de monocitos, macréfagos y linfocitos B.

» Las CMM deben ser capaces de diferenciarse in vitro

» en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo

= condiciones estandar de cultivo.
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En resumen, luego de haber logrado comprobar estos tres criterios, se puede
corroborar que se esta trabajando con células madre mesenquimaticas, es por
ello, que la gran mayoria de los estudios bibliograficos revisados verifican
dentro de su investigacion el haber obtenido los criterios minimos mencionados

anteriormente, siendo la fuente de obtencion lo Unico que cambia.

Posterior a la comprobacion de los criterios, se comienza con el objetivo
primordial que posee cada investigacion, pudiendo ser s6lo comprobar la
obtencién de CMM de corddn umbilical, provocar algin efecto terapéutico o

una posible aplicacion en la medicina regenerativa.

Como ya se ha sefalado, no hay forma especifica de trabajar con este linaje
celular, es por ello que a continuacion se ird definiendo las distintas formas
utilizadas por los diversos investigadores, obtenidas por medio de la busqueda

bibliografica de 59 estudios con sus respectivos analisis.

I.  Transporte del cordén umbilical de la zona de obtencién al

laboratorio

Dentro la revisién bibliografica de los 59 estudios, se encontraron solo dos
estudios en donde se enuncia bajo qué condiciones se realiz6 el transporte del
CU del lugar de obtencion al laboratorio, se cita: “Cordones se almacenan a 4°C
en 0,9% de solucion salina estéril (Suero fisioldégico) o salina equilibrada de
Hanks para transporte a laboratorio.”(35); “Se lavé bien en medio de transporte

(PBS) para eliminar la sangre y luego proceder a cortar el cordén.” (8)
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[I. Lavado del cordén umbilical y/o CMM del cordén umbilical

Mediante la lectura de los documentos, post recoleccion, el siguiente paso que
se menciona es el lavado de cordon umbilical, en el cual se menciona la
utilizacion de soluciones, que pueden ser solucién salina estéril, solucion

equilibrada de Hanks, o tampdn fosfato salino mas conocido como PBS.

a) Lavado del cordon umbilical y/o CMM con PBS

El PBS (Ver Figura n°l), es una solucion salina equilibrada compuesta de:
Cloruro de Sodio, Cloruro de Potasio, Fosfato disédico y Fosfato monopotésico.
Se utiliza para una variedad de aplicaciones de cultivo de células, como por
ejemplo, células de lavado antes de la disociacién, medio de transporte para
células, diluir las células para el recuento y para la preparacion de los reactivos.
PBS se formula sin calcio y magnesio para el enjuague quelantes a partir del

cultivo antes de la disociacion celular. (47)

La Solucion Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) constituye una solucion
amortiguadora de pH cominmente empleada para procedimientos bioquimicos.
Su osmolaridad y concentracion de iones (Cl- , Nat+ y K+) es muy semejante al
liquido extracelular de los mamiferos. Esta solucién se prepara a partir de
Cloruro de Sodio, Fosfato de Sodio y, en algunas formulaciones, con Fosfato de
Potasio. Esta soluciébn es isoténica y no-toxica para las células de los

mamiferos.
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Figura N°1 “PBS”

Usos del PBS:

El PBS se emplea como vehiculo neutro para células, ya que no modifica
el perfil de expresion y funcionamiento celular normal por lo que es
comunmente usada para lavar células a través de centrifugacion.

El PBS puede ser empleado como diluyente para métodos de
desecacion de biomoléculas, ya que las moléculas de agua presentes en
el PBS se adhieren alrededor de la biomolécula permitiendo inmovilizarla
a una superficie sélida. Esta monocapa de agua evita que la biomolécula
sea desnaturalizada (o sufra modificaciones conformacionales) en el
proceso de desecacion. Los amortiguadores a base de carbonatos
también son empleados para este procedimiento, aunque con menor
éxito.

También es empleado como referencia espectral para procedimientos de
elipsometria por absorcion proteica Esta solucibn puede ser
complementado con aditivos para procedimientos especificos. La adicién
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), por ejemplo, permite
disgregar células cuando estas forman agregados. La incorporacion de
Zinc, no obstante, no es recomendada ya que provoca la precipitacion de

otras sales constituyentes. (48)
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En las investigaciones en que los lavados fueron realizados con PBS,

expresaron lo siguiente:

En algunos se lavo el cordon umbilical completo, como por ejemplo: “Todo el
cordon se lavé en fosfato estéril solucion salina tamponada (PBS)” (9, 28, 40) e
incluso podemos encontrar articulos donde se especifica que dicha accion se
realiz6 dos o mas veces: “El cordén umbilical se lavd con tampoén fosfato

solucion salina (PBS) dos veces.” (12)

Ademas hubo un caso particular donde se utiliz6 PBS pero suplementado con
calcio y magnesio llamado Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Ver
Figura n°2). El DPBS se puede utilizar para proporcionar un sistema tampon
para mantener los medios de cultivo celular en el intervalo de pH fisioldgico,
para el riego, el transporte, o diluir el fluido mientras se mantiene la tonicidad y
la viabilidad celular. Incluyendo el calcio y el magnesio versiones libres para el

lavado células antes de la tripsinizacion. (26, 49)

Figura N°2 “DBPS”

También el PBS puede ser utilizado en combinacion con antibidticos, como
penicilina, estreptomicina, etc. “Se enjuagd en PBS estéril suplementado con 4
mg/ml de anfotericina B, 20 mg/ml de gentamicina, 100 U/ml de penicilina'y 100

mg/ml de estreptomicina, se coloca en placa Petri estéril.” (35)

En algunos el proceso de lavado, fue ulteriormente de haber obtenido las

células separadas de todo el tejido excedente.
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“Las células se lavaron dos veces con PBS y se sembraron en placas de cultivo
regulares en medio de cultivo fresco, las células no adherentes se descartaron
en el dia siguiente.” (24) “Las células se enjuagaron una vez en tampon fosfato
salino (PBS)” (5, 11, 50) “Después de 48 horas de incubacion, las células fueron
lavadas con PBS.” (34)

Solo en uno de los estudios, lo sefialado queda a la interpretaciéon del lector, ya
gue no especifica si dicho lavado es realizado en el cordon o a las células u otra

cosa. “Los sustratos se sumergen en PBS.” (51)

En algunos estudios se explica que la finalidad de lavado del corddn, tenia
como objeto eliminar todo resto de sangre. “Los vasos sanguineos se lavaron
exhaustivamente con solucién de PBS. Los tejidos restantes fueron cortado en
pequefios fragmentos (1x1x2mm?), que se lavaron por la solucién de PBS.”
(32); Después de la obtencion de los 27 CU, se procesan dentro de las 24
primeras horas, se deben lavar con PBS, previo al retiro de los vasos
sanguineos.” (46); “Las piezas se lavaron 2 o 3 veces usando PBS estéril, para
eliminar la sangre. La vena umbilical se lavé con PBS estéril usando una jeringa

estéril de 10 ml para eliminar la sangre y coagulos de sangre.” (10)

El lavado con PBS también podia ser utilizado para diluir, aumentar las
concentraciones volumétricas para trabajar con las células o disminuir su
viscosidad. “Las células se lavaron 3 veces mediante dilucion con PBS para
dar un volumen final de 50 ml por tubo.” (6) “El sobrenadante (Ver Glosario),
después se diluyé con PBS para reducir la viscosidad de la suspension.” (13,

14); “Y se lavo en PBS para obtener suspensiones de células” (52)

En algunos casos el lavado con PBS ocurrié después de otros procedimientos
gue se describirAn mas adelante, como por ejemplo luego de la citometria de

flujo (ver glosario), tinciones o centrifugacion, entre otros.
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“Las células se lavaron 3 veces en PBS luego de la citometria de flujo.” (18);
“Las células tefiidas con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) anticuerpo
secundario se lavaron 3 veces con PBS.” (18); “Las células tefiidas se re-

suspendieron en PBS.” (44)

Ademas se puede determinar en un caso particular, la empresa que le proveyo
el PBS, como Sigma-Aldrich. “Las células en cultivo se tripsinizaron, se lavaron
y se re-suspendieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS; Sigma-
Aldrich; Louis, MO, EE.UU.)” (17)

b) Lavado del corddn umbilical con solucién salina equilibrada de

Hanks

La solucion salina de Hanks, es un preparado para usos de laboratorio, analisis,
investigaciones y quimicas finas. Compuesto por cloruro de sodio, cloruro de
potasio, glucosa, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro de calcio
dihidrato, fosfato de sodio hidrégeno, fosfato monopotésico y carbonato acido
de sodio.

