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RESUMEN

El Inhibidor tisular de las metaloproteinasas 2 (TIMP-2) cumple un papel esencial
en el funcionamiento de la barrera hematoencefalica, la regulacion de
la neuroinflamacion y renovacién del hipocampo. Su concentracidbn se encuentra
aumentada en el plasma de sangre de cordén umbilical (SCU) y disminuye con el
aumento de la edad, contribuyendo al deterioro progresivo del hipocampo. Estudios
en modelo animal sugieren que el plasma de sangre de cordén umbilical contiene
TIMP-2 y que los ratones viejos adquieren habilidades de memoria y
temporoespaciales posterior a la infusion de plasmas jévenes. Dado lo anterior, esta
proteina esta siendo investigada para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer.

Este trabajo se realiz6 en STEM medicina Regenerativa, donde se obtuvo y proceso
el plasma de SCU de 60 neonatos. Para la identificacion y cuantificacion de TIMP-
2, se utilizé la técnica Cytometric Bead Array (CBA), con el Kit LEGENDplex™
Human TIMP Mix and Match. Los archivos FCS arrojados por el citometro de flujo
FACSCanto™ Il fueron analizados por el software especializado LEGENDplex, y
por medio de herramientas estadisticas como shapiro-wilk, coeficiente correlacion
de rango de Spearman y el programa estadistico STATA version 12 del Hospital
Militar Central de Bogot4, se realizo el andlisis estadistico. Se encontro correlacion
de TIMP-2 con el volumen, CD34+ y CNT. Sin embargo, no se encontro correlacion

de TIMP-2 con las demas variables neonatales consideradas.

Palabras clave: TIMP-2, CBA, Alzheimer, hipocampo, plasma de sangre de

cordén umbilical.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas tipo Alzheimer, son un problema de salud
publica que afecta a gran parte de la poblacibn mundial, es por esto, que crear
estrategias para contrarrestarlas son un reto para la comunidad cientifica. Un
estudio realizado por la Universidad de Stanford en el 20172°, identific6 al Inhibidor
Tisular de las Metaloproteinasas 2 (TIMP-2) en plasma de SCU, proteina capaz de
revitalizar el hipocampo. Su concentracion se encuentra aumentada en el plasma
de SCUYy va decreciendo con el aumento de la edad, siendo postulada como blanco

terapéutico para tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Aln existen vacios sobre la relacion existente entre el plasma de SCU y TIMP-2,
como por ejemplo, qué factores neonatales podrian afectar su concentracion y qué
impacto podria dar a la investigacion cientifica al encontrar alguna relacion de estos
factores con TIMP-2, dando lugar al inicio de nuevas preguntas e investigaciones.

Esta investigacion, pertenece a una linea de estudio que pretende ampliar el
conocimiento sobre la relacién entre la concentracion de TIMP-2 en plasma de
SCU, con variables neonatales, y su impacto en enfermedades neurodegenerativas.
Para ello, se identificd y cuantific6 TIMP-2 en 60 plasmas de SCU, obtenidos y
procesados en STEM Medicina Regenerativa, y se correlacioné su presencia y
concentracion con variables neonatales usando CBA. Este estudio podria ser tenido
en cuenta para la selecciéon de una muestra de sangre de cordon umbilical que

cumpla con las condiciones necesarias para la obtencion de TIMP-2.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Cuantificar la proteina TIMP-2 en plasma de sangre de cordon umbilical y
correlacionar su presencia con variables neonatales en recién nacidos colombianos,

utilizando el método CBA para citometria de flujo.

2.2. Objetivos especificos

- Identificar TIMP-2 en plasma de sangre de cordon umbilical por el método CBA

para citometria de flujo.

- Correlacionar estadisticamente las variables neonatales que afectan la

concentracion de TIMP-2 en plasma de sangre de cordén umbilical.
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3. ANTECEDENTES

Harper, E 1980! definia la colagenasas como enzimas obtenidas de organismos
procariotas Yy eucariotas, que rompen las cadenas polipeptidicas helicoidales del
cuerpo principal de la proteina estructural del colageno. Estan involucradas en
varios roles normales del desarrollo, sin embargo, es posible encontrarlas en tejido
de pacientes enfermos por ejemplo con artritis reumatoidea y tumores invasivos.
Existen 4 tipos de colagenasa, dentro de las que se encuentran la tipo I, que se
encuentra mayormente en piel; la colagenasa tipo Il producida en el cartilago, retina,
cérnea y cuerpo vitreo. La tipo Ill presente en vasos sanguineos, piel embrionaria,

pulmones, musculos e higado. El tipo IV se encuentra en membranas basales?.

En Estados Unidos, en el afio 1989, Stetler-Stevenson et al?> descubren una nueva
proteina perteneciente a la familia de los inhibidores de metaloproteinasas que
nombran TIMP-2, en 1992 Rosenberg et al®, encuentran en ratones TIMP-2,
participando en la inactivacion de la colagenasa IV, proteina implicada en el infarto
cerebral, dando lugar a hemorragias y coagulos, que posteriormente producen
necrosis del tejido neuronal; ademas, TIMP-2 ayudd en la recuperacion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, dando a conocer su papel en la
reparacion de la lesion cerebral, y se recomendd su uso en tratamientos implicados

en este tipo de lesiones?®.

En 1997, Blavier et al* defini6é a las metaloproteinasas (MMP) como endopeptidasas
encontradas en la matriz extracelular (MEC) y que pueden diferenciarse en distintos
tipos. En la MEC existe un equilibrio gracias a los Inhibidores de metaloproteinasas
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4, los TIMP y las MMP ayudan en la remodelacion
de la MEC, sin embargo, Blavier menciona que podrian desempefiar adicionalmente
otra clase de funciones, como la proliferacion celular o apoptosis, al encontrar
RNAmM de TIMP-2 en pulmones, piel, 6rganos reproductivos y en cerebro de ratones
adultos y en embriones; especialmente en la Piamadre y el tejido neuronal. En
cuanto a los embriones de ratones se encontro abundante RNAm TIMP-2 en la

placenta, especialmente en el tejido mesenquimatoso.
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Escudos LE et al®, realizaron un estudio donde se evalué la frecuencia de las
células madre progenitoras hematopoyéticas CD34+ durante la gestacion. Se
evidencio que la cantidad de células madre se encuentra aumentada en la edad
gestacional temprana (17-24 semanas), a diferencia de la edad gestacional a
término, donde se evidencio que la cantidad de células CD34+ disminuye

linealmente.

Janowska-Wieczorek et al’, descubrieron que las células CD34+ de sangre
periférica, secretan constitutivamente TIMP-1 y TIMP-2, ademas de encontrar
transcriptoma de TIMP-1 y TIMP-2 en las células CD34+ de médula ésea. Los
neutrofilos, monocitos y linfocitos secretan TIMP-1. Este estudio proporciona
evidencia de que las células progenitoras hematopoyéticas humanas inmaduras
secretan TIMP-2.

Ballen KK et al®, estudiaron el efecto de las caracteristicas neonatales sobre la
obtencién de CD34+, descubriendo que el volumen de sangre del cordon umbilical
recolectado esta correlacionado positivamente con los recuentos de células CD34+
x108 (0,07 - 25,2). El peso del recién nacido, se correlaciond positivamente con
todas las variables. Los bebés mas grandes tenian mas probabilidades de producir
unidades de sangre del cordon umbilical con volimenes mas grandes y recuentos
de células CD34+ mas altos. Finalmente, encontraron que la edad materna no se

correlaciond con los valores de CD34+.

Maymon E et al®, evidenciaron que la degradaciéon de la MEC conduce a la
degradacion de las membranas amniéticas y corion, atribuiyendoselo a la actividad
enzimatica excesiva de las gelatinasas MMP-2. La MMP-2 se expresa en las
membranas fetales, tiene una distribucion ubicua, se activa e inhibe en la superficie
celular por TIMP-2 ademas de ser la gelatinasa mas encontrada en liquido
amniético. En el estudio se encontré que las concentraciones de TIMP-2 disminuyen
con el trabajo de parto (término y pretérmino), ruptura de membranas (término y

pretérmino) y con infeccidn intrauterina, debido a que las endotoxinas bacterianas
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disminuyen la sintesis de proteinas de TIMP-2, debido a la apoptosis celular. Este
estudio propone que TIMP-2 participa en la remodelacion de la membrana durante
el embarazo normal, el aumento de la actividad de TIMP-2 con el avance de la edad
gestacional puede desempefiar un papel homeostatico al inhibir los efectos de las

MMP producidas en respuesta a fuerzas mecanicas durante la distension uterina.

El CBA, surge de la necesidad de analizar y cuantificar multiples analitos en un
volumen de muestra bajo y en un menor tiempo. La deteccién de antigenos puede
darse ya sea por la unién de estos a anticuerpos monoclonales presentes en una
perla marcados con un fluorocromo diferente; o por medio de sefales de
fluorescencia especifica y reactivos de deteccion que llevan un segundo tipo de
sefial fluorescente. Morgan et al'?, se centran en la variedad de aplicaciones de la
tecnologia CBA; donde se evidencia su uso para medicion de citoquinas,
mediadores inflamatorios derivados del complemento, moléculas de sefalizacion
intracelular, citoquinas y sefializacion del factor de crecimiento, apoptosis Yy

deteccion y cuantificacion de anticuerpos especificos.

Nakagawa, R et al'! investigaron aquellas variables gestacionales que pueden
afectar la calidad de una muestra de corddén umbilical, tales como la longitud del
cordén, el peso de la placenta y el peso del recién nacido, las cuales se
correlacionaron positivamente con buen volumen de CB. También se encontro
correlacién con variables como el sexo de los recién nacidos y la edad gestacional,

con una concentracion elevada de células nucleadas totales (TNC).

Para el afio 2005, Jaworski y sus colaboradores?!? realizaron un estudio mas
detallado en la amigdala cerebral, parte encargada del condicionamiento del miedo,
donde se evidencié que la expresion de TIMP-2 se encuentra mayormente en el
hipocampo, en las células granulares del giro dentado, y en la amigdala. En la
investigacion suprimieron TIMP-2 en un grupo de ratones quienes fueron sometidos
a diferentes pruebas para medir su comportamiento: inhibicion prepulso y sobresalto

potenciado. En los resultados se observdé que TIMP-2 debe estar implicada en
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algunos mecanismos reguladores de la respuesta neuronal frente a situaciones
donde es necesario memorizar y hacer uso de la ubicacién espacial,
adicionalmente; los autores mencionan que esta proteina podria estar implicada en

la plasticidad sinaptica?.

Jaworski y sus colaboradores!® en el 2006 estudiaron la funcién que cumple el
TIMP-2 en la maduracion neuromuscular en ratones. Los resultados obtenidos en
el Sistema Nervioso Central (SNC), mas especificamente en el cerebro y médula
espinal, revelaron que el ARNm de TIMP-2, tiene la capacidad de expresarse y
aumentar a lo largo del desarrollo postnatal en ratones. Se midié también en médula
espinal, donde se detect6 que TIMP-2 se expresa en toda la materia gris,
observandose mayores picos de expresion en los cuernos dorsal (por neuronas
motoras) y ventral. También observaron que en cerebelo TIMP-2 juega un papel
muy importante en la proliferacion y migracion de células granulares, y a su vez, se

cree gue ayuda a la diferenciacion de las células de Purkinje®s.

