db UNIVERSIDAD PERUANA
T CAYETANO HEREDIA
¢, ¥  FacuLtap b Mepicina

4 N

RYSLICE
SPIRAT

TRABAJO ACADEMICO PARA OPTAR POR
ELTITULO DE SEGUNDA ESPECIALIDAD
PROFESIONAL EN HEMOTERAPIAY
BANCO DE SANGRE

TITULO:

RENDIMIENTO CELULAR EN EL PROCEDIMIENTO DE
AISLAMIENTO DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES
PROCEDENTES DE TEJIDO DE CORDON UMBILICAL DONADOS
AL INSTITUTO DE HEMAFERESIS Y TERAPIA CELULAR
(IHEMATEC)

AUTORA:

ROSA AMELIA CORILLOCLLA FLORES

LIMA - PERU

2020






Asesor(es) de trabajo académico

Mg. Marco Antonio Alvarez Angeles

Mg. Jorge Luis Fernandez Baldeon



Dedicatoria y agradecimiento

El presente trabajo lo dedico a mi familia. Del mismo modo, se agradece a
todos los docentes

Financiamiento

El financiamiento se obtendrd a través de un fondo concursable del
CONCYTEC.

Declaracion del autor

El presente proyecto de investigacion a presentar es original. Se han seguido
los lineamientos respectivos para respetar la ética en investigacion, y el mismo sera
utilizado para obtener un Titulo de Segunda Especialidad.



Tabla de contenidos

L RESUMEN L.t
2. INTRODUCCION ......ooviriieeeieeeee et tess s ssssesasse s s s 1
S OBUIETIVOS ..ottt ettt sb e b et ne e 6
3.1. ODJEtiVO GENETAL .....cuiiiiiiiiieee s 6
3.2. ODbjetivos €SPECITICOS .....cveiieiiceceese e 6
4. MATERIAL Y METODOS.......cooiveieeeieiseeieeieses s sesissssesss s sssssss s, 7
4.1. DiSeN0 del @STUAIO .....ccuvivieiieiiie e 7
4.2, PODIACION ...ttt et 7
4.2.1. Criterios de INCIUSTON: .......ccveiiiiiiieiieee s 7
4.2.1. Criterios de eXCIUSION........cccoiiiiiiciie e 8
4.3 IMIUBSEIA ...ttt 8
4.4. Operacionalizacion de variables.............ccoceoiiiiiiiinienee e 9
4.5. Procedimient0s Y tECNICAS .........coviieieeie ettt 11
4.6. Plan de @NAlISIS.........ooeiiiiiiiierie e 17
4.7, ASPECEOS BLICOS ... e veveiieieeiieiete sttt sttt sttt sbe e e 18
ST O (o]0 ToTo [ =11 o - OO T TP TR PR URPR 19
(I o (=TT 0101 (o RSP 20
7. Referencias bibliograficas...........coeveiieii i 23

T AN 11D (01T 27



8.1. Consentimiento INTOrmMadO ........cooeeeeeeee e 27

8.2. Flujograma del método de aislamiento ...........cccccevereiinineneieneneeeie 33
8.3. Flujograma del método de digestion celular ..........c.cccocoevvvevviieiieenecene, 34
8.4. Flujograma del cultivo en aEMEN ..........ccccoeiiiiiiiiic e 35
8.5. Flujograma del inmunofenotipo ..........cccoveieieieiiieiceeeee e 36

8.6. Flujograma de la diferenciacion del linaje celular ............cccocovevviviinnenn, 37



1. RESUMEN

Antecedentes: Los Ultimos avances con respecto a la biologia celular han permitido
el desarrollo de un nuevo campo en la medicina regenerativa, dando lugar a la
terapia usando células madre mesenquimales en pacientes con deficiencias de
regeneracion de cartilago, tejido Gseo, entre otros. La falta de viabilidad y
rendimiento de estas células al querer aislarlas del tejido de cordon umbilical es un
problema frecuente. Objetivo: Evaluar el rendimiento celular en el procedimiento
de aislamiento de células madre mesenquimales procedentes de tejido de cordédn
umbilical donado. Material y métodos: Estudio descriptivo de cohorte longitudinal
que serd desarrollado en el Instituto de Hemaféresis y Terapia Celular en Lima,
Per(. Este estudio propone una serie de evaluaciones del procedimiento mediante
una optimizacion en la digestion de tejido, el recuento y viabilidad celular,
inmunotipificacion por citometria de flujo, diferenciacién y cultivo celular. Plan de
Analisis: Los datos seran registrados en Excel y posteriormente analizados

utilizando Stata v.15.