Esta solucién se empleé fundamentalmente post recoleccion de los cordones,
para mantener la viabilidad celular (14, 25, 35) y para evitar el proceso de
desecacion al momento de manipular el corddén durante la extraccion de vasos
sanguineos, como en los siguientes casos: “Se recogen en solucion salina
equilibrada de Hanks. Vasos del CU se retiraron cuando aun estaban en
solucién salina equilibrada de Hanks” (36); “Los cordones umbilicales humanos
se recogieron en solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS) a 4 ° C. Después
de la desinfeccion en etanol al 75% durante 30 segundos, los vasos del cordon
umbilical se despejaron fuera cuando aun estaba en HBSS.” (42). También
hubieron casos en donde se utilizé esta solucion como medio para transportar

los cordones “Cordones se almacenan a 4°C en 0,9% de solucién salina estéril
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o salina equilibrada de Hanks para transporte a laboratorio” (35) incluso en una
investigacion le agregaron antibioticos a la solucién “Los cordones umbilicales
fueron transportados al laboratorio en solucion salina equilibrada de Hanks que

contiene 1% de penicilina/estreptomicina”. (52)

c) Lavado del cordon umbilical y/o CMM con solucidn salina estéril

Tanto como el PBS y la solucidén de Hanks, son soluciones salinas, por ellos es
importante determinar que la solucién salina estéril que se hace alusion en este
acapite es al suero fisiolégico o también conocido como cloruro de sodio al
0,9%.

En comparacion con las otras soluciones, esta es la menos empleada, de hecho
solo se divis6 en 6 investigaciones, siendo ocupada de manera similar que las
anteriores soluciones. “Posterior desinfeccién con etanol al 756% durante 30
segundos. Cordones se almacenan a 4°C en 0,9% de solucién salina estéril...
para transporte a laboratorio” (35); “El cordén se enjuagé varias veces con
solucién salina estéril.” (23, 53); “La sangre del cordon se lavé con solucion

b2

salina fisiologica, la vena y las arterias umbilical se eliminaron” “Después de la
filtracion, las suspensiones de células se centrifugaron con un tubo de
centrifuga de 50 ml durante 3 min a 728 xg, descargando el sobrenadante y
lavar con solucién salina normal 4°C. El procedimiento se repiti6.” (22); “[...]
asépticamente almacenado en solucion salina estéril y procesada dentro de 6

horas de parto.” (4, 5)

[1l. Extirpacion de los vasos sanguineos del cordén umbilical

A continuacion algunos investigadores, procuraron sacar los vasos sanguineos,
ya que como se explicé anteriormente, las células madre mesenquimaticas no
producen factores hematopoyéticos, por ende si se mantienen los vasos

sanguineos, puede alterar el resultado, debido a que en la citometria de flujo,
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procedimiento que explicaremos mas adelante, se expresaran dicho
marcadores no correspondientes a CMM. De hecho, en dos estudios deja en
manifiesto dicho fin, expresando “Posteriormente, los vasos sanguineos fueron
eliminados para evitar la contaminacion de las células endoteliales.” (10); “[...]

evitar contaminacion de glébulos rojos [...]". (54)

Este proceso, podemos verlo reflejado de 3 maneras, las investigaciones que
solo mencionan que retiraron los vasos, las que explican cémo lo hicieron y las
que no enuncian nada al respecto. Con respecto a ultimo, existe cierta cantidad
de investigacién donde no se hace alusion a este procedimiento, lo que deja la

interrogante si este se realiz0 y se omitié o realmente no se hizo.

Los estudios que explican como se prosiguid con esta accién, se encuentran a
continuacion: “Se elimina arterias y vena, mediante diseccion en roma, tejido de
corddon umbilical restante (incluye Gelatina de Wharton) fue cortado en cubos de
0,5 cm®.” (35); “Los vasos sanguineos se eliminaron manualmente” (23, 39, 46,
53); “Arterias y venas fueron quirdrgicamente eliminadas para evitar
contaminacion de globulos rojos, se obtuvieron explantes de gelatina de
Wharton, estos fueron diferidos en colagenasa tipo | y tripsina (Ver glosario).”
(54); “El corddn se cortd a lo largo del eje horizontal y se retiraron los vasos
sanguineos.” (33); “Aproximadamente 6 cm del corddn fue disecado para
obtener arterias, vena, gelatina de Wharton y cordén de revestimiento.” (28) Es
importante recordar que como se vio en el titulo anterior de soluciones, algunos
vasos fueron retirados aun cuando permanecian en dichas soluciones. (36, 42)

El resto de los estudios Unicamente comentaron su realizacién. “Arterias y vena

umbilicales se retiraron.”(4-7, 15-18, 22, 34, 44, 50, 52)

Cabe seinalar que hay estudios donde al mismo tiempo que se retiraron los
vasos sanguineos se elimind o despojo de la membrana o epitelio amniotico por
el cual estd envuelto el cordon umbilical. “La membrana fue despojada del

cordon umbilical, y los vasos sanguineos del cordon umbilical (dos arterias y
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una vena) se eliminaron para retener la gelatina de Wharton.” (22); “La gelatina
de Wharton fue aislada de los cordones umbilicales después de diseccion y la

eliminacion de las arterias umbilicales, vena y epitelio amniotico.” (38)

IV. Diseccion del cordén umbilical

Ya habiendo limpiado todo el cordon umbilical, se prosigue con el corte de este,
0 en ciertos casos particulares, el raspado de este, todo esto no solo con el fin
de aminorar el tamafio del cordon umbilical, el cual el tamafio de la muestra
puede ser bastante variado y en ningun de los documentos ha sido sefialado el
tamafo real que se obtuvo de la muestra inicial, sino también para exponer la
gelatina de Wharton a los diversos medios o procesos y también facilitar la

accion enzimatica que se realiza posteriormente.

Si clasificamos los estudios, podemos dividirlos en 3 secciones, la primera
segun tipo de corte pudiendo ser longitudinal o cubico, segun tamafio del corte
y segun instrumental ya que estan las disecciones realizadas con tijeras y
bisturi, la cual no se utilizara para explicar los datos obtenidos de esta revision,
debido a que solamente un estudio sefiala haber usado tijeras para cortar el
cordon umbilical y porque no todas las investigaciones comentan que
instrumental se utiliz6. También podemos agregar una cuarta clasificacion
considerando como se ha dicho en el parrafo anterior como diseccion al

raspado del tejido.

a) Cortes cubicos del cordén umbilical segun tamairio:

Segn lo revisado en los estudios tenemos cortes cubicos, de 1-2mm?, 2-3mm?,

0,5cm® a 1cm?.
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o Cortes cubicos del cordén umbilical de1 a2 mm3

“Se corta en trozos de 1 a 2 mm®.” (26, 52); “Sus compartimentos se pica
manualmente en fragmentos pequefios 1 - 2 mm® sembrado en placas de
cultivo de tejidos tratados.” (50); “Otras porciones de las muestras del cordén
umbilical se cortaron en pequefios fragmentos (1x1x2 mm?3).” (32); “La gelatina
de Wharton fue procesada dentro de las 24 horas de recogida y se corta en

trozos de aproximadamente 1mm? para el cultivo.” (17, 22)
o Cortes clbicos del cordén umbilical de 2 a 3 mm?®

“Los cultivos fueron obtenida de cada region que se peso, cortados en trozos
pequefios (~2mm?®) con un bisturi estéril.” (28); [...] los cordones se cortaron en
2 a3 mm?¥. (39)

o Cortes clbicos del cordén umbilical de 0,5a 1 cm?®

“El tejido mesenquimal fue cortado en cubos de aproximadamente 0,5 cm>.”(15,
16, 35, 42); “Tejido mesenquimal en gelatina de Wharton fue cortado en cubos
de 0,5 a 1 cm®[...J” (36); “[...Jluego con unas tijeras en diseccionado en piezas

de aproximadamente 1cm? en el volumen.” (12)

b) Cortes longitudinales del cordon umbilical segun tamafio:

o Cortes longitudinales del cordén umbilical de 1,5 cm

“Luego se corta en piezas mas pequefias de longitud de 1,5 cm.” (8); “Cortado
en trozos pequefios (aproximadamente 1,5 cm de longitud), que se seccionaron
longitudinalmente finalmente para exponer la gelatina de Wharton por debajo de

la membrana amniética.” (40)
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o Cortes longitudinales del cordon umbilical de 2 a 3 cm

“Luego se corta en 2-3 cm de longitud [...]". (34)
“Una porcién del cordon umbilical se corta en segmentos de aproximadamente

3 cm de largo.” (6)

o Cortes longitudinales del cordon umbilical > o igual 4cm

“Piezas de cordon, de 4 a 5 cm de largo, estaban diseccionado retirando
primero el epitelio de la CU seccion a lo largo de su longitud para exponer el
Gelatina de Wharton subyacente.” (13)

“Se corté en secciones de aproximadamente 5 cm.” (10, 33)

o Otras circunstancias encontradas en relacién al corte del cordén

umbilical

“Se cortaron longitudinales de 2 a 4 cm [...]” (23) En este mismo estudio
ademas paso por otro proceso de diseccion luego de la accion enzimatica, en el
cual el tejido se trituré con una pinza para liberar las células individuales de

CMM de corddn umbilical y se eliminaron grandes piezas de tejido.