Por otro lado, la expresion de los transcritos de TIMP-2 en el SNC difirié de la
expresion en el musculo esquelético, aunque la expresion del ARNm de TIMP-2
disminuye durante el desarrollo del musculo esquelético, la expresion de la proteina
TIMP-2 no cambia, sin embargo, aun es incierta su funcion en el muasculo, se
presume de una actividad protectora. Se conoce que TIMP-2 desempefia un papel
en el mantenimiento de la homeostasis de la ldmina basal durante la actividad
muscular. De igual manera, se corrobor6 que la actividad incrementada de MMP se

debe a una disminucién de la expresion de TIMP-2, y por la contraccion muscular®s.

En el 2007, Cockle JV et al'* demostré que los nacimientos prematuros y las
complicaciones maternas, estan relacionados con la degradacién de la MEC por
MMP como consecuencia de procesos inflamatorios y/o desequilibrios entre MMP y
TIMPS. Altas concentraciones de MMP vy de la relacion entre MMP y TIMPs en
liquido amniético o en moco endocervical durante el embarazo y en los bebés,

pueden contribuir a identificar los que tienen riesgo de desarrollar complicaciones.
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Para neonatos prematuros o madres embarazadas con riesgo de parto prematuro,
se piensa en un posible tratamiento con inmunomoduladores de MMP, siendo los
TIMPs sus principales inhibidores, pensado en usarse para la investigacion

obstétrica y pediatrica.

En 2008 Montalvo®, en su tesis doctoral utilizé células de cordén umbilical
provenientes de gelatina de Wharton en ingenieria tisular; por ello, el cordén
umbilical se ha convertido en un elemento de interés para la medicina regenerativa,
debido a la funcionalidad de las células aqui presentes. Este tejido permite la unién
entre la placenta y el feto, tiene una longitud de 60-65 cm y permite la
vascularizacion fetal al estar compuesto por una vena y dos arterias cubiertas por
un tejido conectivo mucoso llamado gelatina de Wharton. Esta, suple la funcién de
adventicia y permite la regulacion del flujo sanguineo del cordén umbilical.

ElI DANE?S, en el afio 2006, describe la definicion general de variable y neonatal, asi
mismo y menciona multiples variables usadas por los investigadores como la edad

gestacional, talla, peso, tipo de parto y sexo.

En el 2010, Brew y Nagase!’ realizaron una revision sobre los TIMP, describiendo
las funciones estructurales que pueden desempefar ademas de la inhibicion de las
MMPs, sus caracteristicas generales y similitudes que hay entre los cuatro TIMPs
identificados, mencionan su presencia en otros mamiferos y en invertebrados,
muestran la estructura general de los TIMPs y mencionan sus espectros de
inhibicion en donde TIMP-3 tiene el mayor, de TIMP-2 mencionan su importancia en
el sistema nervioso, lugar donde podria estar implicado en funciones muy relevantes

como la memoria.

Como se ha visto en los estudios mencionados hasta ahora, TIMP-2 podria ser un
colaborador para terapias en enfermedades neurodegenerativas, cabe resaltar que

en Colombia, para el afio 2010, un estudio realizado por Ruiz et al*®, determiné una
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prevalencia de enfermedad Alzheimer (EA) del 1.8 y 3.4% en grupos de pacientes
mayores a 65y 75 afos respectivamente. Una recopilacién de datos, demostré que
en Europa, hay un estimado de 850.000 casos de EA. En ausencia de un
tratamiento curativo para la EA, se calcula que la sobrevida de un paciente puede

ser de 5 a 10 afios en promedio?8.

Madsen-Bouterse, et al para el 2010%°, en su estudio habla acerca del sindrome de
respuesta inflamatoria fetal (FIRS) que aparece en los recién nacidos
prematuramente y su evaluacion a través de interleucina plasmatica (IL) -6, proteina
C reactiva, en corddn umbilical, lo realizé en 10 prematuros sin y 10 con FIRS.
Debido a que los mecanismos moleculares para desarrollar FIRS en el recién nacido
son aun desconocidos, por lo tanto en este estudio se evalué el ARNm proveniente
de la sangre de corddn umbilical. Se encontraron mecanismos como el
procesamiento y presentacion de antigenos, antiapoptosis, respuestas inmunes e
inflamatorias, asi como procesos criticos para el metabolismo celular. Una serie de
funciones moleculares enriguecidas se relacionaron con la transduccién de sefiales
y la actividad de transferasa. También se identificaron vias metabdlicas y de

sefalizacion significativamente asociadas con los datos de expresiéon génica.

En el mismo afio 2010, Chandra et al?® decide realizar un estudio sobre el recuento
de CD34+ en la sangre de corddn umbilical , encontrando que una de las variables
gue mas se correlaciond es el volumen, siguiendo el afio 2012, Wen et al?%, querian
identificar factores obstétricos y neonatales que pudieran afectar el volumen de SCU
y asi poder ayudar a los bancos de sangre a mejorar en sus criterios inclusivos de
donacién y la calidad de la Sangre de cordén Umbilical?t. Una de las técnicas mas
usadas en los bancos de sangre o en las areas de hematologia es la citometria de
flujo, esta metodologia puede ser combinada con otras técnicas para ampliar su
espectro de medicion, una de ellas son las perlas de captura para citometria, 0 mas

conocida como CBA?%2,

Evidencias sugieren que la calidad de las muestras de corddén umbilical para la
obtencién de células madre, se ve afectada por factores como la edad materna, la
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edad gestacional, el sexo, el peso del recién nacido, la longitud del cordén umbilical
y el peso de la placenta; las cuales pueden influir en el volumen, la cantidad de
células mononucleares y la concentracién celular de CD34+. En un estudio
realizado por Chandra T et al*®, no se encontro correlacion de las CD34+ con el
sexo de los bebés y el total de células nucleadas. Los bebés con peso normal al
nacer tenian una mayor concentracion de células CD34+. La concentracion de
células CD34+ y el recuento de TNC en la SCU, se asociaron con la edad
gestacional. A pesar de que algunos autores han demostrado que la edad
gestacional no estéa asociada con la concentracion de células CD34+ derivadas de
la SCU, los hallazgos no estan en desacuerdo, ya que las poblaciones de células
CD34+ pueden variar considerablemente con la hematopoyesis durante la

gestacion.

En el estudio realizado por Wan Z?*, se menciona que la MEC proporciona un
microambiente adecuado para el injerto, proliferacion y diferenciacion de células
madre. La MEC producida principalmente por fibroblastos, es un componente clave
del microambiente hepatico. TIMP y MMP son dos enzimas que controlan la
homeostasis de la MEC in vivo, adicionalmente, los cambios en la MEC pueden
regular muchos aspectos del comportamiento celular, incluida la proliferacién

celular, el crecimiento y la supervivencia.

Kim et al?®®, realizaron una revision para analizar las caracteristicas fenotipicas,
aplicaciones terapéuticas y la optimizacion de protocolos para obtencion de células
madre derivadas de gelatina de Wharton (WJ). Se menciona que las células madre
mesenquimales, son una fuente de terapia para combatir diferentes enfermedades
como: cancer, enfermedades en el higado, enfermedad cardiovascular,
regeneracion del cartilago, reparacion de nervios periféricos, entre otras. Provienen
de la gelatina de Wharton, que es una matriz rica en proteoglicanos mucosos,

presente en el cordén umbilical.

Un grupo de investigacion de la Universidad de Harvard, en el afio 2014, encontro
los efectos positivos que le brinda la sangre de ratones jovenes a ratones ancianos,
ayudando a la proliferacion celular, a la neurogénesis y a la angiogénesis, ademas

de mejorar el flujo sanguineo, funciones que con el paso de la edad, van
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decreciendo?®. Haciendo uso de la parabiosis, técnica que se fundamenta en cruzar
los sistemas circulatorios de dos ratones: uno viejo y uno joven en este caso; el
estudio concluyé con el apoyo del uso de sangre joven para la revitalizacién; dando
paso a nuevas investigaciones que concreten las posibles moléculas que estarian

implicadas en este proceso?’.

En el mismo afio 2014, en Corea del Sur, Lee et al?® dice que los TIMP son
inhibidores endbégenos de MMP-3, -8 y -9, quienes son importantes mediadores
proinflamatorios en microglia activada. Se han logrado identificar 4 clases de TIMP,
siendo TIMP -2 la de mayor expresion en el cuerpo'?26, se expresa por medio de
células progenitoras neuronales, lo que resalta su importancia en la neurogénesis y
en la proteccion de la muerte celular dopaminérgica. Lee y sus colaboradores
demuestran que TIMP-2 se expresa en la microglia de ratones, y como esta

expresion, puede ser inhibida por el tratamiento con lipopolisacaridos (LPS).

Posteriormente, Bequer et al’®, mencionan que la sangre de cordén umbilical posee
diferentes caracteristicas bioquimicas que pueden afectar su calidad y también
compara estas caracteristicas con variables neonatales como edad gestacional y el
peso al nacer, este estudio se relaciona mucho con la finalidad de Wen y

colaboradores?1.26

Moodley et al?®, realizaron un estudio sobre la enfermedad de Alzheimer, la cual, es
un trastorno neurodegenerativo que suele aparecer en la octava década de vida,
con una pérdida de la memoria insidiosa y posterior culminacién en demencia?®. En
el estudio de Lee y colaboradores?” demostraron que TIMP-2 es capaz de
incrementarse en enfermedades como esclerosis mdultiple (EM), accidente
cerebrovascular, enfermedad de Alzheimer (EA) y enfermedad de Huntington (HD),
lo que sugiere que TIMP-2 cumple un papel protector en estas enfermedades. De
esta forma, es posible usar la proteina en el tratamiento de trastornos

neurodegenerativos ya que es un importante regulador en la neuroinflamacién?”’.
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En el 2015, Al-Deghaither et al*®® realizaron un estudio donde se determiné el
potencial hematopoyético en la sangre del cordon umbilical, y si esto tiene alguna
implicacion con variables maternas y/o neonatales encontrando que la edad de las
maternas tuvo un efecto negativo en el recuento de células CD45+%, y el peso del
recién nacido tuvo un efecto positivo en el conteo de células y viabilidad®. En ese
mismo afio, Rodriguez et al®!, querian observar que variables neonatales vy
maternas afectaban el numero de células nucleadas y células CD34+ en muestras
de sangre de cordon umbilical. Se obtuvo un resultado parecido al estudio de Al-
Deghaither y colaboradores®, adicionalmente encontraron positivo el conteo de

células para el diametro, longitud del cordén umbilical y el volumen de la muestra3.