Palabras clave: células madre mesenquimales, tejido de corddén umbilical,

rendimiento celular, aislamiento de cultivo celular



2. INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales muestran gran potencial en el campo de
terapia regenerativa por su alta plasticidad y su capacidad de modular la respuesta
inmune, es por ello que su uso es muy amplio y beneficioso para las terapias en
pacientes con deficiencias de regeneracion de tejido cartilaginoso, asi como en el
tratamiento de heridas, enfermedades cardiovasculares, entre muchas otras terapias,

que se siguen investigando en la actualidad (1-3).

En el 2006 se publicaron criterios minimos que deben presentar las células
madre mesenquimales para poder definirlas como tales (2). Las células madre
mesenguimales (CMM) son células multipotentes, quiere decir que pueden dar
lugar a mas de un tipo de célula especializada del cuerpo, pero no a todos los tipos,
es asi que las CMM dan lugar a las distintas células especializadas, pudiendo
diferenciarse en células cartilaginosas (condrocitos), células dseas (osteoblastos) y
células grasas (adipocitos) (1,2). Estas células son frecuentemente obtenidas del

tejido de cordon umbilical humano (TCUH) procedente de un recién nacido (4).

El aislamiento de células es un conjunto de técnicas que permite el
mantenimiento de las células 'in vitro', preservando sus propiedades fisioldgicas,
bioquimicas y genéticas al maximo. Es posible distinguir cuatro tipos de cultivo
celular; cultivo de 6rganos, explantes primarios, cultivo celular primario y cultivos

histotipicos (5,6).



En el 2012 un grupo de investigadores de la Universidad de Mallorca de
Espafia realizaron estudio de obtencién de estas CMM a partir de donaciones de
TCUH, donde utilizaron un analisis comparativo de enzimas: con colagenasa al
0.075% (3horas) y la tripsina al 0.125% (3 horas) pero agregando a la tripsina en
los dltimos30 minutos colagenasa al 0.075%. Los investigadores reportaron
alcanzar mejores parametros utilizando la conjugacion de dos enzimas;

hialuronidasa 0.05% y colagenasa |1 0.075% (7).

En el 2013, investigadores de Beijing China compararon tres métodos de
aislamiento, encontrando que los métodos y modificaciones basadas en el uso de
digestion enzimatica permite mejorar el rendimiento de las CMM (8). En Tianjin
China, en el 2016un grupo de investigadores indicaron que los procesos que
mejoran la recuperacion y rendimiento de las CMM tienen un impacto positivo en
el tratamiento de enfermedades inmunes, por lo cual la estandarizacion de los
procedimientos de extraccion y expansion de las CMM es prioridad en los

laboratorios de biologia celular (9).

En el afio 2016 en USA estudiaron el aislamiento de células en 50 muestras
de tejido seccionadas; gelatina de wharton, unién del cordén cercana a la placenta
y la capa externa del tejido del cordon umbilical. Los resultados obtenidos sugieren
que existe un mejor rendimiento celular en la zona mas cercana a la placenta
humana. (10) Posteriormente, el mismo grupo evaluo el uso proceso de obtencion
de CMM del estroma mesenquimatoso del tejido de cordon umbilical que incluye:
la zona de conexion del corddn cercana a la placenta CPJ, revestimiento externo del

cordon (CL), el material gelatinoso que rodea los vasos del cordon (WJ)y a la



placenta fetal (FP). Los investigadores sugieren que la calidad y cantidad de CMM

definen la tasa de proliferacion, duplicacion y expansion (11).

En Porto Alegre Brasil el 2018 se realizé un estudio comparativo de seis
muestras con cuatro diferentes protocolos de enzimas para el aislamiento de CMM
a partir de amnios, corion, placenta decidua y cordon umbilical (12). Los resultados
sugieren que, el protocolo que uso Unicamente colagenasa tipo | de 1mg/mL fue
mejor para membrana corionica (C-MSC) y decidua placentaria (DMSC); la
combinacion de tripsina al 0.25% (por una hora) y colagenasa Il de
2mg/mL (luego de 3 horas) protocolo 2 fue mejor para cordon umbilical (UCMSC);
con el protocolo 3 de solo tripsina al 0.25% (20 minutos)fue menos eficiente para
todas las muestras; para el protocolo 4 colagenasa Il de2mg/mL (16h) mg/ml y
tripsina EDTAO0.25% (30 min) se pudo aislar UC-MSC con menor tiempo de pasaje

(16 dias).

