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1. MARCO-TEORICO



CELULAS MADRE

Células indiferenciadas que fienen el potencial de dar lugar a diferentes tipos de células en el
organismo durante la vida temprana y el crecimiento posnatal.
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CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (MSC)

1. GENERALIDADES

« Células madres adultas multipotentes
« Origen embrionario: Mesodermo

« Morfologia: Células adherentes de morfologia
fibroblastoide

- Caracteristicas bioldgicas: Autorenovacion,
plasticidad, propiedades inmunomoduladoras
(modulan la proliferacion y diferenciacion de
células T) y regeneracion fisular.
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CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MSC

2. IDENTIDAD DE LAS MSC

La identidad de las MSC de cualquier fuente de tejido se verifica mediante el
cumplimiento de los criterios minimos establecidos por la Sociedad Infernacional de

L Q ~ N

Caracteristica fenotipica

Potencial de

Capacidad de crecery Positivo: CD105, CD90 y . R

) . diferenciacion in vitro a
adherirse a la superficie CD73. adibocitos. condrocios
del recipiente de cultivo Negativo: CD45, CD34 y P '

HLA-DR y osteocitos
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CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MSC

3. MECANISMOS DE ACCION DE LAS MSC

a) Diferenciacién de MSC para reemplazar células b) MSC/ fusion celular
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C) Actividad paracrina de las MSC para promover |a reparacion del tejido
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A) Diferenciacion a distintos linajes celulares para el reemplazo celular. B) Rescate de células danadas mediante fusion
celular. C) Secrecion de factores paracrinos como factores de crecimiento, citoquinas y hormonas. Figura modificada de
Mechanisms of mesenchymal stem/stromal cell function. Stem Cell Research & Therapy.
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CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MSC

5. CORDON UMBILICAL HUMANO. FUENTE DE MSC

Epitelio amnidtico

Revestimiento del cordon
por Gelatina de Wharton

Gelatina de Wharton

] intermedia
Histologia del

corte transversal Vena umbilical

Gelatina de Wharton

Arterias umbilicales
Esquema del Cordon
Umbilical con sus partes

Figura modificada de: The structure of the human umbilical cord with a three
dimensional by Stem cells.




CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES MSC

5. APLICACIONES DE MSC

Imagen de autor




2. OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y evaluar el perfil de seguridad e induccion de malignidad de Células
Estromales Mesenquimales aisladas de la Gelatina de Wharton de corddon umbilical
humano.




OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar e identificar las Células Estromales Mesenguimales de la Gelatina de
Wharton de Corddn Umbilical humano.

ldentificar la capacidad inmunomoduladora de las MSC vy las anormalidades
de los cromosomas tanto estructurales como numéricas posterior a la
expansion.

ldentificar induccion de malignidad in vivo de las MSC.

Evaluar los procedimientos que apliguen Buenas Practicas de Manufactura
en la obtencidon de minimo un lote de células mesenquimales con un perfil
de seguridad optimo para futuras investigaciones de cardcter bdsico y/o
clinico.




3. METODOLOGIA
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RECOLECCION DEL TCU Y AISLAMIENTO DE LAS MSC

-
| Consentimiento
informado

Recoleccidony
fransporte

.

Solucion yodada
PBS

Cortar tejido para
retirar vasos

Retirar GW y
cortar fragmentos

Colocar
fragmentos en
0z0S V/O CcQjas

Medio DMEM-LG
5% CO2 a 37°C

Lavados PBS
DMEM-LG a 37°C

15
Imdgenes de autor .




PRUEBAS DE IDENTIDAD CELULAR

« Citometro de flujo BD FACS Canto |l

FENOTIPIFICACION « Kit de Andlisis de MSC Humanas (BD Stemflow™)

* Anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos: CD?0 FITC,
CDI105 APC(Endoglina), CD73 PE-A.