En el 2015, Aguirre®? habla sobre el hipocampo, su anatomia y fisiologia, también
de su funcion principal, la memoria, lesiones en el hipocampo conllevan a que los
pacientes pierdan total funcionalidad de esta, a su vez, perdiendo la capacidad de
generar memoria nueva. El envejecimiento es un problema que afecta al
hipocampo, debido a un aumento de astrogliosis y microgliosis, alteraciones en la
barrera hematoencefalica, disminucion de la generacion de neuronas y disminucion
de la funcién sinaptica; siendo un factor de riesgo importante para el desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas.

Se cree gque el uso de sangre joven ayuda a revitalizar el hipocampo y sus funciones;
para esto, se realizé un estudio en ratones viejos y jévenes usando el método de
parabiosis. Los resultados evidenciados fueron: Los pares heterogéneos, presentes
en el musculo del raton envejecido, exhiben niveles de regeneracién juvenil después
de una lesion. Después de realizado el estudio, las células aisladas del musculo de
los parabiontes heterocrénicos envejecidos son mas miogénicas y acumulan menos

dafio en el ADN que las contrapartes envejecidas®3.

Una técnica muy usada para realizar la cuantificaciéon de células o proteinas es la
citometria de flujo, es un método eficaz, y tiene la capacidad de medir multiples

parametros. El fundamento descrito en el libro publicado por Garcia et al®4, consiste

19



en hacer pasar células o particulas suspendidas en una solucion, delante de un haz
de luz; la emision de luz es convertida en datos tangibles, que podran ser
transformados respectivamente en graficas para poder ser leidos e interpretados.
Las técnicas para la identificacion y cuantificacion de TIMP-2 son variadas, una de
las conocidas es la ELISA, sin embargo, la citometria de flujo es mas sensible y
eficaz®®, este método puede ser fusionado con otras técnicas para alcanzar una

mayor sensibilidad y un amplio espectro de medicion.

El cordén umbilical es un canal donde traspasan los nutrientes otorgados por la
madre al feto, y la circulacién para la obtencién de oxigeno, Contreras et al®®
menciona que una gran parte de abortos espontaneos son debidos a problemas
relacionados con el cordon umbilical, y variables como su longitud excesiva pueden
estar relacionadas con consecuencias desfavorables®, este estudio también puede

aportar a la mejor elecciéon de sangre de cordén umbilical.

Como se mencion6 en estudios anteriores, sobre la expresion de TIMP-2 en el
hipocampo, lugar donde ayuda a la proliferacion celular, es decir, a la
neurogénesis'??’, cabe resaltar que segun Olivares et al®®, el giro dentado del
hipocampo es el segundo lugar donde se lleva a cabo el proceso de neurogénesis

del cerebro adulto®®.

Un estudio realizado en Corea del Sur, en el afio 2015 por Lee C et al®’, revela la
relacion de la aparicion de Displasia Broncopulmonar (DBP) con niveles bajos de
TIMP-2. Se realiz6 el andlisis de 4 moléculas MMP8, MMP9, TIMP-1 y TIMP-2 en
62 muestras de suero de recién nacidos usando una técnica enzimatica (ELISA), el
estudio introdujo entre su poblacién recién nacidos prematuros con un promedio de
32 semanas de gestacion y con un peso de menos de 1500 gr, se realizé un analisis
entre recién nacidos con DBP, y otros sin la enfermedad, se manejaron variables
clinicas del recién nacido como sexo, semanas de gestacion, peso, etc. Se

interpretd mediante un analisis de regresion logistico multivariante, que entre los
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factores de riesgos para desarrollar DBP, el mas prevalente fue en recién nacidos

prematuros con niveles de TIMP-2 bajos.

En el 2017, el grupo de investigacién de Castellano et al*® publicé un novedoso
estudio el cual realizaron mediante microarrays y parabiosis principalmente, donde
se evalla nuevamente cdmo la exposicién a factores sanguineos jovenes puede
revitalizar el hipocampo y mejorar la actividad sinaptica. En el experimento usaron
tres tipos de muestras: plasma humano, el de personas jovenes y el de ancianos, y
plasma de sangre de corddén umbilical, los ratones fueron tratados con estas tres
muestras encontrando que aquellos tratados con plasma de sangre de corddn
umbilical presentaban una mejoria en su memoria espacial, los tratados con
plasmas jovenes también tenian una mejoria pero no tan significativa, y los tratados
con plasma de ancianos no tuvieron notable mejoria, esto se evidenciaba en las
pruebas a las cuales eran sometidos los ratones para observar sus cambios frente

a los tratamientos®°.

Mediante los microarrays Castellano et al.3® observaron cuéles eran las proteinas
en el plasma de sangre de cordén umbilical que probablemente estarian implicadas
en el rejuvenecimiento del hipocampo, encontrando tres principales: GAS6, CSF2 'y
TIMP-2, siendo TIMP-2 la méas implicada en la revitalizacion, su comprobacién se
realizd suprimiendo a los ratones TIMP-2, modificando su gen de expresioén, fueron
sometidos a pruebas en laberintos donde recurrian a su memoria para salir, los
ratones no superaron la prueba, es asi como descubrieron la importancia de TIMP-
2, siendo postulada como una proteina que podria ser usada en tratamientos para
enfermedades neurodegenerativas, también se encontré que la concentracion de

TIMP-2 disminuye con el aumento de la edad®°.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Fisiologia y anatomia del Cordon umbilical

El cordon umbilical es un tejido, con estructura tubular y flexible, cubierto por un
epitelio simple derivado del amnios denominado epitelio umbilical. Permite la unién
directa entre el feto y la placenta e indirectamente con la madre. Aparece entre la
semana 4 y 8 de gestacion?, y va creciendo progresivamente hasta alcanzar una
longitud promedio de 60 a 65 cm y un peso ideal de 40 gramos. Se encarga de
transportar las sustancias esenciales requeridas por el feto para mantenerlo vivo y

asi mismo, lograr su crecimiento y desarrollo3>15,

Este tejido, se considera como una extension del sistema cardiovascular fetal, ya
gue estad compuesto por dos arterias umbilicales, que constan de capa elastica
externa discontinua y se encargan del transporte de sangre desoxigenada; y una
vena umbilical, que posee Unicamente capa eléstica interna y es la encargada de
transportar sangre oxigenada3>2%, Estos vasos sanguineos, se encuentran inmersos
en un tejido conectivo mucoso denominado gelatina de Wharton, la cual suple la
funcion adventicia de los vasos y participa en la regulacion del flujo sanguineo; asi
como también lo hacen la longitud, el didmetro, calibre de vasos sanguineos, entre

otros®4L13,

Umbilical arteries

Subamnion Adventitia

Perivascular region

Amnion \

Wharton’s Jelly
Umbilical cord blood

Umbilical vein Endothelium

Figura 1. Partes del cordon umbilical

Modificada de Wharton’s Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cells: Phenotypic Characterization and Optimizing
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Their Therapeutic Potential for Clinical Applications. International Journal of Molecular Sciences. [Internet]. 2013;
14(6), 11692-11712. [Cited 05 May 2019]. Disponible en: https://www.mdpi.com/1422-0067/14/6/11692

La gelatina de Wharton, estd compuesta de una matriz extracelular formada por
fiboras de coldgeno donde se engloban los vasos sanguineos del corddn; y
proteoglicanos que le confieren a la matriz extracelular una mayor hidratacion para
proteger el cordon umbilical de presiones mecéanicas. Por otro lado, contiene células
estromales que contribuyen a la formacién de fibras de colageno y regulaciéon en el
flujo sanguineo por tener propiedades contractiles; poseen caracteristicas de
proliferaciéon y diferenciacion por lo cual, cumplen las caracteristicas necesarias
para ser consideradas células madre!®. Finalmente es cubierta por el epitelio

amniotico?®.

4.2. Sangre y plasma de sangre de Cordén Umbilical

La sangre de cordon umbilical, es un pardmetro poco analizado en la practica clinica
habitual, salvo en situaciones donde el recién nacido padezca algun tipo de
patologia o complicacion y sea necesario un andlisis quimico. A pesar de esto, los
analisis realizados a la sangre de cordon umbilical, han determinado que esta posee
caracteristicas tales como pH, concentracion de gases y metabolitos que van
ligadas fuertemente a la estructura del Cordén umbilical y permiten el desarrollo de
la placenta y al intercambio de nutrientes y gases entre el feto y la madre, brindando
una apropiada salud materna, fetal y neonatal; ademéas de ser fuente de células
madre hematopoyéticas, utilizadas para el tratamiento de leucemias, sindromes
mielodisplasicos, anemias, inmunodeficiencias primarias y hemoglobinopatias 3031,
Este hecho, permite que en la actualidad, la sangre de Cordén umbilical no se
deseche como es usual, sino en cambio, sea considerada como una fuente

terapéutica novedosa que puede ser investigada y almacenada.

El plasma de sangre de cordon umbilical no ha sido detenidamente investigado, los
pocos estudios realizados mencionan algunas caracteristicas encontradas, se ha
observado la presencia de ARNm de citoquinas, factores proinflamatoriosy

restos de actividad metabdlical®, por otra parte, un estudio realizado en el afio
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2017, analizaron el plasma de sangre de cordén umbilical para observar si su
analito en cuestion disminuia con el paso de la edad, corroborando su hipotesis de
que TIMP-2 si lo hace, ademas que; segun el estudio tiene un importante papel con
el SNC, esto hizo que la sangre y plasma de sangre de corddén umbilical tuviera un

nuevo enfogue como tratamiento ocasional®.

4.3. Generalidades y funciones de los inhibidores de las metaloproteinasas
(TIMP)

Las metaloproteinasas (MMP) son endopeptidasas que contienen Zinc y son
dependientes de Calcio, estdn involucradas en la degradacion de las
macromoléculas presentes en la Matriz extracelular (MEC), su presencia esta
relacionada con el desarrollo celular y se mantienen bajo control debido a la
combinacion equilibrada que coexiste junto a los Inhibidores de las
metaloproteinasas (TIMPs), también se cree que las moléculas de MEC podrian
estar relacionadas con la plasticidad sinaptica. Hasta el momento se han descrito
cuatro tipos de TIMPs presentes en MEC: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4,
estructuralmente estas proteinas comparten doce residuos de cisteina que los
caracteriza y les permite inhibir las MMP formando complejos selectivos con las

formas activas de las metaloproteinasas!?*.