En Colombia, un grupo de investigadores evalué mediante un disefio cuasi
experimental las temperaturas y tiempos del procesamiento para el rendimiento
celular de CMM provenientes de la gelatina de wharton del TCUH. Un total de
nueve muestras fueron evaluadas a temperaturas de almacenamiento de 10°C, 22°C
y 32°C, las cuales fueron evaluadas a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas. El porcentaje de
pérdida aument6 conforme la temperatura aumentd. En tal sentido, la mejor
preservacion fue a 10°C con un tiempo maximo de 24 horas de conservacion para

su procesamiento (13).

El 2019, investigadores norteamericanos evaluaron un metodo no

enzimatico seguido de un proceso de congelamiento con el proposito de ahorrar



recursos (14). No obstante, este tipo de procedimientos no podrian ser ejecutados
de forma local debido a que ain no tenemos implementados los bancos para este
tipo de tejidos, pero si podemos iniciar con este estudio, el aislamiento y
observacion del crecimiento de estas CMM en laboratorio, como precedente en

futuros estudios.

El aislamiento de las células madre de las fuentes perinatales como es el
tejido de cordon umbilical, es una fuente importante pues no implica un
procedimiento invasivo ni hay dolor ni posible morbilidad al donante. Ademas, la
edad del donante y el estrés ambiental de las células madre adultas hace que este
tipo de tejido perinatal sea el ideal para el aislamiento de CMM. Asi también por el
hecho que es considerado un residuo biolégico, como describen muchos
investigadores, es factible su obtencién. La importancia de las CMM por su alto
grado de diferenciacion celular, plasticidad, en diferentes tejidos la regeneracion
tisular, regeneracion en fase aguda de lesiones de tejidos, capacidad del
inmunomoduladora del sistema inmune son valiosas para futuras terapias

regenerativas (2).

La justificacion de este estudio se fundamenta en lo expresado por multiples
investigadores; que, a pesar de los avances en la terapia regenerativa, no existe a la
fecha una clara estandarizacion de los protocolos para un aislamiento de CMM (8,
9, 12,13). Usar en un tiempo adecuado y en cantidad adecuada la enzima en un
proceso de digestion es clave para no dafiar células. Por tal motivo, en este proyecto
se propone evaluar distintos tiempos de uso de la enzima colagenasa tipo 11 al 0.2%

para observar el tiempo que de un mejor rendimiento y no tener al tejido completo



de corddn umbilical mucho tiempo con la enzima evitando el dafio al tejido en

estudio.

Los resultados derivados del estudio propuesto podrian favorecer la mejora
del rendimiento, asi como el uso de una adecuada técnica basada en las normas de
la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT). En tal sentido, el protocolo de
aislamiento de CMM provenientes de tejido de cordon umbilical que proponemos
para poder aislar estas células, permitira generar evidencia local que a futuro podria
ser utilizada en terapia regenerativa local de forma oportuna en pacientes que lo
requieran. En nuestro pais aun no se ha desarrollado en su totalidad el aislamiento
de células CMM provenientes de TCUH es por ello que consideramos un aporte

importante para el desarrollo de la terapia celular en nuestro pais.

Razon por la que se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual es
el rendimiento celular en el procedimiento de aislamiento de células madre

mesenquimales provenientes de tejido de cordon umbilical?



3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo general

- Evaluar el rendimiento celular en aislamiento de células madre

mesenguimales procedentes de tejido de cordon umbilical donados al

Instituto de Hemaféresis y Terapia Celular (IHEMATEC)

Objetivos especificos

Describir el nimero de células nucleadas totales obtenidas post digestion

enzimatica y post cultivo celular con el protocolo a desarrollar

- Evaluar los tiempos de digestion por la enzima en el tejido de corddn

umbilical

- Estimar el porcentaje de viabilidad de las células madre mesenquimales

obtenidas post digestion enzimatica y post cultivo celular

- Describir el tiempo de crecimiento y confluencia en cultivo a-MEM con el

protocolo a desarrollar

- Determinar la capacidad de diferenciacion celular en las células madre

aisladas de acuerdo al linaje condrogénico, adipogénico u osteogénico



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Disefo del estudio

Observacional, descriptivo de cohorte longitudinal.