Otras s6lo se menciona que el cordon umbilical se disecciond sin especificar
medida exacta, o solo haciendo alusién que fue realizado con suavidad, o en

pequefios trozos. (9, 37, 38, 46)

En uno de los estudios, no explica cual fue el eje de corte de corddén, o que
instrumento fue el que utilizo, sélo que se disecciond el cordon en tamafos
pequefios ‘[...] el tejido mesenquimal expuesto se corta en trozos muy
pequefios 0 explantes, aprox. 1-2 mm, antes de colocarlos en una placa de
cultivo de tejidos.” (53)
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c) Raspado de la Gelatina de Wharton

“l...] el tejido mesenquimal se raspo de la gelatina de Wharton con un bisturi

[...I"(7)

“Cordones fueron diseccionados por el corte en el epitelio de la seccion de
cordon umbilical para exponer la gelatina de Wharton subyacente. Cada
recipiente, con su matriz gelatina de Wharton circundante, se diseccioné a cabo
utilizando bisturis y los extremos de cada recipiente diseccionado atados juntos
con una sutura para formar un corte helicoidal, de la que se recogieron las
células perivasculares. Las células en la gelatina de Wharton que rodea se
rasparon del tejido y se recogen en un tubo separado y se denominan células
de la gelatina de Wharton.” (14)

V. Accidn enzimatica en el tejido mesenquimatico para su

disgregacion

Un paso importante para la obtencién de células y posterior cultivo celular es
aislar células de un mismo tipo a partir de un tejido conformado generalmente
por células de diversos tipos. Este paso consiste en separar la matriz
extracelular, la cual estd compuesta por diferentes tipos de moléculas, entre las
cuales se pueden encuentran los proteoglicanos, polisacaridos como el acido
hialurénico, y proteinas como el colageno, laminina, fibronectina, fibrina y
elastina, que mantiene unidas a las células. Para lograrlo, la muestra de tejido
es tratada con diversas enzimas proteoliticas como tripsina y colagenasas que
degradan las proteinas de la matriz. También se utilizan agentes como EDTA

gue secuestran al idn calcio, del cual depende la adherencia celular.
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De esta manera y con ayuda de una suave agitacion, se logra obtener una
suspension celular que contiene a todas las células existentes en el tejido

tratado enzimaticamente. (55)

Cuando se habla de accién enzimatica en esta revision, se hace referencia al
uso principalmente de dos enzimas, colagenasa y tripsina, ambas utilizadas en
las distintas investigaciones con la finalidad de disociar las células madre
mesenquimaticas de todo el excedente, ya sea de su matriz extracelular,
epitelio amnidtico y/o algun resto de células endoteliales de los vasos
sanguineos propios del corddn y desadherir a las células adherentes de los
matraces. Cabe destacar que también hubo casos donde dichas enzimas
fueron complementadas con otra enzima llamada hialuronidasa, siendo soélo
unos pocos casos u otro complemento EDTA, con el objeto de potenciar el

efecto disociativo.

Las condiciones y forma de utilizacion, es variada entre las publicaciones,
siendo lo mas similar entre ellas la temperatura en la cual actud la digestion

enzimatica, siendo de 37°C.

Ademas una de las investigaciones hace entrever la diversas de formas que es
empleada la digestion enzimética, muy similar a lo que podemos observar en la
revision de los diversos articulos. “Las enzimas utilizadas para la digestion
varian desde la simple colagenasa a una combinaciéon de colagenasa e
hialuronidasa con o sin tripsina o colagenasa, dispasa Il e hialuronidasa. El

tiempo de digestion y las concentraciones variaron segun investigadores.” (50)

También se hace alusion al uso de suero bovino fetal (SFB) post la digestion
enzimatica con el motivo de inactivar accion producida por las enzimas y asi
evitar un exceso de disociacion que puede llevar a la muerte celular de las
células. Un ejemplo de esto es: “Después del tratamiento enzimatico, las células
se suspendieron en 10% de SFB.” (17)
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a) Utilizacién de la colagenasa en la accidén enzimatica

En las investigaciones se encontrd la utilizacion de tres tipos de colagenasa:
colagenasa |, colagenasa Il y colagenasa IV. Pero cabe la excepcion de
algunas publicaciones donde no queda detallado el tipo de colagenasa usada.
““Loops fueron tratados con solucion de colagenasa 1mg/ml (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) en HBSS a 37 ° C durante 4 horas.” (6, 13, 14, 16, 24, 39,
41)

También se expresa las marcas comerciales en variadas de las investigaciones,
Sigma y también la utilizacion de la marca Gilbo (14), un ejemplo de esto
podemos observar en siguiente enunciado: “Cada corte helicoidal, con su matriz
gelatina de Wharton circundante, ... y se incubaron en un 0,5 a 0,75 mg/ml de
colagenasa (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) con PBS (Gibco, Grand Island, NY,
EE.UU.) solucién durante 18 horas.” (4, 5, 9, 13, 14, 26)

Se puede ver la diferencia horaria en que se dejé actuar dicha enzima, en
relacion a la cantidad de colagenasa administrada, el uso complementario de
otra enzima, como en los siguientes enunciados: “Gelatina de Wharton se
dirigi6 con colagenasa 10 mg/ml (37°C durante 4 horas)”. (39); “Después se
incubaron con una mezcla de 0,26% de colagenasa tipo | y 0,07% de
hialuronidasa durante 2 horas.” (52) Pudiendo concluir que a mayor cantidad de
colagenasa utilizada, los tiempos de accion se reducen ampliamente, de igual

manera ocurre al combinar con otras enzimas.

o Colagenasa |

‘La gelatina de Wharton se corté en trozos pequefios con tijeras, luego se tratd
con colagenasa tipo 1.” (18)

“[...] se incubaron en 0,1% colagenasa tipo | [...].” (19)
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“El tejido picado se lavd dos veces DPBS y se sometio a digestion secuencial
con colagenasa I. Dicho tejido se incubd con 12,5 U/ml colagenasa | durante 12
horas a 37°C en bafio de agua agitando.” (G2)

“Las muestras se digirieron enzimaticamente durante 1 hora a 37 ° C con 3

mg/ml de colagenasa tipo I.” (26)

o Colagenasa ll

“Se digiri6 con 0,9 mg de colagenasa tipo Il /gramo tejido (Sigma, C6885) a 37 °

C durante una hora”. (9)

o Colagenasaly IV

“La gelatina de Wharton se coloca boca abajo en una placa de Petri que
contiene una solucion enzimética 1,5 ml de colagenasa tipo | y colagenasa tipo
IV.” (8)

b) Utilizacién de la tripsina en la accion enzimatica

A diferencia de la colagenasa, la tripsina no solo se usa para disociar sino
también para desadherir las células madre mesenquimaticas de la placa Petri o

matraces, ya que estas células son altamente adherentes al plastico.

Con el objeto de poder separar y traspasar las células a otros matraces para
aumentar cultivo celular, es decir poder expandirlas para alcanzar mayor
namero de células, se utiliza tripsina ya que por lo general, al emplear esta

enzima, se espera alcanzar una gran confluencia de las células.

‘Al final del segundo semanas el matraz confluente se sometié a pases por
0,05% de tripsina.” (33, 53)
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“Se separaron las células adherentes (paso 0) con 0,125% de tripsina y se

pasaron en el cultivo celular.” (12, 52)

“Se dirigieron células madre mesenquimales humana umbilical con 0,25% de
tripsina y luego se sembraron en frascos de cultivo a una concentracion de 2 x
105 / cm?® en medio neurobasal, suplementado con 20 ng/ml de factor de

crecimiento epidérmico.” (36)

“Las células se trataron con tripsina a 37 ° C durante 5 minutos con tripsina al
0,25% (15090-046, Gibco), y las células disociadas se resuspendieron en PBS.”
(25)

“Se digiere adicionalmente con 2,5% de tripsina (Gibco 15090-046) en 37°C
durante 30 min.” (15, 16)

“Las células adherentes y fragmentacion de tejido se enjuagan una vez con
PBS y se separan mediante una solucién de tripsina, seguido de lavado con el
medio.” (50)

2

“Cultivos celulares se tripsinizaron usando tripsina a 37°C durante 8 minutos.’
(54)

o Tripsinay EDTA

“Células adherentes se separaron usando una solucion de tripsina/ EDTA.” (39)

“Después de alcanzar 70% a 80% de confluencia, las células adherentes se
recogieron con tripsina por 0,05% de tripsina-EDTA (Gibco, Alemania); una

suspension de células se utilizé para experimentos posteriores.” (44)

“Cuando las células adheridas alcanzaron el 80% y el 90% de confluencia, / se

afiadio tripsina EDTA de digerir y el paso de las células. Para terminar la

digestion, seguido por 2,5 g/l de tripsina, y 5 min de centrifugacion a 840 xg
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durante 5 minutos y lavar dos veces con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). ” (22)

“Las células fueron disociadas de solucién de tripsina-EDTA, cuando llegaron a
80% -90% de confluencia. Las células adherentes se eliminaron mediante
tratamiento con tripsina al 0,25% durante 3 a 5 minutos, después se centrifugo.”
17)

‘Al 90% de confluencia, las células fueron cosechadas con 0,25% de tripsina

con EDTA (Gibco) y se pasa a un nuevo matraz de expansion.” (29, 43, 45, 56)

‘Las células se separaron usando tripsina (0,256% w/v) y EDTA (0,02% w/v) en
PBS (1:1 v/v).” (22, 46)

“En 90% confluencia, las células se cosecharon con tripsina al 0,25% con EDTA
(Gibco) y una suspensién de 1000 células/l se preparé en jeringas de insulina

para facilitar el procedimiento quirargico.” (29)

“Para el subcultivo, las células fueron separadas y se disociaron usando tripsina
(600 mg/ml) EDTA (200 mg/ml) solucion.” (10)

c) Uso en conjunto de la tripsina y la colagenasa en la accion

enzimaéatica

A pesar de que los estudios mencionan la utilizacion de ambas enzimas, es
decir tripsina y colagenasa, de por si no actian en conjunto, siendo el uso de

una primero y luego de otra.