Se ha observado en diferentes estudios que los TIMPs se expresan no solo en
humanos, también en otros mamiferos y en invertebrados, TIMP-1 es el mas
restringido en su rango de inhibicién y su funcion fue expuesta en 1970 inhibiendo
la colagenasa, ya en 1979 fue nombrada como TIMP, posteriormente se fueron
describiendo los diferentes tipos de inhibidores, encontrando a TIMP-3 como el de
mayor espectro de inhibicion ya que no solo actiia en MMP, sino en la familia de las
ADAM (desintegrina y metaloproteinasa A) y ADAMTS (desintegrina y la
metaloproteinasa A con motivo de trombospondina) o también conocida como

proteasa de escision del factor de von Willebrand??: 53,

Los estudios han descrito a los inhibidores de metaloproteinasas como proteinas
multifuncionales, que por diferentes vias de activacion pueden desarrollar varias

funciones como ayudar en el ciclo de la vida celular, en su crecimiento,
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diferenciacion y la muerte programada (apoptosis). Se ha encontrado que TIMP-1y
TIMP-2 estan bastante relacionados con la plasticidad sinaptica, esto pudo ser
demostrado mediante experimentos realizados en ratones, quienes eran
modificados resultando como TIMP-1 nulos o TIMP-2 nulos, los resultados
concluyeron en que los dos inhibidores pueden estar desarrollando funciones
importantes en areas del sistema nervioso, como lo es el hipocampo donde la
memoria y las actividades motoras se vieron afectadas con la ausencia de los

inhibidores217,

4.4 TIMP-2

El inhibidor tisular de metaloproteinasas 2 (TIMP-2), es una proteina no glicosilada
de 194 aminoacidos, que tiene un peso molecular entre 20 y 30 kD, siendo el
inhibidor de metaloproteinasas de mayor expresion en el cuerpo???. Este inhibidor,
desempefia un papel importante en la inactivacion de las metaloproteinasas,
permitiendo recuperar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y la
reparacion de lesiones cerebrales; ademas de estar ampliamente implicado en la
plasticidad  neuronal®'?2’, Es  posible  encontrar esta proteina en érganos
tales como: el pulmén, la piel, el cerebro, 6rganos reproductivos, en tejidos como la
placenta, también en células de melanoma humano y en plasma de sangre de
cordén umbilical humano3123%; en el cerebro su expresion es mediada por células
progenitoras neuronales, implicandola en la neurogénesis y en la proteccion de la
muerte celular programada?’. Se cree que esta proteina es producida por las

mismas células capaces de producir y sintetizar colagenasa intersticial?.

Esta proteina fue secuenciada y aislada por primera vez en 1989, e inicialmente se
denomino CSC-21K, y se clasific6 como una molécula similar a TIMP debido a a su
peso molecular y su secuencia de aminoacidos amino-terminal; por otro lado, se
descubrié su capacidad de formar un complejo con procolagenasa tipo IV y asi
mismo, inhibir formas latentes y activas de colagenasa de tipo IV. Por ello, se
denomino TIMP-2, nombre que se ha venido utilizando desde entonces para esta

molécula?.
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La colagenasa IV es una MMP (metaloproteinasa), presente en las membranas
basales y secretada por células de melanoma humano?!? Estudios en animales han
demostrado que esta enzima se encuentra implicada en el desarrollo
de la hemorragia intracerebral luego del trauma encefélico, produciendo
necrosis de tejido. El papel de TIMP-2en el control del desarrollo de la
patologia, consiste en inhibir la MMP, reparando el tejido necrosado. TIMP-
2 también esta implicadoen el controlde la permeabilidad de Ila
barrera hematoencefélica evitando el infarto cerebral®.

Es posible encontrar informacion de TIMP-2, donde se relata la importancia de
esta proteina y su expresion en diversos tejidos; por ejemplo, se ha podido hallar la
expresion de RNAm de TIMP-2 en pulmones, piel, 6rganos reproductivos y en
cerebro; especialmente en la piamadre y el tejido neuronal®. Por otro lado, es
posible identificar la expresion de TIMP-2 en el hipocampo; cumpliendo un rol
importante  en la  plasticidad sinaptica'®. Asi  mismo, ha sido

posible relacionar la disminucién de esta proteina al aumento de la edad®°.

4.4.1. Estudios en modelo animal.

En la actualidad, es posible encontrar varios estudios de TIMP-2 realizados en
modelo animal como es el caso de los ratones; en los cuales se han estudiado
las consecuencias de la expresion de TIMP-2, los roedores han
desarrollado problemas relacionados con la pérdida de memoria, déficits motores,
dificultades en la neurogénesis, complicaciones en el sistema nervioso central;

entre otros!217.

Recientemente, se demostré que los ratones de mayor edad, tenian una menor
concentracion de TIMP-2 en sangre; si estos ratones compartian sangre de ratones
jovenes mediante la parabiosis, TIMP-2 aumentaba, mejorando significativamente
su memoria, neurogénesis y actividad sindptica, entre otras3®. Esto desperto la
curiosidad de los investigadores, llevando el estudio a experimentacion en

muestras humanas?®. Por otro lado, se ha demostrado la existencia de una
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correlacion inversa, que ocurre entre TIMP y el potencial invasivo que poseen las

células tumorales murinas y humanas2.

Otras investigaciones realizadas en vertebrados no mamiferos como pollos y peces,
demuestran la expresion de los cuatro TIMPs en estos animales, al igual que ocurre
con los humanos; sin embargo, los cuatro TIMPs en estos animales son muy

similares secuencialmente a TIMP-217,

4.4.2. Estudios en humanos

Estudios realizados en humanos han demostrado el poder pronéstico de TIMP-2 en
el desarrollo de meningioma y el crecimiento del tumor, debido a que los niveles de
TIMP-2 se reducen significativamente en pacientes con meningioma avanzado®.
TIMP-2 es importante en la revitalizacion del hipocampo, por lo que se postuld el
uso de esta proteina como tratamiento para enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, se evidencio, que el plasma de sangre de corddén umbilical contiene mayor
cantidad de TIMP-2 que el plasma de sangre de individuos adultos, lo que

comprueba que los niveles de TIMP-2 disminuyen al aumentar la edad®°.

Por otro lado, se conoce la importancia de TIMP-2 en la remodelacion de tejido
conectivo posterior a tratamiento por filtracion, muy utilizado en glaucomas,
segunda causa de ceguera a nivel mundial; estudios demostraron la existencia de
TIMP-2 alrededor del tejido conjuntivo de pacientes sometidos a cirugia de implante

de drenaje de glaucoma?°.

TIMP-2 es visto como el posible nuevo biomarcador candidato para
el prondstico en pacientes con cancer gastrico, logrando expresarse en ceélulas
cancerigenas, mesenquimales o inmunes; ademas de encontrarse en mayores
niveles en cancer gastrico que en tejidos no cancerosos; correlacionandose con el

fenotipo maligno y el pronéstico desfavorable de los pacientes con cancer*®,

Segun estudios realizados en Corea del sur, la displasia broncopulmonar en recién

nacidos prematuros esta asociada a niveles bajos de TIMP-2 37
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4.5. Técnicas utilizadas para la cuantificacion de TIMP-2

4.5.1 ELISA (Método enzimético).

La técnica enzimatica ELISA es una de las mas utilizadas cotidianamente para la
medicion de diferentes analitos, hay varias modalidades como las directas e
indirectas o tipo sandwich. El tipo sandwich es la mas empleada para medir TIMP-
2 en diferentes tipos de muestras, como el sobrenadante de cultivo celular, suero,
plasma, plasma heparinizado y saliva®®>. Su duracién es prolongada, con un
promedio de 4.5 horas. El fundamento se evidencia en la reaccion de una enzima
con su sustrato especifico donde se obtendra un resultado que posteriormente sera

cuantificado por un lector de ELISA%".

El complejo formado para obtener la cuantificacion es la unién de anticuerpos
monoclonales dirigidos a TIMP-2, unos estan en la fase sélida (placa), otros en en
el medio acuoso para asi obtener el complejo sandwich, luego de este
procedimiento el sustrato se unird a la enzima conjugada en los anticuerpos
monoclonales y posteriormente se obtendra una reaccion colorimétrica. La ELISA,
como se menciond anteriormente es muy usada, ya sea en clinica o investigacion,
esto es debido a sus precios mas accesibles y a la facilidad de ejecutar el
procedimiento, una de las desventajas es el tiempo en el cual se obtienen los
resultados. En el caso del kit ofrecido por R&D SYSTEMS para la medicion de TIMP-
2, posee una sensibilidad de 0.064 ng / mL, y su especificidad se justifica en
reconocer hasta el 50% de TIMP-2 recombinante complejo con MMP-947,

4.5.2. Citometria de Flujo.

La citometria de flujo es una técnica que permite medir y analizar caracteristicas

fisicas de particulas individuales o células enteras, componentes celulares tales
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como organulos, nudcleos, ADN, ARN, cromosomas, citoquinas, hormonas y
contenido de proteinas, que tengan un tamafio medio de 0.2 a 150 micrémetros®:38,
Esta técnica es ampliamente utilizada en el area de hematologia gracias a la
sensibilidad y especificidad que posee®*. Su fundamento consiste en medir la
dispersion de la luz generada por una particula o célula en cuestion, mientras van
por una corriente fluida al frente de un laser con una longitud de onda especifica,

esta técnica logra resultados rapidos y confiables3* 8.

Las propiedades que se pueden medir por esta técnica incluyen el tamafio relativo
de la particula, la granularidad relativa o la complejidad interna celular y la intensidad
de fluorescencia relativa®. La citometria de flujo puede ser combinada con varias
técnicas para el andlisis de estas propiedades, entre ellas estd la
inmunofluorescencia, en donde se usa un fluorocromo conjugado a un anticuerpo
monoclonal especifico contra el analito en cuestion, este complejo pasaré al frente
del laser, quien excitara el fluorocromo y este emitirh una onda de luz, esto sera
convertido por el sistema eléctrico del citbmetro de flujo para asi obtener datos
tangibles de los eventos (cada complejo encontrado en la muestra analito-

anticuerpo) presentados3*.
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Figura 2. Generacion de fluorescencia.

Modificada de Flow cytometry: basic principles and applications. Critical Reviews in Biotechnology [Internet]
2016; Vol 37(2), 163-176. [Cited 10 Apr 2019]. Disponible en:

https://pdfs.semanticscholar.org/7e79/b4057a7a9f0cdaadca7c2dbbl15e0e3cl1b3cd.pdf
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Un citometro de flujo esta compuesto por tres sistemas: fluidica (o sistema de
fluidos), optica (excitacion y coleccion) y electronica (detectores). El sistema de
fluidos se encarga de transportar las particulas a analizar por medio de un liquido,
dirigiéndolas directamente a la fuente de luz. EIl sistema Optico, consta de dos
laseres; la dptica de excitacion, que enfoca la fuente de luz de las particulas y la
Optica de coleccion, que transmite la dispersion de luz o la fluorescencia al sistema
electronico. Finalmente, el sistema electronico, se encarga de detectar y convertir
las sefiales de luz en datos proporcionales a la intensidad, que posteriormente seran

procesados por un computador®-3,
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Figura 3. Composicion general de los tres sistemas de un citdmetro de flujo.