4.2. Pablacion

Muestras de cordon umbilical que ingresan como donacién al Instituto Hemoterapia
y Terapia Celular (IHEMATEC) durante el 2021. La unidad de analisis es un cordon
umbilical donado a IHEMATEC. El marco muestral esta definido por un libro de
donaciones voluntarias de tejido de cordon umbilical a partir del desarrollo del

proyecto de investigacion.

4.2.1. Criterios de inclusion:

* Muestra de cordon umbilical acompafiada de un consentimiento informado
firmado por una madre entre 20 a 35 afios

* Muestra de cordén umbilical proveniente de una madre con controles
gestacionales completos dentro de los parametros aceptables; hemoglobina
no menor de 12.0gr/dl, hematocrito no menor de 36%, no enfermedades
hemotransmisibles y ecografias normales

* Muestras sanguineas de cordon umbilical con tamizaje (realizar examenes

de marcadores: HIV/HVC/HTLV/Chagas/Sifilis’THBcore/HBsAQ).

» Muestra de cordon umbilical de recién nacido vivo, con peso mayor o igual

a 3kg, conservadas a 4°C con PBS al momento de su transporte



4.2.1. Criterios de exclusion

* Muestra de cordon umbilical de embarazo a término de producto con
patologia congénita

» Muestra de cordon umbilical con resultados reactivos a uno o mas de los
siguientes marcadores; HIV, HVC, HTLV, Chagas, Sifilis o

HBcore/HBsAg

4.3. Muestra

Al ser este estudio una primera iniciativa y existir limitada evidencia cientifica en
referencia al protocolo que se propone utilizar, este proyecto propone trabajar con
20 muestras de corddn umbilical. Este hecho permitiré generar evidencia preliminar
a través de un estudio piloto el cual posteriormente podra ser mejorado en base a la
informacion que se generard. El muestreo a utilizar estara fundamentado en un no

probabilistico por conveniencia.



4.4. Operacionalizacion de variables

Tipo de
Variables elElely Definicion Operacional Indicador VY
Conceptual escala de
medicién
Porcentaje de células |, ,. N
N . . Viables con la tincion 4, 8, -
Viabilidad vivas (viables) 0 4 Numérica,
) 12 y 20 Horas n° células . .
celular post después del : ) Porcentaje continua de
L o vivas/ total de células )
digestion procedimiento de razon
S o contadas) x 100
digestion enzimatica
Viabilidad Porcentaje de Células | Viables con la tincién 5, 8, Numérica
celular post vivas (viables) 10, 15y 20 dias n° células Porcentaje continua d,e
i P Ll despueés de | vivas/ total de células J .
cultivo celular | hrocedimiento cultivo contadas) x 100 razon
Recuento de Recuento celular,
células observadas por Numérica
nucleadas post Nimero de células pos) microscopla a las 4, 8, 12y cel/mm3 continua d,e
digestion P disgregacion del tejido| 20 horas. Formula: N° raz6n
gt i células cuadrantes de
enzimatica esquinas x 104
Recuento celular,
Recuento de NUmero de células pos observadas por Numérica
células i g P microscopia invertida5, 8, I i d
nucleadas post cultivo e_ndme io 10, 15 y 20 dias. Formula; cel/mm continua de
cultivo celular | S 'duectdo N° células cuadrantes de razon
esquinas x 10*
Adherencia Capacidad celular de (?elulas de _morfolog_|a Categorica,
. .| fibroblastoide adheridas al | .. LS
celular al adherirse a un medio ) Si/No dicotémica
. - flask que no estén .
plastico externo(plastico) . nominal
suspendidas
Observacion por
microscopia invertida de -
. . ) Numeérica,
Confluencia Células ocupan todo | células que ocupan toda la . .
. . o . Porcentaje continua de
celular el medio de cultivo | superficie disponible del raz6n

medio que han sido

cultivadas




Aumento del nimero

Duplicacion celular
evaluadas en un tiempo
determinado; registro en

. L 3Jul m ) . . Numérica,
Proliferacion de celulas como fichas de trabajo Medidase |, . umerica
resultado del . ) i ~ | NUmero continua de
celular crecimiento v la obtiene por formula: ND = raz6n
multi Iicacign celular Log10 (N/No). 3.33 No =
P NF / 2 ND Dénde: ND:
numero de duplicaciones
N: ndmero de células en el
recipiente de cultivo al final
del periodo de crecimiento.
No: nimero de células
iniciales en el recipiente de
cultivo
Proteinas propi . . . |CD73 CD90, L.
ote, as propias de Determinado por citometria CD73 CDY0 Categorica,
. |las células que se . . CD105, CD45, .
Inmunofenotipo de flujo para diversos politdbmica
encuentran en su marcadores CD34, nominal
superficie oHLADR 11
Determinada por
coloracion y observacion al
Las células cambian i i ilizaré L -