“[...] se obtuvieron explantes de gelatina de Wharton, estos fueron diferidos en

colagenasa tipo | y tripsina.” (54)

“Tejidos gelatina de Wharton se aislaron del corddén umbilical y luego se
digirieron con colagenasa y tripsina” (24)
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“La matriz extracelular de WJ se raspo, tratados con 2 mg/ml de colagenasa IV
(Sigma) durante 16 horas a 37 ° C y luego con 2,5% de tripsina durante 30

minutos a 37 ° C, bajo agitacion.” (4, 5)

“Después se trataron con colagenasa (2 mg/ml) durante 16 horas a 37 ° C, se
lavaron, y se trataron con 2,5% de tripsina durante 30 minutos a 37 ° C con

agitacion.” (7)

“Despuées de la aspiracion de la fraccion sobrenadante, el precipitado (tejido
mesenquimal) se tratd con colagenasa a 37 ° C durante 18 horas, se lavo, y se

digiere adicionalmente con 2,5% de tripsina a 37 ° C durante 30 minutos”. (42)

d) Otras variantes encontradas en relacién al empleo de accion

enzimatica

o Hialuronidasa, Tripsina y Colagenasa: “El tejido se sumergié en un
coctel de enzimas (hialuronidasa, tripsina, y colagenasa) durante
45 a 60 minutos a 37 ° C.” (23)

o Hialuronidasa y Colagenasa: “Aislamiento MSC de WJ era
alcanzado ya sea por disociacion mecanica de generacién de
explantes de tejido de aproximadamente 2 mm? disociacion
enzimatica con colagenasa | y hyaluroni-Dase para la generacion
de sedimentos celulares Gelatina de Wharton.” (38, 52)

o Colagenasa, Tripsina y Acido etilendiaminotetraacético:  “El
precipitado fue disociado enzimaticamente durante 30 minutos a
37 ° C usando 0,075% de colagenasa tipo Il, seguido por digestion
con 0,123% de tripsina/acido etilendiaminotetraacético a 37°C
durante 30 minutos.” (36)

o Colagenasa, Tripsina y EDTA: “Aislamiento de células HUMSCs
se realiz6 mediante el uso de colagenasa tipo | y una solucién de

0,6 g/l de tripsina y 0,2 g/l EDTA” (40); “Fragmentos se
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seccionaron longitudinalmente y se trataron enzimaticamente con
colagenasa, tripsina y EDTA.” (41)

o Tripsina y Acido etilendiaminotetraacético: “Células alcanzan 80-
90% confluencia se separan por incubacion con 0,1% de tripsina +
1,0 mmol/L acido etilendiaminotetraacético en PBS durante 3
minutos.” (35); “Alcanzé el 70% de confluencia, por lo general
dentro de 1 semana, eran tripsinizaron con 0,05% de tripsina /
0,025% acido etilendiaminotetraacético en preparacion para el
subcultivo.” (37)

VI. Centrifugacién de CMM

La centrifugacion es una técnica de separacion que se utiliza para aislar o
concentrar particulas suspendidas en un liquido haciendo uso de la diferencia
de velocidad de desplazamiento segun su forma, tamafio o peso al ser

sometidas a una fuerza centrifuga.

La fuerza centrifuga es la que se ejerce sobre un cuerpo cuando éste gira
alrededor de un eje. Esta fuerza, cuya magnitud es directamente proporcional a
la masa del cuerpo, el radio de giro y la velocidad de giro (angular), es
perpendicular al eje y tiende a alejar el cuerpo del mismo. La fuerza centrifuga
puede acelerar el proceso de sedimentacion de particulas que tienen tendencia
a hacerlo espontaneamente (densidad superior a la del liquido), o en aquellas
gue tienden a flotar (densidad inferior a la del liquido). En este sentido, la
tecnologia actual permite llegar a fuerzas de centenares de miles de veces la
fuerza de la gravedad ‘1g’ es aproximadamente la fuerza centrifuga generada
por un rotor (Ver glosario) de 25 cm de radio girando a una revolucién por
segundo). (57)
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La centrifugaciéon se puede llevar a cabo a escala preparativa o escala analitica.
La primera se utiliza para aislar particulas para utilizacion posterior y la segunda
permite determinar propiedades fisicas como la velocidad de sedimentacion o el

peso molecular.

La centrifugacion preparativa se utiliza para separar particulas segun la
velocidad de sedimentacion (centrifugacion diferencial), la masa (centrifugacion
zonal) o la densidad (centrifugacion isopicnica). En el primer caso se obtiene un
liquido sobrenadante y un material sedimentado. En los otros dos casos las
particulas se distribuyen en fracciones de diferentes densidades de un fluido

liquido (centrifugacién mediante un gradiente de densidades).

Las particulas se pueden separar en funcion de la velocidad de sedimentacion
(centrifugacion diferencial), la masa (centrifugacién zonal) o la densidad
(centrifugacion isopicnica). La centrifugacion zonal y la centrifugacion isopicnica
constituyen ejemplos de centrifugacidon mediante un gradiente de densidades.
(58) También podemos clasificar a la centrifugacibn segun el rango de

velocidades.

Para realizar este proceso es necesario tener una centrifuga (Ver Figura n°3), la
cual consta de un motor, un rotor adaptado especialmente para poner tubos de
muestra y un compartimento donde esta alojado el motor para aislarlo del
exterior. Cuando la velocidad de giro es muy elevada, este compartimento es
totalmente estanco y se refrigera para poder trabajar al vacio y evitar el
calentamiento del rotor. Por otro lado, este recinto suele estar blindado para

evitar accidentes en caso de rotura del rotor. (59)
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Figura N°3 “Centrifuga”

Debido a su aplicacién, en este caso separar las células, en las investigaciones
revisadas se realiza una centrifugacion del material obtenido, con el fin separar
las células viables de las no viables, dejando adheridas al plastico el pellet (Ver
glosario) con las CMM vivas de aquellas que por los distintos procedimientos
han perdido su vitalidad o no son CMM en el sobrenadante. Usando una
centrifugacion de tipo escala preparativa.

Las investigaciones que hacen mencion a este proceso, particularmente lo
realizan para separar la mayor cantidad de células madre mesenquimaticas del
sobrenadante, generalmente post accidbn enzimatica. “Fragmentos se
seccionaron longitudinalmente y se trataron enzimaticamente con colagenasa,
tripsina y EDTA. Se recogieron por centrifugacion y se expandieron en medio de
cultivo” (41)

La velocidad de centrifugaciéon empleada al igual que en todos los demas
aspectos del procesamiento, tampoco existe un criterio en comun entre los
investigadores ya que se utilizan distintas rotaciones por minuto (rpm), por
ende diversos tiempos de accion. “Después de dilucion en PBS suspensiones
celulares se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos.” (35). “Células
mesenquimales se recuperaron, se centrifugé a 1000 g durante 30 minutos.”
(39). “Se centrifugé a 10.000 g durante 10 minutos.” (25). “Los sobrenadantes
se recogieron y se centrifugaron a 2000 g durante 20 min para eliminar los
desechos.” (60). “Las células lavadas se centrifugaron a 700 g durante siete

minutos y se sembraron en Matraces T25.” (13). “El WJSC se recogieron a
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continuacion, en recipientes estériles de 15 ml, se centrifugaron los tubos para
300 g durante 10 min” (8).

VIl. Incubacion de las CMM

La parte mas esencial durante el procesamiento es la incubacion, ya que el
crecimiento celular depende de las condiciones en las que se realice, siendo
fundamental proporcionar un ambiente Optimo para las células. Puesto que, el
mantenimiento y crecimiento de las células vivas en los laboratorios requiere
recrear dicho ambiente de soporte vital y evitar las influencias dafiinas, como
contaminacion de microbios y estrés mecanico. Las células crecen
normalmente en un medio de crecimiento, manteniéndolas en incubadoras para

cultivo celular con temperatura constante, humedad y mezcla de gases.

Dicho ambiente dentro de las investigaciones empleadas en esta revision, esta
conformado una atmésfera humidificada al 5% de CO2 a 37°C. (4, 5, 8, 10, 12,
16, 18, 22, 23, 26, 28, 32-35, 37, 38, 43-45, 51, 54, 56, 61)

Ademéas como se explicd es necesario incubarlas en un medio cultivo que
entregue los nutrientes que favorezcan su crecimiento y multiplicacion. Este
medio de cultivo se cambia con cierta frecuencia, segun los requerimientos del
cultivo celular. Uno de los medios mas utilizados es el DMEM, que contiene
1000mg/l de glucosa, ademas componentes adicionales como aminoacidos y
vitaminas. En ciertas oportunidades este medio es complementado con suero

bovino fetal al 10%.
Un método para comprobar la vitalidad de las células, es a través de la

microscopia Optica, pero este a su vez puede influir en la etapa de incubacion,

ya que producto de la necesidad de sacar el cultivo de la incubadora para su
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observacién, puede ocurrir efectos adversos como cambios drasticos de

temperatura o pH, que deben tratar de evitarse. (62)

VIIl. Tincion de las CMM con Azul de Tripan

En ocasiones los investigadores utilizan la tincion con azul de tripan para
realizar el conteo celular a través de la microscopia oOptica. (4, 5, 9, 12, 46, 52)
Dicho colorante también llamado azul diamina, azul nidgara o azul vital, es un
colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad de tefir tejidos y
células muertas. Por ende este colorante es uno de los mas empleados para
evaluar la vitalidad celular por exclusién de captacion, ya que las células que se
encuentran vivas no puede ser tefiidas con colorante, debido a que éste no
puede penetrar en la membrana celular de las células por encontrarse integras,

permitiendo asi en el conteo diferenciar las células vivas de las muertas.