Modificada de Flow cytometry: basic principles and applications. Critical Reviews in Biotechnology [Internet]
2016; Vol 37(2), 163-176. [Cited 10 Apr 2019]. Disponible en:
https://pdfs.semanticscholar.org/7e79/b4057a7a9f0cdaadca7c2dbb15e0e3clb3cd.pdf

4.5.3. Cytometric bead array CBA (perlas de captura citométricas).
El CBA es una técnica aplicable a citometria de flujo, basada en un inmunoensayo

ELISA, la cual permite cuantificar multiples proteinas simultaneamente tales como:

mediadores inflamatorios, quimiocinas, isotipos de inmunoglobulina, moléculas de
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sefalizacion intracelular, mediadores apoptoticos, moléculas de adhesion, factores

de crecimiento, proteinas de sefializacién celular fosforiladas. y anticuerpos®2.

El sistema BD™ Cytometric Bead Array (CBA) de Becton Dickinson®, permite
capturar analitos utilizando perlas de diferentes colores y tamafios recubiertas con
anticuerpos de deteccidn con emision especifica en longitud de onda, y el rango
fluorescencia emitida, medida mediante una sefal fluorescente, para lo cual, se
utiliza la citometria de flujo. Esta medida, sera proporcional a la concentracién del
analito en cuestion, presente en la muestra®2, Cada perla posee una intensidad
de fluorescencia Unica, lo que le permite identificar analitos especificos; de modo
tal, que las perlas pueden ser mezcladas y analizadas simultdneamente en un solo
tubo, lo que permite reducir el tiempo de analisis permitiendo hallar multiples
analitos con precision y consistencia, dentro de una muestra dada de tan solo 25 a
50 pL2110, Otras técnicas tradicionales como ELISA y Western blot, solamente
permiten analizar una proteina en la misma cantidad de volumen en un tiempo

mayor comparado con el CBAZL,

Analyze by

Beads Sample Wash Flow Cytometry
R
v 5 ‘0 - 1 A
3 . h ::x-
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a 0 Detector Antibodies . i /
AT | B I8 2 i | e e 2
R T Vo Vg A
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Figura 4. Procedimiento perlas de captura.

Modificada de low cytometry: basic principles and applications. Critical Reviews in Biotechnology [Internet]
2016; Vol 37(2), 163-176. [Cited 10 Apr 2019]. Disponible en:
https://pdfs.semanticscholar.org/7e79/b4057a7a9f0cdaadca7c2dbb15e0e3clb3cd.pdf
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4.6. Fisiologia y anatomia del Hipocampo

El hipocampo deriva de la formacion hipocampal, forma parte del sistema limbico y
juega un papel importante en el aprendizaje espacial y la memoria a largo y corto
plazo. La formacién hipocampal consta de tres partes: el giro o circunvolucion
dentada, el subiculumy el cuerpo de Amon o hipocampo propio. Este ultimo, se
divide en tres areas (CAL, CA2 y CA3) las cuales forman
un microcircuito trisindptico neuronal conectado a través de fibras y células
piramidales, donde CA3 proyecta sus axones hacia las dendritas de las neuronas
piramidales de CAl y hacia todo el hipocampo mediante proyecciones comisurales.
Este circuito se encarga del procesamiento de la memoria®22¢ |a cual se divide en
memoria a corto plazo y memoria a largo plazo;y asu vez se clasifica
en memoria declarativa, encargada de almacenar hechos o sucesos que requieren
ser recordados de manera explicita; y la memoria espacial, que se encarga

de almacenar informacién en el marco espacio-tiempo32.

El hipocampo, también es importante en la neurogénesis, que hace referencia a la
proliferacion, migracion, supervivencia y diferenciacion de nuevas células. Esta
ocurre por lo general en el giro dentado del hipocampo e implica a células troncales
y progenitores neurales que dan lugar a las neuronas, glia y oligodendrocitos. La
neurogénesis juega un papel importante en el incremento del aprendizaje espacial,
y el aprendizaje espacial permite incrementar la neurogénesis, favoreciendo la

supervivencia de las nuevas células®®.

Varios estudios permiten relacionar la pérdida de funcionalidad en el hipocampo, a
la vejez, debido a alteraciones en la barrera hematoencefalica, disminucién
de la neurogénesis y de la funcién sinaptica; implicandolo asi en el desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer 2% 3

4.7. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), fue descubierta por primera vez en el afio 1906
por el Dr. Alois Alzheimer. Se define como una enfermedad neurodegenerativa que
por lo general, suele aparecer en la octava década de la vida; afectando
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principalmente al hipocampo y causando lesiones neuropatolégicas en muchas
regiones del cerebro; trayendo consecuencias tales como la pérdida de memoria
insidiosa, deficiencias cognitivas, cambios en el comportamiento y personalidad, y
posterior culminacién en demencia; siendo uno de los tipos de demencia mas

comunmente diagnosticados?® 5,

Por lo general, los sintomas clinicos de la AD se desarrollan lentamente, empeoran
con el tiempo y van acompafiados de una mayor necesidad, generando asi un
mayor impacto social y econémico para los sistemas de salud, pues esta, afecta su
funcionalidad, y disminuye la calidad de vida de las personas que la padecen?® 52,
A Través de los afios, se han relacionado multiples factores de riesgo a la aparicion
de esta enfermedad, incluidos sexo, genética, estilo de vida, edad avanzada y

finalmente, antecedentes familiares?®:51,

Se ha estimado una prevalencia global de la enfermedad de Alzheimer en 44
millones de personas y es posible prever que esta enfermedad sea capaz de
duplicarse cada 20 afios, por lo tanto, se espera que el nUmero de personas
afectadas, alcance los 74.4 millones para el 2030 y 131.5 millones en 2050%%. En
Colombia, se tienen datos donde se evidencia una prevalencia de EAdel 1.8y 3.4%
en grupos de pacientes mayores a 65 y 75 afos respectivamente. En Europa, se
estima que alrededor de 850.000 casos de EA son diagnosticados, y anualmente,

se reportan cerca de 220.000 casos nuevos?é.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Clasificacion del disefio de investigacion

Este estudio es de tipo observacional descriptivo de corte transversal con

componente analitico.

5.2. Poblacion

Neonatos colombianos.

5.3. Seleccién y tamafio de la muestra

El tamafio de la muestra para el estudio fue de 60 plasmas de sangre de corddn

umbilical, con un tamarfo estimado de 56 muestras.

5.4. Criterios de inclusién y de exclusion

Tabla 1. Criterios de inclusion y de exclusion para la seleccion de muestras.

Elaboracién propia

Criterios de inclusién Criterios de exclusion.

Recién nacidos sanos que no Recién nacidos prematuros.
presentaron complicaciones al nacer.

Recuento de células nucleadas mayor a Plasmas con pruebas infecciosas
400 millones en las muestras positivas.
recolectadas.

Volumen de muestra minimo 40 mL de Plasmas con pruebas microbiolégicas
sangre. positivas.

Tiempo entre la recoleccion y el No firma del consentimiento informado
procesamiento inicial menor a 36 horas.

Tener crio preservadas las muestras de | Muestras con datos del recién nacido y
plasma de SCU en STEM Medicina de madre incompletos
Regenerativa.
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5.5. Variables

5.5.1. Variables neonatales y perinatales.

La definicion general de variable es, aquel factor que puede cambiar o variar segun
las circunstancias dadas, es el mismo caso para las variables neonatales. La
palabra “neonatal” hace referencia al periodo gestacional comprendido entre el dia
del nacimiento hasta los primeros 28 dias, también existen periodos anteriores al
neonatal, como el perinatal, que comienza a partir de la semana 22 de gestacion y

termina hasta los siete primeros dias de vida del neonato®®.

Se han realizado numerosas investigaciones con variables neonatales y perinatales,
y sus posibles relaciones con otros factores, como la celularidad y caracteristicas
bioquimicas en sangre de cordon umbilical, con la finalidad de mejorar los criterios
de inclusién o exclusiéon en Bancos de sangre de corddén umbilical?®3031, Existen
distintas variables perinatales, las mas usadas por los investigadores son: edad
gestacional, y es definida como el tiempo de gestacion contado desde el primer dia
del dltimo periodo menstrual hasta el dia del parto y se mide en dias o semanas?®,

también esta el peso, talla, tipo de parto, sexo°.

5.5.2. Variables dependientes.

Expresion de TIMP-2 en los plasmas de cordén umbilical.

5.5.3. Variables independientes.

Las caracteristicas neonatales como peso, talla, edad gestacional, tipo de parto,
género, volumen de muestra obtenida, recuento de células nucleadas y recuento de
CD34+.
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Tabla 2. Definicidon de las variables.

Elaboracién propia

Variables cualitativas

Sexo Caracteristicas externas de los genitales

Via de parto Via por la cual se di6 el nacimiento

Variables cuantitativas

Semanas de Numero de semanas desde el inicio de la gestacion hasta
gestacion el momento del parto
Peso (gr) Masa corporal del neonato medida en gramos
Volumen (ml) cantidad de muestra obtenida medida en mililitros (ml)
Recuento células Conteo de células nucleadas en la muestra obtenida

nucleadas (CN) 103/ul

CD34+/uL Conteo de células CD34+ en la muestra obtenida por
microlitro (uL)

TIMP-2 ng/mi Concentracion de la proteina TIMP-2 en cada muestra
analizada (ng/ml)
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5.6. Obtencion y procesamiento de muestras

Se realiz6 la firma de los consentimientos de pacientes que acudieron a STEM
Medicina regenerativa para criopreservar la sangre de cordon umbilical y que
quisieron donar una alicuota de plasma para ser participes de este proyecto. Las
muestras se obtuvieron por puncién de la vena del cordén umbilical en bolsa transfer
con 35mL de anticoagulante CPDA-1, por personal capacitado al momento del
nacimiento del neonato. El volumen promedio recolectado por bolsa fue de 70 a
140mL aproximadamente. En el laboratorio de STEM Medicina Regenerativa,
procesaron las muestras con protocolos estandarizados para la obtencion de los
componentes sanguineos. Se criopreservl y almacend el plasma de sangre de
cordén umbilical y una alicuota para la determinacién de TIMP-2 a -80°C hasta su
uso. Se realizaron las pruebas infecciosas y microbioldgicas de cada plasma y se
procedio a realizar la base de datos con muestras que cumplieran los criterios de

inclusién y de exclusién y que tuvieran datos completos.

5.7. Determinacion de TIMP-2.

Se hizo uso del Kit LEGENDplex™ Human TIMP Mix and Match®* (Figura 6), que
tiene como principio el uso de perlas recubiertas de anticuerpos monoclonales
(especificos contra un analito) a los cuales el analito problema se une, luego se
afade un anticuerpo monoclonal biotinilado para formar un complejo tipo sandwich,
finalmente se agrega Estreptavidina-ficoeritrina (PE), la cual se adhiere al complejo
inmune y es leido mediante fluorescencia en el equipo de la compafiia Becton
Dickinson® (BD) FACScanto lIl; el cual posee dos laser, uno rojo con una longitud
de onda entre 633 a 635 nm y uno azul de 488 nm.
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Elaboracion propia.
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6. PLAN DE ANALISIS

6.1 Analisis de datos

El archivo FCS generado por el citbmetro de flujo se analizé utilizando el software
de analisis de datos LEGENDplex™ de BioLegend®.