. . - MICroscoplo. Se_utlllzaran Adipogénesis, |Categorica,
Diferenciacion |su caracteristica aun | diversas coloraciones; condroaénesis | politémica
de linea celular |tipo celular Coloracién Oil red O, g, S| ol

0 osteogénesis | nominal

especializado

Coloracion Azul de
toluidin, y Coloracion
Rojo de alizarina

10




4.5. Procedimientos y técnicas

El aislamiento de células madre mesenquimales (CMM) seré desarrollado a
partir del tejido de cordon umbilical humano (TCUH) donado a IHEMATEC.
Previo al proceso de aislamiento, se realizard una serie de procedimientos, los cuales
incluyen; obtencién de un

consentimiento  informado (Anexo N°01), obtencion de muestra de
TCUH,

inmunoquimioluminiscencia para marcadores seroldgicos, técnica de digestion
enzimatica, técnica para recuento de células, técnica para medir viabilidad celular,
técnicas para el inmunofenotipo y técnicas para cultivo celular que incluyen
diferenciacion en linaje celular.

En los anexos del 2 al 6 se describen los procesos del laboratorio de forma detallada.

Seleccion de las donantes

Este paso serd coordinado con el Departamento de gineco-obstetricia del
Hospital Carlos Lanfranco la Hoz. De forma articulada, la institucion permitira la
aplicacion del consentimiento informado y el espacio y tiempo para explicar a los
padres los procesos relacionados a este estudio. La conformidad sera dada por

escrito (Anexo N°01).

Recoleccién de sangre cordén umbilical

Se realizard inmediatamente después de la expulsion del neonato, cuando la
placenta este dentro del Utero. Este proceso sera realizado por profesionales
capacitados en el proceso de acuerdo a pasos previamente descritos y

estandarizados. (14) La muestra sera transportada a una temperatura constante de

11



4°C +/-0.5 en un conservador marca Thermo al laboratorio, no superando un tiempo

maximo de 4 horas de transporte.

Recolecciéon de cordén umbilical

Ya recolectada la sangre, se recolectara la placenta para recolectar la mayor
parte del tejido cordén umbilical humano (TCUH). El material sera separado de la
placenta en un frasco estéril con PBS marca GIBCO® PBS, luego, seré trasladado

a 4°C +/-0.5en un lapso no mayor a 4 horas al laboratorio.

Tamizaje de marcadores seroldgicos

La muestra de sangre de corddn umbilical sera procesada para obtener
plasma, el cual posteriormente sera tamizado por inmunoquimioluminiscencia en
un equipo cobas E 411-Rack para los siguientes marcadores; HIV, HVC, HTLV,
Chagas, Sifilis, HBcore y HBsAg. Los resultados seran recolectados y usados de

acuerdo a los criterios de seleccidn propuestos en este estudio.

Técnica de digestion enzimatica

Para este proceso se usara el tejido completo. Se eliminaran los restos de
sangre del cordon lavandolos con buffer fosfato salino estéril (PBS). Mediante el
agregado de enzima colagenasa tipo Il en una concentracion del 0.2% marca
GIBCO® al TCUH el cual se cortara en secciones de 2 cm, las dejaremos digerir
durante 20 horas en placas petri a 37°C con una leve agitacion, las cuales se iran
observando en diferentes horas (h): cuatro, ocho, doce y veinte h. El tejido sobrante

se eliminara mediante filtracion con un filtro de poro de 100 um. Centrifugamos a

12



1500 rpmdurante15 minutos, obtenemos el pellet y lo llevamos a la siguiente técnica

(7, 13).

Técnica para recuento de células

Después de la digestion con la enzima durante tiempos distintos, se
procederd al recuento celular, la suspension celular se llevara a una dilucién 1/20
con reactivo de turk, la lectura se realizara en los cuadrantes respectivos para lectura
de leucocitos (cuatro cuadrantes externos) en cdmara hemocitométrica neubauer
marca Brand llevando a microscopio marca Olympus. Formula: Rcto.cel mi=
promedio del nimero de células en area de blancos x 10%. Primero se realizara el
recuento en 4 horas de digerida con la enzima, luego a las 8, 12, y 20 h. Se
registraran los resultados donde se evaluara en que tiempo a ocurrido mejor la

digestion con la enzima colagenasa tipo Il al 0.2% (13).