Para llevar a cabo lo anterior, es imprescindible realizar una mezcla de la

suspension celular con la solucion de azul de tripan al 0,4%.

Como dato anecdético su nombre se deriva de su capacidad para matar a los

tripanosomas, parasitos causales de la Enfermedad de Chagas.

IX. Recuento celular de CMM

Para el conteo de las células es de utilidad como se dijo en el item anterior la
tincion con azul de tripan, pero para ello también es indispensable otro
elemento llamado hemocitometro de Neubauer (Ver Figura n°4), el cual es un
portaobjetos especializado que cuenta con una reticula conformada por
multiples divisiones de cuadrados de tres distintos tamafios. Primero se

encuentra seccionada por 9 cuadrados de 1 mm?, dentro de estos se hayan 16
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cuadrados de 0,0625 mm? y al interior de estos Ultimos 16 se encuentra 25
cuadrados mas de 0,04 mm? que estdn grabados con laser, es importante
sefalar que el cuadrado del centro que conforma a los primeros 9 cuadrados,
se halla mas aun dividido que el resto, puesto que tiene cuadrados mas
pequefios de solo 0,0025 mm? Estas divisiones permiten contar segin

cuadrante. (63)

Actualmente existen otros métodos mas tecnologicos que facilitan el recuento,
como software disefiado para ello, como ejemplo el software Cell-P de la

empresa Olympus.

Figura N°4 “Hemocitometro de Neubauer”

X. Citometria de flujo para el analisis de marcadores de superficie

celular de las células madre mesenquimaticas

La citometria de flujo representa un método rapido objetivo y cuantitativo de
analisis celular que implica medir las caracteristicas de dispersién de luz y
fluorescencia que poseen las células conforme se las hace pasar a través de un
rayo de luz.

Para su analisis por citometria de flujo, las células deben encontrarse
individualmente en suspensiéon en un fluido. Las células sanguineas pueden
analizarse practicamente de manera directa, las células de tejidos soélidos

deben primero dispersarse. (64)
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Las aplicaciones de la citometria de flujo son numerosas, lo cual ha permitido el
empleo de estos instrumentos de manera amplia en los campos, tanto de la

investigacion bioldgica como médica.

Esta revision brinda un panorama general de los principios basicos de la
citometria de flujo y la muestra como una herramienta reproducible y aplicable a
una gran variedad de campos médicos, asi como su empleo en el campo de las

enfermedades pulmonares.

En gran parte de los estudios se realiz6 citometria de flujo, en donde se citaran

a continuacion soélo algunos de ellos.

“Un millon de células de cada poblacion estaba utilizado para citometria de flujo.
Las células se tifieron directamente con (ficoeritrina) anticuerpos conjugados
contra CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD90, HLA-DR, CD105 y CD73”. (28)
“Por el analisis de citometria de flujo y la tincién doble con yoduro de propidio y
Calcein-AM antes y después de la criopreservacion”. (65) “Analisis de citometria
de flujo de marcadores de superficie celular MSC”. (3) “Se caracteriza célula
mediante citometria de flujo, las células mesenquiméaticas en cultivo se trataron
con tripsina, se lavaron y resuspendieron en solucion salina tamponada con
fosfato”. (35). “Identificacion de células madre mesenquimales umbilicales
humanas por andlisis de inmunofluorescencia y citometria de flujo de tincién se

describe en nuestros estudios anteriores”. (36)

Xl. CMM expuestas a rayos UV (Ultravioleta)

Se denomina radiacion ultravioleta o radiacion UV a la radiacion
electromagnética cuya longitud de onda estd comprendida aproximadamente
entre los 400 nm (4x10™" m) y los 15 nm (1,5x10°® m). Su nombre proviene de

gue su rango de radiacién, que empieza desde longitudes de ondas mas cortas
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que los humanos identificamos como el color violeta. Esta radiacion es parte

integrante de los rayos solares y produce varios efectos en la salud.

De los estudios revisados, tan sélo 3 de los documentos sefialan la exposicion
de las células madre derivadas del cordon umbilical a los rayos ultravioleta, en
donde se utilizé rayos UV para fijar la lamina de poliacrilamida para que ésta
después pueda ser incubada segun protocolo. A continuacién se cita lo

siguiente:

= “Después de la exposicion a la luz UV durante 10 minutos dos veces
seguidas, la lamina de poliacrilamida se lavé dos veces y se incubd con
una solucion de colageno tipo | (0,2 mg / ml) durante la noche a 4 ° C”.
(51)

También se utilizé para la exposicion de cultivos tratados con nitrato de plata al
1%. Se cita lo siguiente:

» “Los cultivos se trataron a continuacion con solucion de nitrato de plata al

1% y se expusieron a luz UV durante 45 min”. (46)
Por otro lado, la luz UV se utiliz6 como medio de fotografia:
= “ElI DNA amplificado se separo por electroforesis a través de un gel de

agarosa al 1%, se tifieron, y se fotografié bajo luz ultravioleta”. (7)

XIl.  Utilizacién de PCR para la busqueda de expresién de genes

especificos dependiendo de la investigacion

PCR es una sigla que en inglés significa “polymerase chain reaction” y su

traduccion su significado es reaccion en cadena de polimerasa. Es una técnica

desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran namero
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de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria
basta partir de una Unica copia de ese fragmento original, o molde.

La PCR en tiempo real (RT-PCR o qPCR) es una variante de la PCR, utilizada
para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de
la amplificacién de acido desoxirribonucleico (ADN), dicho en otras palabras, es
empleado para verificar la presencia de algunos genes segun el interés de la
investigacion. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR convencional, un
molde de ADN, al menos un par de cebadores especificos, dNTPs, un tampén
de reaccion adecuado, y una ADN polimerasa termoestable; a dicha mezcla se
le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que, en un termociclador
que albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la
longitud de onda apropiada, que permita medir la tasa de generacién de uno o

mas productos especificos.

Los resultados de la PCR en tiempo real se basan en la deteccion y
cuantificacion de los marcadores fluorescentes a lo largo de la reaccion de la
PCR. Esto permite conocer la cantidad de fluorescencia emitida durante la fase
exponencial de la reaccién, donde un aumento significativo del producto de la
PCR se correlaciona con la cantidad inicial de ADN o ADNc en estudio. Para
obtener estos resultados, los valores umbral de ciclo (Ct) deben ser obtenidos.
Anteriormente, un umbral adecuado debe ser fijado de forma automatica (por el
software) o manualmente (por el operador). Los valores Ct son determinados
por la identificacion del ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente se eleva por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la
reaccion de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esta representado por el ciclo
en el cual la produccion de fluorescencia cruza el umbral establecido. Es
importante considerar que un valor Ct superior a 40 ciclos indica que no hay
amplificacion y por consiguiente no deben incluirse en los calculos. En la

actualidad hay software que puede determinar valores Ct mediante un analisis
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matematico de la curva de crecimiento pudiendo tener asi una mejor

reproducibilidad en las pruebas de PCR a tiempo real. (66)

De todos los estudios revisados, la gran mayoria presenta utilizacion de PCR
con diferentes sistemas y tecnologias de maquinas para PCR.

A continuacion se puede observar las citas de diversos estudios que trabajan
con células madre mesenquimaticas derivadas del corddén umbilical y que

utilizaciéon sistema PCR:

» “La expresion de Runx2, osteocalcina y colageno tipo | después de 14
dias de cultivo en tres diferentes sustratos se determind posteriormente
por el tiempo real PCR (Ensayos de IDs: Hs00231692 m1l,
Hs01587814 g1, Hs00164004 m1l, Applied Biosystems) utilizando un
7500Fast Tiempo real PCR System (Applied Biosystems)” (51)

» “PCR se realizé usando la enzima Seleccion PCR Kit - alta especificidad
siguiendo del fabricante instrucciones: 2 | de ADN molde, 0,5 | de los
cebadores mezclar (200 nM concentracién final) y 22,5 | de la Platinum

Super Mix se mezclaron” (11)

» “Para validar la resultados de microarrays, se realizé en el analisis QRT-
PCR tres regulada hacia abajo (p53, HSPE1 y HIST1H3C) y tres genes
regulados arriba (IL1B, CREBBP y LYN) como evidenciado por los
experimentos de microarrays, utilizando el servicio de limpieza GAPDH
gen como control interno para normalizar las expresiones relativas de

genes diana”.(4)

» “La deteccion de los productos de amplificacion de PCR se realiz
mediante el fraccionamiento por tamafo el 2% electroforesis en gel de
agarosa. Para verificar la presencia de las células fetales en estos

cultivos, RT-PCR se realizé para identificar Sry (region determinante del
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sexo gen Y) mRNA. El ARNm total fue extraido a partir CD105 (+) /
CD31 (-) / KDR (-) células derivadas de CU de hijos varones” (46)