6.2 Analisis estadistico

Para las variables continuas, se realizaron estadisticas descriptivas que incluyen
media, desviacion estandar, mediana, minima y maxima para los indicadores de
calidad de las unidades celulares de sangre de corddn umbilical. Las variables
categoricas se describieron en Porcentajes. Se realizaron pruebas de normalidad
de shapiro-wilk y se utilizé el coeficiente correlacion de rango de Spearman para
cuantificar las asociaciones bivariadas entre los indicadores de calidad de las
unidades celulares de sangre de corddn y los factores obstétricos y neonatales. Se
adopt6 un nivel de significacion de 0.05 para todos los analisis. Todos los resultados
del analisis de correlacion se obtuvieron en el programa estadistico STATA version

12 del Hospital Militar Central de Bogota.
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7. RESULTADOS

La edad gestacional promedio fue de 38.18 semanas (vario de 33 a 40 semanas), y
el peso promedio al nacer fue de 3152.13 g (varié de 1520 g a 4800 g). Entre los
recién nacidos, 50% eran hombres. En el tipo de parto, el vaginal fue del 16,57% y
el 83,3% fue por cesarea. El nimero promedio de TIMP-2 fue de 97.73 pg/ml con
un rango de 17.9 a 376.8 pg/ml; el promedio de CD34 + fue de 97.14 / ul, con un
rango de 9.4 a 403.8 / ul. El numero medio de CN fue de 9.07 ul (con un rango de
4.3 / ul a 20.5 / ul) y el volumen promedio de sangre de cordon fue de 101.26 ml

(con un rango de 73 ml a 139 ml) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de 60 unidades de plasma de sangre de cordon umbilical y
de los donantes. Elaboracion propia.

Variable Media | SD* |Mediana|Minimo|Maximo
Talla (cm) 4911 2.79 49 34 46
Peso al nacer (g) 3152.13 (482.06| 3129 1520 4800
Periodo gestacional (semana)| 38.18 117 38 33 40
Volumen (mL) 101.26 | 66.84 | 101.5 73 139
CD34+ (ul) 97.14 | 7453 | 76.95 9.24 | 403.81
Recuento CN (103/ul) 09.07 3.11 8.65 4.3 20.5
TIMP-2 (ng/ml) 9773 |66.84| 785 17.9 376.8
Sexo n (%)
Masculino 30 (50)
Femenino 30 (50)
Via de Parto
Cesarea 50 (83.3)
Parto Vaginal 10 (16.57)

*SD: desviacion estandar

Se evaluaron las correlaciones por pares y se encontrd que el volumen se asocio
positivamente con el nimero de células de TIMP-2 (Spearman's rho = 0.77, 95% IC:
0.64 a 0.85), El recuento de CN con el TIMP-2 Spearman's rho = 0.36, 95% CI: 0.11
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a 0.56); el CD34 y TIMP-2 Spearman's rho =0.472, 95% CI: 0.248 a 0.648). (Figura

6).
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Figura 6. Variables correlacionadas con el contenido de TIMP-2 en plasma de sangre de cordén umbilical

Correlaciones entre el contenido de sangre del cordén umbilical (n = 60). Se observaron correlaciones positivas
significativas entre (a) volumen y TIMP-2 rho= 0.77; (b) CD34 y TIMP-2 rho= 0.47; (c) Recuento de CN y TIMP-

2 rho=0.36
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El resto de las correlaciones se resumen en la (Tabla 4). No hubo asociaciones

significativas entre las semanas de gestacion, y el peso con la presencia de TIMP-

2, ni con ninguna otra variable.

Tabla 4. Correlaciones entre factores neonatales y el contenido de sangre de cordon
umbilical. Elaboracién propia.

Volumen | Recuento | CD34+( Peso Edad Sexo Viade
rho(p) CN ulL) rho(p) | gestacional | rho(p) parto
rho(p) rho(p) rho(p) rho(p)
TIMP-2 0.77 0.36 0.47 0.30 0.05 0.05 0.01
(pg/mL) (0.000) (0.004) (0.0001) | (0.019) (0.68) (0.66) (0.93)
CD34+ 0.59 0.48 1 0.38 0.02 0.11 0.13
(uL) (0.0000) (0.0001) (0.0026) (0.87) (0.37) (0.29)
Recuento 0.29 1 0.34 0.31 0.10 0.13 0.02
CN (0.024) (0.007) (0.015) (0.44) (0.28) (0.82)
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Tabla 5. Comportamiento de TIMP-2 con respecto a los intervalos de las Variables
estudiadas. Elaboracion propia.

VARIABLES |INTERVALOS | Frecuencia | MEDIA | TIMP-2
73-83 10 449 |1(17,9)
83,1-93 12 64,1 || 1(106.8, 165.5)
93,1-103 11 938 |[1
Volumen (ml) |103,1-113 14 101,4 |1 (215,4)
113,1 - 123 5 1179 |1
123,1-133 3 232,7 [11(376,8)
133,1 - 143 4 189,6 |11
Parto Cesérea 50 970 |1
Parto Natural 10 100,2 || 1
1501 - 2500 3 69,7 ||
Peso (gr) 2501 - 3500 47 110,6 |1
3501 - 4500 10 80,65 ||
Sexo Femenino 30 93,26 || 1
Masculino 30 100,2 || 1
<36 2 342 ||
Semanas de
gestacion 36-38 20 105,7 |11
38,1-40 38 1055 |1}
30 - 40 1 866 |1
Talla (cm) 40,1 - 50 44 100,3 |1
> 50 15 90,8 ||1
9-69 25 63,5 ||
69.1-129.1 21 1130 |1
129,2-189,2 9 120,6 |11
CD34+ (uL) |189,3-249,3 2 1190 |1
249,4-309,4 1 9224 |11
309,5-369,5 1 376,8 |11 (376,8)
369,6-429,6 1 2551 |11
4-6,9 18 635 ||
7-9,9 23 150,4 |11
Recuento CN [10-12,9 13 1052 |1
(20%3/ul)  113.159 3 101,2 |1
16-18,9 2 1152 |1
19-21,9 1 41,05 ||

*1= Alto, T T=Muy alto, T |= Medio, | =Bajo
Se ubicaron las variables cuantitativas en intervalos, y en cada uno de ellos se

observo el comportamiento general de las concentraciones de TIMP-2 encontradas,
encontrando que en los ultimos intervalos del volumen (123,1 - 133 ml) (133 - 143,1
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ml) las concentraciones mas altas de TIMP-2, esto mismo se evidencié en CD34+,
observando mayores concentraciones en los ultimos intervalos (309,5 - 369,5/ul).

En las CN las concentraciones mas altas se encontraron en el segundo intervalo (7

- 9,9 x 10%ul), y en el intervalo mayor (19 - 21,9 x 10%ul) se encontraron
concentraciones bajas de TIMP-2.
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8. DISCUSION

Actualmente, los estudios en sangre de cordén umbilical han tomado gran
importancia en la comunidad cientifica debido a los varios blancos terapéuticos que
alberga este tejido, entre ellos estad el realizado por los investigadores de la
Universidad de Stanford en el 20173°. Otros estudios demuestran el potencial

terapéutico de la sangre de cordon umbilical, siendo fuente de progenitores

hematopoyéticos, utilizados en el tratamiento de enfermedades degenerativas, asi

como padecimientos de tipo autoinmune y hematol6gico®°. Por otro lado, como se
ha mencionado a lo largo del estudio, la proteina TIMP-2 es importante en la
revitalizacion del hipocampo, pero también, ha sido posible relacionar su
disminucién a la aparicion de diferentes patologias; incluso se ha llegado a
considerar a este inhibidor como biomarcador candidato para
el pronéstico en pacientes con cancer gastrico*®. El presente estudio se dedicé a
encontrar variables neonatales que se correlacionaran con la concentracion de
TIMP-2 en los plasmas de sangre de cordon umbilical. En los resultados obtenidos
usando el analisis estadistico de correlacion, se encontré que las variables
independientes continuas como el volumen, conteo de CD34+ y CN tuvieron un
coeficiente de correlacion cercano a 1, es decir, que su correlacién con la

concentracion de TIMP-2 es significativa (Tabla 4).

Como es bien sabido, el cordén umbilical es una importante fuente de células madre
hematopoyéticas o CD34+, las cuales se encuentran en mayor o en menor medida
en cada una de las muestras analizadas en este estudio. Ademas de los beneficios
gue traen para la salud, estudios demuestran que estas células secretan
constitutivamente TIMP-1 y TIMP-27, dejando como evidencia aquella correlacién
moderada de la presencia de TIMP-2 con estas células, como se puede observar
en la Figura 7b, y en la Tabla 4. Se esperaba que la correlacion de TIMP-2 con
CD34 fuera alta, debido a la evidencia cientifica que sefiala que CD34+ sintetiza
TIMP-27. Es importante tener en cuenta que estos datos fueron obtenidos de
pacientes adultos, y nuestra poblacién de estudio es de recién nacidos, ademas

TIMP-2 esta relacionada con la remodelacion de la membrana amniotica por lo cual,
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es posible que los niveles de TIMP-2 no solo dependan de la produccion de CD34+,

sino de otras células o tejidos fetales®.

El aumento de volumen se correlaciona con niveles de celularidad mas altos?® 1,
ya sea CD34+y CN, se puede observar que en la Tabla 4 fue la variable que mayor
correlacion presento con TIMP-2, encontrando una agrupacion de datos significativa
con una linealidad ascendente en la figura 7a, al conocer que las CD34+ son las
secretoras de TIMP-2, podemos decir que el volumen es una variable importante a

la hora de tener en cuenta para la cuantificacion de esta proteina®.

El recuento de CN presentd una correlacién moderada (Tabla 4), encontrando en la
Figura 7c una mayor dispersion de los resultados, ademés de lo observado, la
Tabla 5 demuestra que el comportamiento de TIMP-2 fue mayor en recuentos de
CN menores, contrariamente a los recuentos mayores donde se encontré6 menor
concentracion de TIMP-2. Se esperaba que hubiera una correlacion alta, y un
comportamiento ideal donde la mayor concentracion de TIMP-2 se encontraria en
recuentos mayores de CN, debido a la evidencia cientifica, que sustenta a las
células progenitores hematopoyéticas como secretoras de TIMP-27; ademas, esto
puede servir como soporte de que el TIMP-2 puede ser producido por otros tejidos

fetales como la placenta®.