\_ )
4 N
TINCION DE VON Nitrato de plata al 5% vy luz UV
KOSSA durante 3 horas
G Y
L -

4 N
FOSFATASA « Kit 86R de Sigma Aldrich
ALCALINA « Contratinciéon solucidon de

\ y hematoxilina de Gill N°3




PRUEBAS DE SEGURIDAD

Gradientes de densidad Ficoll Hypaqgue
Marcaje con ester de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE)

INDUCCION DE
MALIGNIDAD

Imagen de autor

Marcaje de los ratones Balb/c (Lotes, CPy

CN)

Inoculacion infraperitoneal
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K Lotes: 0,5 mI MSC 1x106 en SS con 5% de \

Albumina Humana
Control negativo: SS con 5% de AlbUmina
Humana
Control positivo: 0,5 ml de células HELA
1x106
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4. RESULTADOS



AISLAMIENTO Y PRUEBAS DE CALIDAD

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS
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AISLAMIENTO Y PRUEBAS DE CALIDAD
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CARCATERISTICAS DE LOS TRES LOTES SELECCIONADOS A LOS 25

Recuento de

DIAS DE CULTIVO

Peso en células Celularidad Tiempo en
adherentes . I Factor de horas para

gramos . alos 25 dias  Viabilidad . o
Lote posterior a 18 . expansion  dividirse

de GW . . de cultivo

dias de cultivo

001 13,77 6.950.000 >50.000.000 96.03% 14.5 11,58
002 7,76 23.925.000 >50.000.000 907.52% 5.96 28,1
003 11,11 2.300.000 18.600.000 95.16% 8.08 21

MORFOLOGIA DE LOS LOTES 001/002

e

Morfologia del Lote 001

Morfologia del Lote 002

CARIOTIPO DE LOS LOTES 001/002
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Lote 001. En las mitosis analizadas se
observd un complemento cromosomico
masculino normal sin  alteraciones
numeéricas ni estructurales.
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Lote 002. En las mitosis analizadas se
observd un complemento cromosémico
masculino normal sin alteraciones
numéricas ni estructurales




PRUEBAS DE IDENTIDAD
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PORCENTAJE DE CADA UNO DE LOS MARCADORES PARA LA
CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE MSC

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0% — S
CD90 CD73 CD105 CDA45 CD34

Bl Porcentaje Lote 001 100% 99,40% 99,70% 1,80% 0,10%
Porcentaje Lote 002 99,60% 95,80% 97,70% 1,20% 0,10%

B Porcentaje Lote 001 Porcentaje Lote 002
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DIFERENCIACION
OSTEOGENICA
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PRUEBAS DE SEGURIDAD

| INDUCCIONDEMAUGNDAD |

Peso de los ratones BALB/c
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Se observa que el Higado del Control positivo presenta un patron
punfiforme por toda la superficie del érgano lo cual, unido al abultamiento
dorsal de este individuo, permite inferir que hubo induccidon de malignidad.

Al estar ausente estos fendmenos en el resto de individuos, el dictamen es

maAs alentador.

Imagen de Biorender




ENSAYO DE INMUNOMODULACION

Ensayo de inmunomodulacion
. TCLI 00 2-MNC
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=] = o i Wt
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E 40 —
A 30
20
10 . :
ClO02-1.1 MSC Y
0
Lote 001 Lote 002
MNC 0.7 0,33
MNC + PHA 86.6 83.7
OMNC + PHAMSC 853 378
MNC+ MSC 446 421
MNC BMNC+PHA GOMNC+PHA+MSC ©MNC+MSC

Lote 002
(A) Conftrol negativo, (B) Conftrol positivo, (C) CMN + PHA
+ MSC, (D) CMN + MSC.
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Recuperacion de muestras

Lote con:;
- BPM
9,09 % - Caracteristicas ISCT

—
C—

Posibles errores:

- Prioridad del médico
colaborador 72,2 %

-Individualidad
bioldgica (1)

(1) Balzano F, Bellu E, Basoli V, Dei Giudici S, Santaniello S, Cruciani S, et al. Lessons from human umbilical cord: gender differences in stem cells from Wharton's jelly.
Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol [Internet]. 2019;234:143-8. Available from: https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2018.12.028




Propiedades de las MSC obtenidas

Baja
inmunogeni
cidad

Oftros posibles Lisado de
marcadores Inmunofeno- plasmarico
relacionados fipo en
HLA-G o el BH-71(5) plaguetas

Secretoma
ILTA, IL1B, IL8, IL32,
IL33 (4)

InmMmunomo-

dulacioén

O

PDT dentro de la + EGCF
media con ese PDGF

- VEGF-(3)
componente (2)

(2) Chen MS, Wang TJ, Lin HC, Thierry B. Four types of human platelet lysate, including one virally inactivated by solvent-detergent, can be used to propagate Wharton jelly mesenchymal stromal cells.