Técnica para medir viabilidad celular

Para observar la viabilidad de las CMM se tefiiran con un colorante vital
Azul de Tripan al 0.4% marca GIBCO®, tripsinizar el frasco que contienen las
células, obtener la suspension celular, mezclar esa suspension en partes iguales con
el colorante Azul de Tripan, se mezclara la muestra por inversion y se espera a
temperatura ambiente por 1 minuto (maximo 5 minutos). Llevarlas a una camara
neubauer y contar el numero de celulas vivas y muertas observandolas al

microscopio marca Olympus. Las células muertas se tefiiran de un color celeste y

13



se ven deformes, mientras que las vivas mantienen su estructura. Este proceso se
ejecutard a las 4, 8, 12, y 20 h. Se evaluara el porcentaje de viabilidad en las
diferentes horas. Se procedera con la siguiente formula: %viabilidad: n° células

vivas/ total de células contadas) x 100 (13).

Técnicas para cultivo

Una vez que se procede a observar la viabilidad de las células, se procedera
al cultivo en medio a-MEM marca GIBCO® que es un medio que contiene
antibiotico-antimicatico, en flask (frascos) de 25mm? se agrega el cultivo fresco y
se cultivaran a una temperatura de 37°C ambiente humedad de 90% con
concentracion de CO- al 5% también el medio se enriquecera con SBF al 10%y AA
al 1%. (7).El cultivo se observara a los 5, 8, 10 y 15 y 20 dias (d), donde se
determinard la mayor confluencia celular, la confluencia serd observada en
microscopio invertido de contraste de fase marca Olympus | X50, observando la
morfologia celular (células fibroblastoides) y la adherencia al plastico (células
adheridas al fondo del flask), cultivandose a una concentracion maxima de 10°
células /cm? en los flask. Se realizaran pasajes cada dos veces por semana hasta
alcanzar la mayor confluencia, se considerard mas del 80%. Para evaluar la
proliferacion celular de CMM en cultivo se procedera con la siguiente formula: ND
= Log10 (N/No). 3.33 No = NF / 2 ND Doénde: ND: nimero de duplicaciones en
lapso de tiempo considerado. N: namero de células en el recipiente de cultivo al
final del periodo de crecimiento. No: numero de células iniciales en el recipiente de

cultivo. Se realizaran las técnicas de recuento celular y viabilidad celular post

14



cultivo explicadas anteriormente, y los cultivos con mayor rendimiento seran

Ilevados para su inmunotipificacion y a diferenciacion de linaje celular (7).

Técnicas para el inmunofenotipo

Con anticuerpos (Ac) adecuados para la diferenciacion de las CMM en
Citometro de Flujo marca LabTecnologics. Después del aislamiento de células,
debemos identificarlas si son propiamente CMM, deberan identificarse a través de
marcadores de membrana usando citometria de flujo donde: Positivo igual o mas al
98% para CD73, CD90, CD105; Negativos en igual o menos al 2% CDA45, CD34,
HLA-DR Il, CD14 o0 CD11b, CD79a 0
CD19 con FITC vy laser azul. Se dispensaran 50ul de muestra de células re-
suspendidas mas 10 ul de Ac del pool positivo y en otra muestra con el pool
negativo a oscuridad en temperatura ambiente por un periodo de 20 minutos, se
lavaran con PBS a 2500rpm por 7 minutos y se procedera a la lectura en citometro
de flujo LabTecnologics. Los resultados de citometria de flujo tendran un archivo
de resultados en programa de software con un tipo de formato de archivo ffcs,

propio del citometro LabTecnologics (13).

Técnicas para la diferenciacion de linea celular

Se tendra como control negativo los cultivos en medio a-MEM. Las células

aisladas con un 80% de confluencia seran cultivadas, se tripsiniza y se lava con
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PBS; pero para diferenciacion condrogénica se obtendra un paso méas que es por
centrifugacion 2.5 x 10°células a 3000 rpm durante 10 minutos una monocapa para
llevarla al medio diferencial condrogénico (20 ng de TGF B1, mas 10 ng de insulina,
100 nm dexametasona y 100uM) se dejara durante tres semanas realizando pases
(subcultivos) cada tres dias, se fijaran las células en paraformaldehido al 4% por 30
minutos en cada pocillo y se realizara la coloracion con Azul de Toluidona al 1%y
acido reactivo de Schiff (Thermo Scientific). La diferenciacién osteogénica se
realizara con medio osteogénico de contenido 0.1Mdexametasona con 10 mM (-
glicerfosfato y 50nM de ascorbato-fosfato se esperara tres semanas en cultivo
realizando los respectivos pases, se fijaran y se tefiirdn con rojo de alizarina (Sigma)
y tincion de von Kossa (Thermo Scientific) donde se visualizaran deposiciones de
calcio. En caso de la diferenciacion adipogénica el medio adipogénico que se
utilizara contiene isobutil-metilxantina 0.5 uM con dexametasona 1 pM, insulina
10 uM e indometacina 200 uM , se realizaran los pases cada tres dias durante las
tres semanas de cultivo luego se fijaran y se tefiiran con Oil red O (Sigma) para