“Expresiones transcripcional de GATA-4, c-TNT, a-actina, y Cx43 genes
se determinaron mediante PCR en tiempo real de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Transcripcidon niveles se normalizaron al
nivel GAPDH humano correspondiente. Después de la diferenciacion
miocardica, PCR en tiempo real mostr6 que los genes de miocardio
GATA-4, c-TnT, a-actina, y Cx43 se detectan tanto en AFSCs y células
diferenciadas WJ-MSC” (17)

“Analisis Q-PCR mostr6é que la expresion Nurrl se incrementé alrededor
de 40 veces en HUMSCs transducidas con Nurrl después de 24 horas
de modificacion. Para caracterizar adicionalmente la induccion Nurrl
mediada por células dopaminérgicas, PCR en tiempo real se utiliz6 para
evaluar las expresiones de genes especificos implicados en la sintesis

de dopamina y el transporte”. (25)

“Para confirmar el perfil de expresion génica obtenido por TLDA, un
namero seleccionado de genes fueron sometidos a analisis cuantitativo y
semi-cuantitativos de RT-PCR. Amplificaciones cuantitativas se llevaron
a cabo por duplicado utilizando SYBR mezcla maestra verde. Las
reacciones de PCR se realizaron en un ABI Prism 7500HT vy el software
SDS v2.1 se utilizd para analizar los resultados. Todas las mediciones se
normalizaron por 18S rRNA. Productos semi-cuantitativos RT-PCR se
resolvieron en 1,5 a 2% en gel de agarosa y las densidades de bandas

se cuantificaron utilizando el software GeneTools”. (31)

“El tiempo real, analisis de PCR de la muestra se llevo a cabo con la

ayuda de F-410 Dynamo HS SYBR mezcla maestra verde utilizando
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QuantStudio 12 K sistema flex-PCR en tiempo real. Beta actina se utilizo

para la normalizacion de los niveles de expresion génica”.(33)

Sdlo en cuatro documentos de toda la literatura revisada, se menciona sélo que

se utilizé PCR en tiempo real. Se permite citar las siguientes citas:

= “Se utilizé PCR en tiempo real”(60)

= “Se utiliz6 PCR” (10, 32, 52, 53)
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Aplicaciones clinicas de las células

madre mesenquimaticas

Las células madre han sido estudiadas por su gran capacidad en la utilizacion a
nivel de la medicina regenerativa. Muchas de sus aplicaciones aun se
encuentran en investigacion, pero se les considera con un futuro prometedor, ya
que a partir de la revision realizada se aprecia como en la mayoria de las
publicaciones se sugiere como satisfactorio el estudio experimental realizado en

animales.

Hay estudios que sefalan una amplia gama de aplicaciones clinicas
potenciales, tales como: tejido 6seo, cartilago, musculo esquelético y de
regeneracion nerviosa, se adiciona también el tratamiento de fibrosis hepatica,
diabetes el tipo 1, valvula del corazon y la reconstruccion de las cuerdas
vocales. (38) Se observé también que las CMM del cordon umbilical mostraron
citotoxicidad contra glioma (ver glosario) y Sarcoma Kaposi (Ver glosario). Las
células madre mesenquimales de cordén umbilical suprimen el crecimiento de
células cancerigenas de la mama. (26) Ademas que las propiedades inmunes
que posee, permiten ampliamente el trasplante alogénico. (61)

+ Diferenciacion a Condrocitos, Adipocitos y/o Osteocitos

Estd demostrado que las CMM de cordon umbilical tienen la capacidad
de diferenciacion en osteocitos, condrocitos y adipocitos, volviéndose
una caracteristica inherente en ellas. La mayoria de los estudios
comprueban las células obtenidas, no sélo por la caracterizacion sino

también diferenciandolas en estos tipos celulares.
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+« Diferenciacion en tejido perteneciente al sistema musculo-esquelético

Las células son capaces de diferenciarse in vivo hacia el linaje miogénico
y contribuir al proceso de regeneracion muscular. Se ha demostrado que
tienen potencial para la miogénesis en la terapia regenerativa del
musculo cardiaco. (29) En contradiccibn con lo expresado en otro
estudio, el cual deja en manifiesto que las células madres derivadas de
la gelatina de Wharton no son candidatas ideales para reparacion de
tejido dafiado en corazon por infarto al miocardio, el motivo es que la
dificultad de la generacion de cardiomiocitos in vitro, tenido asi un bajo
potencial terapéutico. (14)

En un estudio se comprob6 que a las dos semanas de la inyeccion de
células en el mdasculo tibial anterior, dafiado previamente con
bupivacaina, el musculo esquelético parecia completamente reparado y
células trasplantadas estaban presentes en el musculo. Demostrando
que las células son capaces no sélo para diferenciar in vivo hacia linaje
miogénico, sino también para contribuir al proceso de regeneracion

muscular. (21)

La regeneracion osteocondral es otra de las aplicaciones estudiadas,
puede ser facilitada por las células mesenquimaticas del cordon
umbilical, pudiendo ser una fuente de células adecuadas para dicha
regeneracion. Se utiliza como estrategia poner células intercaladas entre
dos capas, actuando como andamio Yy facilitando la integracion de dicho
tejido. (56)
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% Diferenciacion a tejido perteneciente al sistema nervioso

Las aplicaciones de las CMM en el sistema nervioso son variadas y
trascendentales. De hecho se han propuesto CMM aisladas a partir de
diversas fuentes para aplicaciones relacionadas con el Sistema Nervioso
Central (SNC). El trasplante de estas células ha demostrado efectos
terapéuticos en isquemia en modelos animales, lesion en médula espinal
y Parkinson. El planteamiento de diferenciacion en linajes neuronales es
para contribuir en la regeneracion de células del SNC en modelo de
enfermedades neurodegenerativas en animales. La secrecion de CMM
aislada de gelatina de Wharton del cordon umbilical, también dispone de
propiedades para la regeneraciéon del SNC, por ejemplo un incremento
en la viabilidad celular y densidades neuronales, las cuales podrian
relacionarse con resultados beneficiosos en accidente cerebrovascular.
(50)

Se plantea la utilizacion de este tipo celular para la reparacion de
lesiones traumaticas en el nervio ciatico del tipo de axonotmesis. En un
estudio experimental en ratas, se demostré que se puede producir
factores de crecimiento o moléculas de matriz extracelular y modular el
proceso inflamatorio para mejorar la regeneracién del nervio o incluso
sustituir el material neural dafiado y células de Schwann (Ver glosario),
seflalando que puede tener efectos positivos en la recuperaciéon funcional
de los tejidos, sin la necesidad de inmunosupresores en los animales

experimentados. (43)

Hay variadas investigaciones que tienen como propdésito comprobar la
utilizacion de células madre del cordon umbilical para el tratamiento del
Parkinson, éste corresponde a un desorden cronico y degenerativo de
una de las partes del cerebro que controla el sistema motor, se

manifiesta con una pérdida progresiva de la capacidad de coordinar los
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movimientos, afecta al 1% de la poblacion mayor de 65 afios y al 0,4%
de la poblacibn mayor a 40 afios de la poblacibn mundial. El trabajo
investigativo titulado como Human Umbilical Cord Matrix Stem Cells:
Preliminary Characterization and Effect of Transplantation in a Rodent
Model of Parkinson's Disease, tuvo como objeto evaluar potencial
terapéutico de las células madre del cordon umbilical al trasplantarlas en
un modelo de ratas hemiparkinsonianas, es decir, ratas que
artificialmente a través de sustancias quimicas se le provoco que
tuvieran Parkinson. No se considera un estudio estrictamente
concluyente, pero si se demuestra que el grupo que recibié dicho
trasplante, mejoraron notoriamente su comportamiento rotacional,
infiriendo que las células madres mesenquimaticas del cordén umbilical
pueden ser terapéuticamente Utiles en el tratamiento de trastornos del

sistema nervioso central. (23)

En otro estudio, las CMM derivadas de cordon umbilical se aislaron y se
transforman en neuronas dopaminérgicas in vitro. Estas fueron
trasplantadas en el cuerpo estriado de ratas por lesion estriatal unilateral
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Los resultados indicaron que el
trasplante de HUMSCs in vitro diferenciadas, mejora la rotacién de la
anfetamina-evocado inducida por la lesion en las ratas parkinsonianos,

demostrando posibles resultados terapéuticos. (42)

Las células estudiadas expresan marcadores especificos neurogliales,
tienen la capacidad de liberar factores troficos y neurorreguladores que
permiten la mejora en la viabilidad metabdlica en cultivos de hipocampo,
es capaz de promover la supervivencia neuronal y diferenciacién en

ausencia de suplementos exégenos. (13)

Estudio demostr6 que la combinacion de ciertos factores tiene la
capacidad de inducir diferenciacién del linaje estudiado en células con

caracteristicas morfolégicas de los marcadores de superficie celular de
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oligodendrocitos y fenotipo de oligodendrocitos en medio de cultivo
celular. Las células madre mesenquimales fetales humanas podrian
también diferenciarse en células con un fenotipo de oligodendrocitos
tanto in vitro e in vivo mediante la exposicion de células madre
mesenquimales fetales humanos a medio condicionado con factores que

inducen o, también por la introduccién de genes pro oligodendrocitos.