(3) Chen MS, Wang TJ, Lin HC, Thierry B. Four types of human platelet lysate, including one virally inactivated by solvent-detergent, can be used to propagate Wharton jelly mesenchymal stromal cells

(4) Barrett AN, Fong C-Y, Subramanian A, Liu W, Feng Y, Choolani M, et al. Human Wharton's Jelly Mesenchymal Stem Cells Show Unique Gene Expression Compared with Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Using Single-Cell RNA-Sequencing.
(5) Kim DW, Staples M, Shinozuka K, Pantcheva P, Kang SD, Borlongan C V. Wharton's jelly-derived mesenchymal stem cells: Phenotypic characterization and Optimizing their therapeutic potential for clinical applications. Int J Mol Sci.




Las MSC obtenidas son seguras

Bajos niveles de hTERT en Estabilidad a 20
perfil tumorigénico (7) pases (8)

(7) Oliver-Vila I, Coca MI, Grau-Vorster M, Pujals-Fonts N, Caminal M, Casamayor-Genesca A, et al. Evaluation of a cell-banking strategy for the production of clinical
grade mesenchymal stromal cells from Wharton's jelly. Cytotherapy [Internet]. 2016;18(1):25-35. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jcyt.2015.10.001
(8) Koltsova AM, Krylova TA, Musorina AS, Zenin V V., Turilova VI, Yakovleva TK, et al. The Dynamics of Cell Properties during Long-Term Cultivation of Two Lines of 30

Mesenchymal Stem Cells Derived from Wharton's Jelly of Human Umbilical Cord. Cell tissue biol. 2018;12(1):7-19.







Con nuestro estudio piloto concluimos que el lote obtenido de Células Estromales
Mesenquimales derivadas de Gelatina de Wharton de Corddn Umbilical (Lote 002)
es completamente seguro y de alta calidad para ser usado en futuras
investigaciones badsicas y/o clinicas ya que:

El perfil inmunofenotipico del Lote estd
plenamente alineado con lo descrito por
la ISCT

El fiempo de duplicacion de las MSC
obtenidas estd acorde a lo descrito en la
literatura

El Lote 002 es caopaz de suprimir la
proliferacion de células mononucleares
de sangre periférica en los porcentajes
esperados (>30%)

La estabilidad cromosdmica a 4 pases de
las MSC es satisfactoria con ausencia de
anormalidades estructurales

Las células no inducen malignidad en modelos murinos







Considerar las disposiciones legales vigentes en Colombia para productos
bioldgicos como las células madre en aras de consolidar las bases
tecnocientificas y regulatorias en la creacion de un banco alogénico de
WJ-MSC.




PROTOCOLO PARA EL ESTUDIO PILOTO

Firma del
consentimienta -

informadao

Realizar pruebas de verificacion

establecidas por la ISCT

wCumple cor
el fenatipo celular
y el potencial de
diferenciacidn
establecida?

Si

'

Realizar pruebas de
perfil de seguridad.

Cariotipo
Microbiologia:
aerobios y
anaerobios,
Mycoplasma y
endotoxinas

Obtencion del cordon
umbilical

&Cumple con los criterios
de inclusion, iempo de transporte
y condiciones de transporte?.

Si

'

Procesamiento

Realizar
expansion y
culltivo celular

Desechar

Realizar prueba
de inducciodm a la

malignidad

¢Las MSC inducen la
formagian de tumore in

vivo?

&El tiempo de
procesamiento es
enor a 36 horas?,

s

!

Desechar

Aislar la gelatina
de Wharton (W)

Realizar prueba
de
inmunomaodulacion

Desechar

Si

¥

Congelar

o—p-

Descarar
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