detectar gotas de lipidos (10, 11).
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4.6. Plan de anlisis

Todas las técnicas descritas permitiran evaluar el protocolo de aislamiento
de CMM teniendo en cuenta las tres caracteristicas minimas que tiene que cumplir
segun lo establecido por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT);
adherencia celular al plastico, la inmunotipificacion propia mediante citometria de
flujo CD73, CD90 y CD105, y que se dividan en tres linajes células condrocitos,

adipocitos y osteoblastos (2, 13-26).

Los datos de las fichas de recoleccion de resultados de rendimiento celular
por digestion, cultivo e inmunofenotipo post cultivo seré ingresados a una hoja de
calculo de Microsoft Excel v. 2016, para el andlisis de datos se empleara el
programa estadistico Stata v.15. Las variables categéricas como adherencia al
plastico, inmunofenotipo, diferenciacién celular y cultivos se expresaran a través de
la frecuencia absoluta y porcentaje, ademas se realizaran graficos de tortay en barra.
Las variables numéricas como viabilidad celular post digestion, viabilidad celular
post cultivo, nimero de células nucleadas post digestion, nimero de células
nucleadas post cultivo, confluencia celular y proliferacion celular seran descritas
usando una medida de tendencia central y de dispersion segun la distribucion de sus

datos.

17



4.7. Aspectos éticos

El presente protocolo serd presentado a la Facultad de Medicina y a la
Direccidén Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT), y al
Comité de Etica (CIE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia para su
evaluacion y aprobacién. Este proyecto propone recolectar consentimientos
informados de los padres que donaran los cordones umbilicales al momento del
parto. Este proyecto se rige a los principios y lineamientos de la Declaracion de
Helsinki y a cualquier otro principio ético para investigacion médica en seres
humanos. El consentimiento informado estd basado en las directrices establecidas

por la DUICT de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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5. Cronograma
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Elaboracion de proyecto.
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proyecto a la Universidad Peruana
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Recoleccion de muestras y
procesamiento en el laboratorio

Andlisis de datos

Elaboracién del informe

Elaboracion y publicacion del
articulo cientifico de la tesis.

19




6. Presupuesto

COSTO POR | CANTIDAD COSTO OBSERV
UNIDAD GLOBAL ACIONES

RECURSOS HUMANOS:
ASESOR PRINCIPAL AD HONOREN 1
CO-ASESOR AD HONOREN 1
INVESTIGADORA AD HONOREN 1
TOTAL 3
MATERIALES:
DE ESCRITORIO
COMPUTADORA DEL INSTITUTO 1
FORMATOS DE 25 7.50
CONSENTIMINETO DE
DONACION DE TEJIDO/ 0.30
FORMATO DE
CONSENTIMIENTO TAMIZAJE
FORMATO DE FICHAS DE 010 25 2.50
REGISTROS DATOS
LACEROSLAPICES | o st !
INDELEBLES
TOTAL 0.40 10.00
DE TOMA DE MUESTRA
TUBOS EDTA 2.00 25 50.00
BOLSA ESTERILES 25,00 25 875.00
RECOLECCION ACD
FRASCOS ESTERILES 20.00 25 500.00
ALCOHOL YODOPOVIDONA 5.00 1 5.00
ALGODON 0.50 1 0.50
MANDIL ESTERIL 2.00 10 20.00
GUANTES 0.50 100 50.00
BISTURI 1.00 50 50.00
JERINGAS 20 ml 0.20 30 6.00
TRANSPORTADOR 4°C 50.00 1 50.00
TOTAL 116.20 1.606.50
INSUMOS/ MATERIALES
DE LABORATORIO
TUBOS VIDRIO 12 x 75mm 0.50 100 50.00
PINZA 1.00 2 2.00
TIJERAS QUIRURGICAS 10.00 2 20.00
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FLASK T 25mm 10.00 25 250.00
LAMINA PORTAOBJETO 0.20 100 20.00
FILTRO 100 pm 20.0 30 60.00
PLACAS PETRI 1.00 30 30.00
PISCETAS 2.00 3 6.00
PARAFLIM 40.00 1 40.00
PUNTERAS 0.1-100uL 30.00 1 30.00
CRIOVIALES 80.00 1 80.00
TOTAL 194.70 588.00
REACTIVOS/
SOLUCIONES/
MARCADORES