En esta investigacion no se evidencié correlacion de TIMP-2 con el peso de los
recién nacidos (Tabla 4), sin embargo su relacién con un conteo mayor de células
hematopoyéticas inmaduras!!, ayuda a inferir que es una variable que deberia ser
tenida en cuenta entre los parametros para seleccionar un donante de sangre de
cordon con la finalidad de encontrar concentraciones elevadas de TIMP-2; otros
estudios han demostrado que recién nacidos con pesos normales o aumentados,
tienen la capacidad de proporcionar un mayor volumen de sangre de corddn
umbilical®, esto es importante debido a la correlacién positiva encontrada entre el

volumen de plasma de sangre de cordon umbilical y la concentracién de TIMP-2.
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Variables como la edad gestacional y el sexo del recién nacido, pueden influir en la
obtencién de volumen y de células nucleadas??, a pesar de eso, otras
investigaciones no han encontrado relacién alguna con las variables anteriormente
mencionadas??; esta discrepancia puede deberse a que las poblaciones de CD34+
varian considerablemente con la hematopoyesis durante el periodo de gestacion 23,
durante la transicion de la hematopoyesis hepatica a la de la médula 6sea®; en el
presente estudio no se encontrd influencia de estas variables sobre el TIMP-2.
Anteriormente se ha mencionado la importancia de TIMP-2 en el mantenimiento de
la MEC, creando un microambiente apropiado para el funcionamiento celular, donde
se incluye la proliferacion de células madre CD34+2%4, esto puede confirmar y

justificar la correlacion encontrada entre TIMP-2 y las células CD34+.

Cabe resaltar la existencia de otras variables o factores; que aunque no se tomaron
en cuenta para esta investigacion, en otros estudios han encontrado relacién alguna
con la concentracion de TIMP-2, el nacimiento prematuro es una de ellas*?, se ha
encontrado que en neonatos nacidos antes de término los niveles de TIMP-2 son
menores, contrario a los nacido a término; la causa de este comportamiento es la
actividad combinada de las metaloproteinasas junto a sus inhibidores, MMP-
2/TIMP-2, ya que se ha encontrado que MMP-2 aumenta en mujeres embarazadas
con parto prematuro®3, relacionandose de igual manera con la degradacion de la
MEC, lo cual conduce a la degradacion de las membranas amnios y corion ,
atribuyéndose a la actividad enziméatica excesiva de las gelatinasa MMP-2, hallando
un desequilibrio entre las concentraciones de MMP-2 y TIMP-2 en liquido amniético
o el moco endocervical durante el embarazo de mujeres que tuvieron a sus hijos
prematuros. Adicionalmente, se ha relacionado la baja concentracion de TIMP-2 con
la infeccién intrauterina, debido a que las endotoxinas bacterianas disminuyen la

sintesis de proteinas de TIMP-213°,

Hasta el momento no hay un estudio que determine los valores de referencia
oficiales de TIMP-2 en plasma de SCU, por esa razon, se hizo uso de los valores
de referencia del inserto del Kit LEGENDplexTM Human TIMP Mix and Match®4,
TIMP-2 en plasma citratado de adultos: 12.8 - 26.4 ng/ml. En este estudio el valor
minimo de TIMP-2 (ng/mL) fue de 17,9 y el mas alto fue de 376,8 (Tabla 3), la
mediana fue de 78.5. Se encontré que una gran parte de los valores de TIMP-2
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cuantificados en el plasma estan elevados comparandolos contra el intervalo de
referencia en adultos, dando a entender que la sangre de cordén umbilical posee
una concentracion mas alta de TIMP-2, posiblemente, relacionando la edad con la
concentracion, ya que la concentracién de TIMP-2 disminuye progresivamente al

aumentar la edads3?
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9. CONCLUSIONES

Durante la investigacion, no se encontr6 un intervalo de referencia de la
concentracion de TIMP-2 en plasma de sangre de cordon umbilical, se hizo uso del
encontrado en el inserto del Kit usado para el analisis», 12,8 a 26,4 ng/ml son los
valores normales en plasmas de adultos, encontrando que mas del 90% de las
muestras analizadas supero significativamente ese intervalo, y el rango obtenido en

las muestras analizadas fue entre 17,9 a 376,8 ng/ml.

Se pudo concluir que la concentracion de TIMP-2 se encuentra correlacionada con
caracteristicas neonatales (Volumen, CD34+, CNT); siendo estas, variables de
calidad que se deben tener en cuenta a la hora de obtener una muestra de plasma

de sangre de cordon umbilical rica en TIMP-2.

El estudio brinda nuevos conocimientos sobre TIMP-2, sobre su concentracion en
plasma de SCU, ademas propone que los niveles del TIMP-2 en plasma de SCU
pueden depender no solo de la produccion por parte las CD34+, sino de otras
células o tejidos fetales. Sin embargo es importante realizar otros estudios que

soporten esta hipotesis.
Los hallazgos de este estudio brindan a la comunidad cientifica conocimiento sobre

TIMP-2 con el fin de usarla en el futuro como fuente de tratamiento para las

enfermedades neurodegenerativas.
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10. ASPECTOS ETICOS

Durante la realizacion de la investigacion se siguieron las normas éticas actuales
segun la resolucion N° 008430 de 1993 del ministerio de Salud y la ley 84 de 1989,
en donde se identifica el estudio como investigacion sin riesgo, teniendo en cuenta
gue no se realizaron intervenciones en pacientes, solo se tomaron muestras

almacenadas en el banco de STEM CELL

De igual manera se siguieron las normas internacionales de proteccion de datos
respetando la integridad del paciente, manteniendo la informacion anénima. Los
datos se almacenan de manera segura acorde con las consideraciones éticas de
las bases de datos de salud y cumpliendo los principios que se estipulan en la
declaracion de Helsinki con respecto al acceso a la informacion de los pacientes,
confidencialidad, informacion anoénima, integridad de la informacion,
documentacion, administracion y politicas; la misma informacion se mantendra
guardada por el tiempo que se considere prudente para motivos y desarrollo de este

estudio.

Beneficio para el sujeto estudio: La informacion serd utilizada para adoptar medidas
de gestion médica, mejorando los procesos de diagndstico y seguimiento de la

enfermedad, favoreciendo de manera indirecta al sujeto estudio y la comunidad.

Riesgos para el sujeto estudio: No existe riesgo para el sujeto estudio.

Beneficio para los investigadores: Los investigadores y colaboradores en el estudio,
fueron incluidos como autores en la seccion de agradecimientos en el documento
final, para motivos de publicaciones y el beneficio que ello conlleva en el ambito
medico

No existe conflicto de interés para los investigadores con relacion a los resultados

del estudio.
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BENEFICIOS POTENCIALES PARA LOS PACIENTES, PARA LA COMUNIDAD
CIENTIFICA

Hasta la fecha, este es el primer estudio en poblacion colombiana que reporta los
datos de la existencia de TIMP-2 en sangre de cordon umbilical. Lo anterior,
permitira la creacion de un sustento cientifico que justifique el uso de esta proteina
como tratamiento previamente reportado en la literatura internacional, pero aun

desconocido en resultados para nuestra poblacion.
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ANEXOS

1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

IDENTIFICACION DE TIMP-2 EN PLASMAS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL DE NEONATOS COLOMBIANOS Y SU CORRELACION CON )
VARIABLES PERINATALES UTILIZANDO EL METODO CBA EN CITOMETRIA
DE FLUJO

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Luz Mabel Avila.

COINVESTIGADORES: Valerie Niyireth Cardenas Lopez, Laura Vanessa
Guevara Sotelo, Jenniffer Avila Garcia, Ginna Paola Saavedra

I.INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION, PROCEDIMIENTO Y
PARTICIPACION

La sangre de cordon umbilical (UCB), es la sangre que queda depositada entre la
placenta y el cordon después del nacimiento del Neonato. en esta se encuentran
células madre de diferentes tipos y el plasma sanguineo, el cual no ha sido
ampliamente investigado, sin embargo, se ha reportado la presencia de citoquinas,
factores proinflamatorios, restos de actividad metabdlica, se ha descrito que se
encuentra la proteina TIMP-2 (inhibidor tisular de metaloproteinasas 2), esta
desempefia un papel importante en la inactivacion de las metaloproteinasas
(proteinas encargadas en la degradacion de la matriz extracelular), y es importante
en el funcionamiento del hipocampo. Varios estudios han relacionado la pérdida de
funcionalidad del hipocampo a la vejez, debido a alteraciones en las é&reas
anteriormente mencionadas, dando Ilugar al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas.

Investigaciones en animales han demostrado las consecuencias de la
inexpresion de TIMP-2, donde roedores han desarrollado problemas relacionados
con la pérdida de memoria, déficits motores, dificultades en la neurogénesis, entre
otros. Por otro lado, se ha realizado infusion de plasma de UCB rico en TIMP-2 a
ratones viejos, demostrando que esta proteina juega un papel importante en el
hipocampo de estos animales, observando que adquieren habilidades
de memoria posterior a la aplicacion. Dado lo anterior, esta proteina esta siendo
investigada para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. Diferentes investigaciones, han permitido demostrar que TIMP-2 es
importante en la revitalizaciéon del hipocampo, por lo que se postulé el uso de
esta proteina como tratamiento para enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, se evidencio, que plasma de sangre de sangre de cordon umbilical
contiene mayor cantidad de TIMP-2 que el plasma de sangre de individuos adultos,
lo que comprueba que los niveles de TIMP-2 disminuyen al aumentar la edad.

Teniendo en cuenta lo anterior, lea detenidamente esta informacion y no dude en
hacer al equipo médico del estudio todas las preguntas que desee para asegurarse
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de que es capaz de tomar una decision informada sobre la participacion. Usted no
tiene ninguna obligacién de participar en este estudio y si decide no hacerlo, su
tratamiento futuro no se vera afectado en modo alguno.

¢,Cudl es la finalidad de este estudio?

El objetivo de este estudio es identificar y cuantificar la proteina TIMP-2 en plasma
de sangre de corddn umbilical y evidenciar si existe correlacion alguna de la
presencia de esta proteina con variables perinatales en muestras de recién nacidos.

¢, Qué criterios exigen para participar en esta aplicacion?

e Muestras provenientes de recién nacidos sanos que no presentaron
complicaciones al nacer

e Estar de acuerdo y haber firmado previamente el consentimiento informado.
Extraccion y obtencién de muestras

La extraccidn y obtencion de las muestras sera realizada con protocolos y por
profesionales de STEM Medicina Regenerativa

Procedimiento

Al finalizar el alumbramiento, se procedera a pinzar y desinfectar el cordon umbilical,
posteriormente se puncionara la vena del cordon umbilical con una aguja unida a la
bolsa recolectora, con la finalidad de recolectar la sangre de cordén umbilical. Se
recolectara la sangre y posterior a la extraccion, esta sera enviada a STEM Medicina
Regenerativa para su procesamiento.

A su llegada al laboratorio, se buscara obtener el plasma de sangre de cordén
umbilical y adicionalmente, se realizaran pruebas que determinen la calidad de la
muestra. Los plasmas que cumplan con los criterios anteriormente mencionados,
seran utilizados en el estudio.

Molestias y riesgos

El procedimiento mencionado anteriormente no generara dolor o molestia alguna
para usted y su bebé. De igual modo, tampoco pone en riesgo la vida de ninguno
de los dos.
Beneficios

Su participacion en esta investigacion no le generara ningun tipo de beneficio o
retribuciéon econdémica o de cualquier otra indole. El beneficio que obtiene con su
participacion es la satisfaccion de contribuir al desarrollo de investigacion tanto
basica como clinica utilizando plasma de corddén umbilical.