Se encuentra demostrado que células estromales derivadas de sangre
de CU humano también pueden diferenciarse en células con un fenotipo
de oligodendrocitos. CMM pueden ser diferenciadas en oligodendrocitos
y células precursoras de estas mismas, pudiendo proporcionar una
opcién para el tratamiento de la lesion de la médula espinal. Las células
precursoras fueron capaces de apoyar la regeneracién axonal y la
remielinizacion después de haber sido injertado en médula espinal

lesionada. (36)

Cosa similar ocurrié en otro estudio donde se examinaron los efectos del
trasplante de CMM del cordén umbilical después de la seccion completa
de la médula espinal en ratas. Donde la investigacion experimental se
realizé en cuatro grupos de CMM de corddn umbilical: el primer grupo, no
tratadas con ningun medio condicionado; el segundo, tratadas con medio
condicionado neuronal (NCM) para tres dias NCM-3; el tercero, con
NCM-6 y ultimo el grupo de control que no recibi6 CMM del cordon
umbilical. Tres semanas post trasplante, se observé que todos los grupos
con HUMSCs tuvieron mejoras en la locomocion. Ademas esta
recuperacion fue acompafiada por un aumento del nimero de axones
regenerados en el tracto cortico espinal y fibras de neurofilamentos
positivo alrededor del sitio de la lesibn. Hubo menos microglias vy
astrocitos en la médula espinal del grupo control. Las HUMSCs
trasplantadas sobrevivieron 16 semanas y produjo grandes cantidades
de neutrdfilos activacion de la proteina-2 humana, neurotrofina-3, factor

basico de crecimiento de fibroblastos, receptor del factor de necrosis
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tumoral inducida por glucocorticoides, y receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial en el huésped de la médula espinal, que

puede ayudar a la reparacion de la médula espinal. (16)

En otro estudio, se indujo células madre mesenquiméticas del cordon
umbilical en células similares a neuronas in vitro que son capaces de
secretar dopamina. Ademas, se trasplantaron esas células en el cerebro
de los monos. Estas células similares a neuronas podrian realizar las
funciones fisiologicas de las neuronas dopaminérgicas y pueden
desempefiar un papel terapéutico para mejorar los sintomas de la
enfermedad del Parkinson. Se cree que los resultados de este estudio
podrian servir de base para el desarrollo de la terapia celular en el futuro.
(34)

Diferenciacién en tejido epitelial

El articulo Human Wharton'’s jelly mesenchymal stem cells promote skin
wound healing through paracrine signaling, busca comprobar la
posibilidad de re-epitelizacion de la piel, gracias a los factores paracrinos
que expresa el cordon umbilical, para el tratamiento de heridas y pérdida
de tejido. (37)

El linaje celular estudiado tienen el potencial de diferenciarse a la
mucosa oral y tejido epitelial de la piel a partir de células in vivo, por
consecuencia puede considerarse una nueva fuente de células
apropiada para el desarrollo de mucosa oral humana y de piel en los

protocolos de ingenieria de tejidos. (40)
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++ Células madre en el tratamiento del cancer de prostata

Las CMM derivadas de CU son capaces de inhibir el crecimiento tumoral
y tienen el potencial antitumoral para PC-3, el cual es una linea celular
derivada de un tumor de proéstata, comercializado por la empresa ATCC.
El uso de esta linea celular permiti6 comprobar la utilidad de las células
madre mesenquimaticas de la gelatina de Wharton en el tratamiento del

cancer de prostata. (26)

¢+ Células madre en la oftalmologia

Un estudio demostré la posible induccion en células progenitoras de la
retina pueden ser por las células mesenquimaticas de la gelatina de
Wharton. En dicha investigacion se utiliz6 medio acondicionado células
madre neural. Se usO el telencéfalo de ratas fetales para inducir
diferenciacion neural de células madre mesenquimales de gelatina de
Wharton. Los resultados muestran que células madre mesenquimales de
Jalea de Wharton inducidas y diferenciadas en células bulbosas con
nuUMerosos procesos y expresan los marcadores de células progenitoras
de la retina. También pueden ser inducidas a diferenciarse en células
progenitoras de retina y se pueden usar como células de semillas para el
tratamiento clinico de las enfermedades visuales. (35)

La cornea humana se compone de 3 capas principales: epitelio
estratificado, estroma subyacente y endotelio corneal monocapa. La
homeostasis de epitelial y estromal es esencial para integridad de
superficie ocular, transparencia corneal y funcion visual. La
autorenovacion de epitelio corneal se da por células madre en regién

lumbar.
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El injerto lumbar de células madre puede ser utilizado para tratar
deficiencias del epitelio corneal, esto puede implicar el trasplante directo
de tejido lumbar o trasplante indirecto en células en diferentes materiales
biolégicos o portador sintético vitro expandido. Este enfoque ha
demostrado ser sin éxito a largo plazo en comparacion con el trasplante
autologo. Se requieren células madre con baja inmunogenicidad tales
como: células madre embrionarias, mesenquimales de médula 6sea, del
foliculo piloso, estroma de la cornea, pulpa dental inmadura, mucosa oral
célula epitelial, han sido probados experimentales para reemplazo de
epitelio corneal. Se demostr6 que CMM del CU de la gelatina de Wharton
pueden ser inducidas a transdiferenciarse en células epiteliales como piel
y mucosa oral, el epitelio corneal no se ha explorado hasta la fecha. A
pesar de ello, se apoya firmemente que CMM del cordén umbilical, tiene
potenciales aplicaciones en oftalmologia traslacional y puede aplicarse

para reconstruccion de superficie ocular. (41)

Células madre en la urologia

El estudio Renoprotective effect of human umbilical cord derived
mesenchymal stem cells in immunodeficient ice suffering from acute
kidney injury, tenia como fin verificar la capacidad de las células madre
mesenquimaticas como tratamiento en lesion renal aguda, el cual no
logré ser concluyente, dejando en manifiesto que todavia no existe real
certeza de que la aplicacion de CMM del corddén umbilical pueda mejorar
la funcién renal en los pacientes que sufren de alguna lesion renal
aguda, mas conocido por nuestro medio como insuficiencia renal aguda.
(18)
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« Células madre en el tratamiento de la Diabetes Mellitus

Las CMM de la gelatina de Wharton cuentan con la capacidad y
potencialidad de convertirse en células productoras de insulina in
Vivo e in vitro. La capacidad de este tipo celular ha sido estudiada
en una investigacion donde las CMM del cordon umbilical fueron
diferenciadas con éxito en racimos celulares similares a islotes de
Langerhans maduros, que producian insulina. Una de las
principales caracteristicas que las hace competente para esta
funcion, es la rapida disponibilidad y el bajo riesgo de rechazo,
convirtiéndolas en células preferentes en convertirse en un linaje
productor de insulina. (15) Se ha estudiado la terapia combinada
de CMM de gelatina de Wharton y sitagliptina (Ver glosario) puede
mejorar efectivamente la hiperglicemia, promocion de la
regeneracion celular tipo beta de los islotes y suprimir la
generacion de los islotes alfa en células de ratas diabéticas. Esto
Gltima aplicacibn puede ser considerada como un nuevo
tratamiento para la Diabetes Mellitus (DM). (67) Otro estudio de
indole similar demuestra que el co-cultivo de CMM derivadas de
cordén umbilical con células pancreéticas de rata puede disminuir
los niveles de glucosa en sangre en ratas con diabetes mellitus.
(46)

En modelos de ratas donde se indujo la diabetes mellitus con
estreptozocina (STZ), se observl los efectos de la glucosa en
sangres de dichas ratas, luego de trasplantes de racimos
celulares, similares a los islotes de Langerhans inducidos en la
capsula renal, en dos grupos, el primero sélo de CMM del cordén
umbilical y el otro grupo conformado por un co-cultivo de CMM de
corddn mas células pancreaticas de ratas. Apreciandose en estas

altimas, que las concentraciones péptido C de insulina (Ver
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glosario) se incrementod significativamente en comparacion con el
grupo de cultivo puro. Por lo tanto, el cultivo con CMM del cordon
umbilical con células pancreaticas de rata puede disminuir los

niveles de glucosa en sangre en ratas con diabetes mellitus. (22)

Tabla resumen de las aplicaciones encontradas en las investigaciones

revisadas.

Ocular 2
SNC 8
Piel y mucosa 2
Cancer de prostata 1
Muscular 4
Renal 1
Diabetes 4
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Anexos

Anexo 1: Estrategia de revision bibliografica

Realizar una tesis bibliografica requiere de una planificacion previa para una
revision exitosa de los documentos y publicaciones atingentes con la tematica

elegida.

En coordinacién grupal se decide comenzar la busqueda via web, mediante un
buscador que permite el filtro de documentacién (PubMed) con las palabras
claves “human umbilical cord Wharton's jelly mesenchymal stem cells” que
permitan la obtencidn de investigaciones sobre las células madre
mesenquimaticas de gelatina de Wharton derivadas de corddén umbilical

humano.
Se utilizaron publicaciones que solo estaban disponibles de manera gratuitas.