25 12.500.00 | CONVENIO
TAMIZAJE 07 MARCADORES 500.00 CON

INSTITUTO

ENZIMA COLAGENASA 0.2% 2.000.00 1 2.000.00
ENZIMA TRIPSINA 2.000.00 1 2.000.00
PBS + Atb 200.00 1 200.00
TURK 25.00 1 25.00
AZUL DE TRIPTAN 25.00 1 25.00
MEDIO DE CULTIVO o-MEM 1 500.00
(SUERO BOVINO FETAL10% 500.00
AA 1%)
POOL DE AC: CD73, CD90, 1 4.000.00
CD105(para50 tets) 4.000.00
POOL DE AC: CD45, CD34, HLA- 1 4.000.00
DR, CD14 0 CD11b, CD79a 4.000.00
0 CD19(para50 tets)
KIT DIFERENCIACION 1 10.000.00
CELULAR TRES LINAJES 10.000.00
DILUYENTE DE MUESTRA 100.00 1 100.00
PARA CMM
TOTAL 23.350.00 35.350.00
INSTRUMENTOS/EQUIP
OS DE LABORATORIO
CRONOMETRO 2.00 1 2.00
CONTOMETRO 7.00 1 7.00
MATRAZ ERLENMEYER 10.00 5 50.00
MATRAZ KITASATO 10.00 5 50.00
BALANZA ANALITICA DEL INSTITUTO 1
VORTEX DEL INSTITUTO 1 320.00
CAMARA DE NEUWAER 10.00 1 10.00
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MICROPIPETAS 80.00 3 240
CENTRIFUGA DEL INSTITUTO
MICROSCOPIO BINOCULAR DEL INSTITUTO 1
CAMARA DE FLUJO LAMINAR | DEL INSTITUTO 1
MICROSCOPIO INVERTIDO DEL INSTITUTO 1
CITOMETRO DE FLUJO / 1
SOFTWARE DEL INSTITUTO
CONSERVADOR 4 — 10°C DEL INSTITUTO 1
INCUBADOR DEL INSTITUTO 1
EQUIPO 1 --- | CONVENIO
INMUNOQUIMIOLUMINISCEN DEL INSTITUTO CON
CIACOBAS E 411-RACK INSTITUTO
TOTAL 119.00 679.00
PROGRAMA
ESTADISTICO
PROGRAMA Stata/ Epidat ACCESO 1
LIBRE
TOTAL
MOVILIDAD
TRANSPORTE DE MUESTRAS 100.00 1 100.00
MOVILIDAD DE PERSONAL 50.00 1 50.00
TOTAL 150.00 150.00
OTROS GASTOS 100.00 100.00
S/.24.030.30 S/.37.895.60

TOTAL INVERSION
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8.2. Flujograma del método de aislamiento

TEJIDO CORDON UMBILICAL (TCU)
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8.3. Flujograma del método de digestion celular
DONACION CORDON UMBILICAL
(CONSENTIMIENTOS INFORMADOS)
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8.4. Flujograma del cultivo en aEMEN
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8.5. Flujograma del inmunofenotipo

CULTIVO a-MEM

10% SBF (SUERO
Bovino Fetal)

1% AA (antibidtico
y antimicotico)

v
MAYOR INMUNOFENOTIPO LASER
RENDIMIENTO .| (CITOMETRIA DE < AZUL
FLUJO) 480nm
v
VL \ 4
INMUNOF. NO INMUNOF.

CARACTERISTICO
CMM NEGATIVAS

A

CARACTERISTICO
CMM POSITIVAS

AISLAMIENTO
NO OPTIMO
POSITIVAS NEGATIVAS 2% =/-
98%=/+
CD45 /CD34/CD14 o
CD73 CD 90 CD11b / CD79a 0 CD19/
CD105 HLA-DR
\ 4
AISLAMIENTO

OPTIMO DE CMM
PROVENIENTES
DE TCUH




8.6. Flujograma de la diferenciacion del linaje celular
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