Inquietudes y aclaraciones

El equipo de investigacion se compromete a resolver sus preguntas y aclarar
cualquier duda referente al estudio (procedimiento, riesgos, beneficios y otros
asuntos relacionados con la investigacion y su participacion). Usted tiene el derecho

63



a que se le responda de forma clara todas las preguntas hasta que usted quede con
plena satisfaccion.

Participacion

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Si por alguna causa
en el transcurso del estudio decide abandonarlo no tendré ninguna represalia por
hacerlo.

Confidencialidad de la informacioén

Los datos suministrados por usted al equipo de investigacion, que seran utilizados
para la correcta identificacion de la muestra, serdn manejados bajo total
confidencialidad; de este modo, los datos no podran ser vendidos, divulgados o
transferidos a ninguna entidad ajena a la investigacion.

Eventos adversos
El procedimiento a realizar no generara ningun tipo de evento adverso.

II. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaro que:

Entiendo que el plasma de sangre de cordon umbilical recolectada en el nacimiento
de nuestro hijo (a) sera utilizado con el objeto identificar, cuantificar y correlacionar
la presencia de TIMP-2 a caracteristicas perinatales,. Entiendo que la informacién
referente a mi persona sera tratada de forma confidencial y codificada de forma que
guede protegida. Entiendo que la donacion de sangre de cordon umbilical fue
altruista y que no deriva de ninguna compensacion. Conservo la posibilidad de
renunciar a este consentimiento en cualquier momento de la investigacion.

He leido y comprendido toda la informacién dada, estoy satisfecho(a) de la
informacion recibida, he podido formular todas las preguntas que he creido
conveniente y me han aclarado todas las dudas planteadas. Una copia de este
consentimiento me sera entregado posterior a la firma.

En consecuencia, doy mi consentimiento para el procesamiento de plasmas
de sangre de cordén umbilical paraidentificacion, cuantificacion y correlacién
de TIMP-2.

SUJETO DE INVESTIGACION O SU REPRESENTANTE LEGAL

Nombre:

Relacion: Cédula:

Firma:

Fecha:

TESTIGOS

Nombre:

Relacion: Cédula:
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Firma:

Fecha:

Nombre:

Relacion: Cédula:

Firma:

Fecha:

Investigador que realiza registro de datos y suministra informacion

Nombre:

Fecha:

FIRMA
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2. BASE DE DATOS SELECCION DE MUESTRAS

VARIABLE
DEPENDIENTE

VARIABLES INDEPENDIENTES

[1TIMP-] TIMP-2 | vOL

2 (CON | pg/ml [(mL)+ REC. |CD34+| TIPO DE TALL | SEMANA
# FD) (SINFD)| CoA* | FD CN /UL PARTO | PESO A S SEXO
1 86,6 55,61 89,51 | 1,64 | 10.700| 89,52 | CESAREA | 2900 34 37 MASCULINO
2 71,2 33,89 |108,56 | 1,48 | 9.500 | 120,72 CESAREA| 3737 50 39 MASCULINO
3 91.8 44,22 |107,62| 1,48 | 6.400 | 25,75 | CESAREA | 3040 | 51 39 FEMENINO
4 48,3 36,98 80,69 | 1,77 | 12.700 | 37,34 | CESAREA | 2949 49 40 MASCULINO
5 48,8 3488 | 89,51 | 1,83 | 7.600 | 65,23 | CESAREA| 3490 | 51 38,6 MASCULINO
6 66,8 38,06 | 96,45 | 1,57 [11.800 (160,91 | CESAREA| 3970 | 52 40 FEMENINO

165,5 106,04 89,61 | 164 7.100 | 80.47 NZ’?‘FE;?L 3630 53 39 FEMENINO

115,2 64,43 97,58 | 1,56 | 10.700 | 43,32 | CESAREA | 2320 48 37 MASCULINO

74,6 39,28 |101,43| 1,53 | 5.100 | 23,61 [ CESAREA| 2979 51 39 MASCULINO
10 17,9 16,39 | 73,25 | 1,92 | 5.800 | 92,41 CESAREA | 1997 43 33+ MASCULINO
11 415 30,45 82,66 | 1,73 [ 20.500 | 168,59 NZ?’EE&L 3040 | 49 37+4 FEMENINO
12 133,2 69,29 |102,27 | 1,52 [ 10.200| 96,87 CESAREA | 3096 50 39 EEMENINO
13 47,6 30,49 | 89,68 | 1,64 | 6.100 | 21,98 CESAREA | 3300 50 38 MASCULINO
14 62 28,66 |110,66 | 1,46 [15.300|217,95 CESAREA | 3180 48 38,3 EEMENINO
15 108,5 43,15 |123,03| 1,40 |10.200 [ 153,92 CESAREA| 3212 50 38 EEMENINO
16 124.4 43,65 |134,73| 1,35 | 6.200 (143,98 CESAREA | 3900 50 39 EEMENINO
17 63,3 37,19 94,55 | 1,59 | 8.500 | 52,82 NZ?E;iL 2910 50 38 FEMENINO
18 89,8 51,94 | 95,53 | 1,58 | 6.800 | 107,23 CESAREA | 2890 46 39 MASCULINO
19 103,7 49,36 |108,53( 1,48 | 5.400 |111,05 CESAREA | 2740 47 39 MASCULINO
20 37 28,57 80,30 | 1,77 | 7.900 | 54,18 | CESAREA | 3020 50 38+1 FEMENINO
21 157 59,39 |127,53 | 1,38 (10.800| 204 CESAREA | 3250 50 39 MASCULINO
22 215,4 107,81 | 104,93 | 1,50 | 9.400 | 90,16 CESAREA | 3333 49 37 MASCULINO
23 76,1 35,81 |109,39| 1,47 | 8.800 | 63,3 CESAREA| 1520 41 38 FEMENINO
24 91,7 38,79 |117,73| 1,42 | 7.500 | 117,74 CESAREA| 3400 51 39 FEMENINO
25 107,6 51,20 |108,53| 1,48 | 6.300 | 77,02 CESAREA| 3260 51 37 MASCULINO
26 47,9 31,93 | 87,54 | 1,67 | 5.800 | 44,57 | CESAREA| 2800 | 49 38,4 FEMENINO
27 50,5 34,97 85,53 | 1,69 | 6.100 | 98,95 | CESAREA | 2990 49 34 MASCULINO
28 44,3 36,07 | 78,03 | 1,81 | 6.400 | 58,19 CESAREA| 2660 48 37 MASCULINO
29 74,9 37,97 |104,05( 1,51 [10.300| 76,71 CESAREA | 4800 53 39+3 FEMENINO
30 376,8 143,13 [ 127,13 | 1,38 | 9.500 | 345,6 CESAREA | 3340 49 39 FEMENINO
31 54 44,87 77,09 | 1,83 | 4.300 | 44,54 | CESAREA | 2760 49 3742 FEMENINO
32 99,3 46,0 110,59 | 1,46 | 9.200 | 91,68 | CESAREA | 3150 51 38,3 MASCULINO
33 92.8 44,15 |108,55 | 1,48 |10.200 (273,36 | CESAREA | 3550 | 49 38 MASCULINO
34 175,5 58,83 139,441 1,34 | 9.700 | 99,93 Ni"AI'S-I;iL 3380 49 38,5 MASCULINO
35 30,2 2508 | 77,18 | 1,83 | 9.500 | 46,31 | CESAREA| 2900 | 49 38 FEMENINO
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36 49,4 43,57 | 74,69 | 1,88 | 8.300 | 51,07 CESAREA | 2792 48 39,7 FEMENINO

37 32,1 19,94 | 91,39 | 1,62 | 9.200 | 47,23 | CESAREA| 3750 | 51 39 MASCULINO

38 37,4 17,98 [107,90| 1,48 | 6.600 | 90,51 | CESAREA| 3100 50 39 FEMENINO
PARTO

39 74 36,02 106,931 1,49 | 8300 | 71,04 NATURAL 3260 50 39 MASCULINO

40 69,3 36,07 |102,20| 1,52 | 7.100 | 85,61 CESAREA| 3175 49 38 FEMENINO
PARTO

41 37,1 21,74 94,66 1 1,59 | 7.900 | 48,88 NATURAL 3120 49 39 MASCULINO

42 32,1 22,21 85,66 | 1,69 | 6.000 | 38,7 |CESAREA| 2510 49 37 FEMENINO

43 59,4 50,16 76,42 | 1,85 | 10.500| 72,76 | CESAREA | 3150 51 39 FEMENINO

44 53,5 37,11 85,48 | 1,69 | 6.500 | 27,35 | CESAREA | 2630 48 38,4 MASCULINO

45 203,4 71,63 |134,40( 1,35 (10.200| 129,9 CESAREA | 3120 48 37,5 FEMENINO

46 116 47,86 |119,86( 1,41 |13.600| 180 CESAREA | 3320 48 39 EEMENINO

47 47,4 32,54 | 85,93 | 1,69 | 6.000 | 52,19 CESAREA | 3560 50 39+4 MASCULINO

48 288,8 106,27 |130,10| 1,37 | 9.600 | 73,86 CESAREA| 3235 50 38 MASCULINO

49 194,1 90,26 |110,28 | 1,46 | 8.500 | 133,52 CESAREA | 3060 50 38,4 MASCULINO

50 120,5 56,46 |109,71| 1,47 | 8.100 | 53,7 CESAREA | 3990 52 39 MASCULINO

51 115,9 73,94 | 93,88 | 1,71 [11.000| 33,85 CESAREA | 2793 48 381/2 MASCULINO
PARTO :

137,96 | 1,34 | 8.800 | 108,81 2990 49 |38 3 DIAS

52 255,2 88 NATURAL MASCULINO

PARTO
93,25 | 1,60 | 9.900 | 53,12 3705 52 38 5 dias

53 80,9 48,63 NATURAL FEMENINO

54 125,7 51,69 |120,09 | 1,41 |15.500|403,81 CESAREA| 3125 51 38 FEMENINO

55 133,8 59,39 |113,86 | 1,44 |16.100|168,23 CESAREA| 3420 49 38 MASCULINO
PARTO

56 51,5 35,77 85,36 | 1,69 | 5.700 | 9,24 NATURAL | 2817 47 38 FEMENINO

57 1227 50,77 |120,59| 1,43 | 8.300 | 53,25 CESAREA | 3100 51 39 EEMENINO

58 97,7 50,73 |102,40| 1,52 | 16.200 | 144,74 CESAREA | 3470 49 39 EEMENINO

59 106,8 69,16 | 89,06 | 1,65 [11.300| 74,86 CESAREA | 3410 49 39 FEMENINO
PARTO

60 67,6 52,86 79,78 | 1.78 | 6800 | 22,1 NATURAL 3133 50 39 MASCULINO

*Todas las muestras contenian 35 mL de anticoagulante CPDA-1
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