Tras la lectura de los abstract se realiz6 la aceptacion o descarte segun el
enfoque de analisis y la explicacion de las distintas etapas de obtencién,
procesamiento y aplicaciones; se seleccionaron los documentos relacionados
con el tema anteriormente sefialado y se descargaron para su posterior analisis,
es aqui donde se descartaron algunos debido a que no se relacionaban con el
tema de base. Se tradujeron cada uno y se resumié subdividiendo cada articulo
en tres areas: obtencion, procesamiento y aplicacion, método que permitié de

manera mas expedita citar de acuerdo a cada investigacion.
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Anexo 2: Flujograma
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Anexo 3: Manuscritos utilizados en la revision bibliografica

1. MicroRNA-34a modulates genes involved in cellular motility and oxidative
phosphorylation in neural precursors derived from human umbilical cord
mesenchymal stem cells. (24)

2. Effect of substrate stiffness on differentiation of umbilical cord stem cells.
(51)

3. Human umbilical cord expresses several vasoactive peptides involved in
the local regulation of vascular tone: protein and gene expression of
Orphanin, Oxytocin, ANP, eNOS and iNOS. (11)

4. lIsolation and characterisation of mesenchymal stem cells from different
regions of the human umbilical cord. (28)

5. Mesenchymal Stem Cells Derived from Wharton's Jelly of the Umbilical
Cord: Biological properties and emerging clinical applications. (68)

6. Influence of obstetric factors on osteogenic potential of umbilical cord-
derived mesenchymal stem cells. (65)

7. Stem cells from umbilical cord Wharton’s jelly from preterm birth have
neuroglial differentiation potential. (3)

8. Gene expression modifications in Wharton’s Jelly mesenchymal stem
cells promoted by prolonged in vitro culturing. (4)

9. Long term effects of the implantation of Wharton's jelly-derived
mesenchymal stem cells from the umbilical cord for newly-onset type 1
diabetes mellitus. (12)

10.Proteome analysis of human Wharton's jelly cells during in vitro
expansion. (5)

11.Use of hybrid chitosan membranes and human mesenchymal stem cells
from the Wharton jelly of umbilical cord for promoting nerve regeneration
in an axonotmesis rat model. (43)

12.5-Azacytidine-treated human mesenchymal stem/progenitor cells derived
from umbilical cord, cord blood and bone marrow do not generate
cardiomyocytes in vitro at high frequencies. (14)

13.Human Umbilical Cord Matrix Stem Cells: Preliminary Characterization
and Effect of Transplantation in a Rodent Model of Parkinson's Disease.
(23)

14.Conversion of Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells in
Wharton's Jelly to Dopaminergic Neurons In Vitro: Potential Therapeutic
Application for Parkinsonism. (42)

15.Mesenchymal Stem Cells in the Wharton's Jelly of the Human Umbilical
Cord. (7)

-75 -



16.Immune Properties of Human Umbilical Cord Wharton's Jelly-Derived
Cells. (61)

17.The secretome of stem cells isolated from the adipose tissue and
Wharton jelly acts differently on central nervous system derived cell
populations. (13)

18.1solation method and xeno-free culture conditions influence multipotent
differentiation capacity of human Wharton’s jelly-derived mesenchymal
stem cells. (38)

19.Human Wharton’s jelly mesenchymal stem cells promote skin wound
healing through paracrine signaling. (37)

20.Protein synthesis and secretion in human mesenchymal cells derived
from bone marrow, adipose tissue and Wharton’s jelly. (9)

21.Umbilical cord tissue-derived mesenchymal stem cells induce apoptosis
in PC-3 prostate cancer cells through activation of JNK and
downregulation of PI3K/AKT signaling. (26)

22.Wharton’s jelly stem cells: a novel cell source for oral mucosa and skin
epithelia regeneration. (40)

23.Derivation efficiency, cell proliferation, freeze-thaw survival, stem-cell
properties and differentiation of human Wharton’s jelly stem cells. (8)

24.1slet-like clusters derived from mesenchymal stem cells in Wharton's Jelly
of the human umbilical cord for transplantation to control type 1 diabetes.
(15)

25.1solation and characterization of human mesenchymal stromal cells
derived from placental decidua basalis, umbilical cord Wharton’s Jelly
and amniotic membrane. (20)

26.Transplantation of human umbilical mesenchymal stem cells from
Wharton'’s jelly after complete transection of the rat spinal cord. (16)

27.Renoprotective effect of human umbilical cord derived mesenchymal
stem cells immunodeficient mice suffering from acute kidney injury. (18)

28.Mesenchymal stem cells derived from Wharton jelly of the human
umbilical cord ameliorate damage to human endometrial stromal cells.
(19)

29.Musculoskeletal tissue engineering with human umbilical cord
mesenchymal stromal cells. (69)

30.Mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly of umbilical cord segments
provide stromal support for the maintenance of cord blood hematopoietic
stem cells during long-term ex vivo culture. (6)

31.Effect of combined therapy of human Wharton's jelly derived
mesenchymal stem cells from umbilical cord with sitagliptin in type 2
diabetic rats. (67)
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32.Wharton's jelly mesenchymal stem cells differentiate into retinal
progenitor cells. (35)

33.Endothelium Trans Differentiated from Wharton's Jelly Mesenchymal
Cells Promote Tissue Regeneration: Potential Role of Soluble Pro-
Angiogenic Factors. (39)

34.Generation of a biomimetic human artificial cornea model using
Wharton’s jelly mesenchymal stem cells. (41)

35.Conditioned medium as a strategy for human stem cells chondrogenic
differentiation. (70)

36.Human umbilical cord Wharton’s jelly-derived oligodendrocyte precursor-
like cells for axon and myelin sheath regeneration. (36)

37.Evaluation of the cell viability of human Wharton’s jelly stem cells for use
in cell therapy. (56)

38.Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells: Their advantages and
potential clinical utility. (54)

39.The secretome of bone marrow and Wharton jelly derived mesenchymal
stem cells induces differentiation and neurite outgrow in SH- sY%y. (50)

40.Human umbilical cord mesenchymal stromal cells in a sandwich
approach for osteochondral tissue engineering. (71)

41.CD105(+) cells from Wharton'’s jelly show in vitro and in vivo myogenic
differentiative potential. (21)

42.Cells therapy with human MSCs isolated from the umbilical cord Wharton
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Conclusion

Es una gran ventaja que en la actualidad se pueda contar con avances
tecnoldgicos para utilizarlos en estudios e investigaciones. Se permite con esto
una mayor rapidez, eficacia y detallismo en el descubrimiento de nuevas
problematicas investigativas en areas previamente no estudiadas como lo son

las células madre de la gelatina de Wharton del cordon umbilical.

Las células madre mesenquimaticas derivadas de cordon umbilical son una
arista relativamente nueva. Mediante la revision bibliogréfica efectuada, se pudo
reunir en un documento estandarizado lo general y especifico de la obtencion,
el procesamiento y las variadas aplicaciones que se han ido desarrollando entre
los afios 2004 a 2014.

Queda evidenciado que aun a la fecha no hay un método estandarizado para
trabajar con las células madre mesenquimaticas del cordén umbilical, cada
investigador de los archivos revisados us6 su propia forma de trabajo, incluso
ya desde la obtencién esto se hace patente, puesto que los criterios de
inclusion difieren entre ellos. Ademas el procesamiento, el cual involucra
diversas acciones tales como: Lavado; Corte; Accibn enzimatica;
Centrifugacion; Incubacion; Tincion de azul de tripan; Recuento celular;
Citometria de flujo; Exposicion a rayos ultravioleta; PCR, no son todos incluidos,
de hecho algunos pueden no ser requeridos e incluso imprescindibles en la
investigacion, esto varia segun la finalidad real que tenga ésta mas alla de la

utilizacion de las células madre del cordéon umbilical.

Un procedimiento del cual no se ahondado en mucho detalles en esta tesis es
la diferenciacion adipocitos, condrocitos y osteocitos, que permiten verificar que

las células resultantes del procesamiento, realmente son células madre, por los
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criterios de la ISCT, pero si se menciona en la aplicacion, ya que esta mas que
demostrado ampliamente que su posible uso.

De igual manera se puede apreciar en esta tesis, las células madre
mesenquimaticas derivadas de la gelatina de Wharton ofrecen un futuro
prometedor en la medicina regenerativa, las aplicaciones que se han buscado
demostrar en las distintas investigaciones que se han llevado a cabo en su gran
mayoria con eéxito gracias a sus propiedades como por ejemplo no
desencadenar una respuesta inmune en el receptor de las células y su gran
capacidad de proliferacion y diferenciacion. Cabe destacar que su empleo sobre
todo en el sistema nervioso central, llega a ser impresionante, pudiendo ser una
solucion para Parkinson, enfermedad que afecta considerablemente a la
poblacion mundial. También enfermedades crénicas, como diabetes mellitus
tipo 1y 2, entre otras. Por lo anterior, es fundamental que se sigan abordando
este tipo tematica, esperamos que para eventualidad proxima, las aplicaciones
gue solo se han demostrado in vivo, in vitro o en pruebas con animales, puedan

llegar a ser una realidad méas cercana y posible.

Ademas dado a la diversidad de las investigaciones realizadas y resultados
obtenidos en dichos estudios seria beneficioso la realizacion un protocolo
universal para el trabajo con las células madre provenientes del corddn
umbilical, como tematica en proximas investigaciones y que esta revision sea

de utilidad para ello.
Se espera que con el trabajo efectuado, se pueda colaborar en otros procesos

de investigaciébn que requieran de orientacibn y base para comenzar sus

estudios, complementandose con la revision realizada.
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