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RESUMEN

Objetivos: Determinar la concentracion de citocinas inflamatorias secretadas por

Células Madre Mesenguimales (CMMs) derivadas del cordén umbilical

Metodologia: Estudio observacional, descriptivo, comparativo, transversal. Se
cultivd CMM a partir de gelatina de Wharton o sangre de 13 cordones umbilicales
obtenidos de partos atendidos en el Hospital Nacional Dos de Mayo (HNDM), de
enero a diciembre de 2018. Se identificaron factores asociados al éxito del cultivo
usando la prueba de chi cuadrado. Se determiné la concentracién de citocinas pro-
inflamatorias secretadas por las CMM usando una prueba ELISA en el secretoma
obtenido a partir de células extraidas de gelatina de Wharton. Todos los datos se

tabularon y procesaron con el paquete estadistico STATA 10.

Resultados: De los 17 cultivos celulares realizados, la tasa de éxito de crecimiento
celular fue 33%. La gelatina de Wharton presenté una mayor tasa de éxito que la
sangre umbilical. Un tiempo de procesamiento mayor de dos horas disminuyé la
tasa de éxito. Finalmente, se encontr6 que las CMMs secretaron IL-6 e IL-8 en
concentraciones superiores a los 3 ng/ml y 1 ng/ml respectivamente. No se
encontré secrecion de EGF mayor al secretoma usado como control (poner mas

claro esto). Los resultados para IGF- no fueron concluyentes.

Conclusiones: Asimismo, el aislamiento de CMMs del cordén umbilical tiene una
tasa de éxito baja, siendo mas alta en cultivos provenientes de la gelatina de
Wharton. Los CMMs aisladas de cordon umbilical secretan IL-6 e IL-8, pero no
secretan EGF, lo que sugiere el valor potencial del secretoma para su uso en

medicina regenerativa.

Palabras clave: Células madre, técnicas de cultivo celular, medicina regenerativa



ABSTRACT

Objective: To determine the concentration of pro-inflamatory cytokines in the

secretome of umbilical-cord derived Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

Methodology: Observational, descriptive, comparative, transversal study. We
evaluated MSCs isolated from umbilical cords obtained from deliveries that took
place at “Dos de Mayo” National Hospital from January to December of 2018. We
identified factors associated with culture success rate using the Chi-squared test.
We determined the concentration of pro-inflammatory cytokines using an ELISA
assay in the secretome of cultured cells. Data was tabulated and processed using
STATA 10.

Results: Out of 17 cell cultures, success rate was 33%. Cells obtained from
Wharton jelly showed a higher success rate, while a processing time over two hours
reduced it. Finally, we found that MSCs secreted IL-6 and IL-8 at concentrations
over 3 ng/ml and 1 ng/ml, respectively. We did not find increased secretion of EGF
compared to control. Results for IGF-1 were non conclusive.

Conclusions: MSCs isolated from umbilical cord secrete IL-6 and IL-8, but not
EGF. This suggests the potential use of MSCs secretome in regenerative medicine.
However, isolating MSCs from umbilical cord has a low success rate, which

increases if the source material is the Wharton jelly.

Keywords: Stem cells, cell culture techniques, regenerative medicine



I. INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (CMMs) tienen propiedades
inmunomoduladoras y secretorias que contribuyen a la regeneracion de tejidos
(1). Por ello, se han planteado multiples aplicaciones clinicas, tales como la
prevencion y tratamiento de quemaduras, cicatrices, enfermedades
cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos, falla hepética, y enfermedad
injerto-contra-huésped (2-7). Sin embargo, no existe un consenso en el
procedimiento mas adecuado para aplicar los diferentes tratamientos basados
en CMMs.

Una de las propuestas es la implantacion directa, que en el caso de 6rganos
profundos se realiza mediante infusion por via sanguinea (8,9). No obstante, se
ha observado que las CMMs pueden entrar en apoptosis o perder su anclaje a
un determinado tejido después de haberse implantado (10). Ademas, el método
utilizado para inducir la implantacion influye en las propiedades secretorias de
las CMMs (11).

Por ello, alternativas 'libres de células' han tomado relevancia recientemente
(12,13). Estas utilizan una coleccién de citocinas y compuestos secretados por
las células madre, a las que denominan secretoma (3). El secretoma puede ser
fraccionado segun las caracteristicas funcionales o quimicas de sus
componentes, para ser administrado en la zona deseada (13). La mayor parte
de las funciones de las CMMs estan mediadas por los componentes que estas
secretan (14). Por ejemplo, se ha evidenciado que la aplicacion terapéutica del
secretoma incrementa significativamente la regeneracion celular, adn sin utilizar
CMMs (15).

Se han considerado dos propiedades importantes de este secretoma en la
regeneracion de tejidos: inmunomodulacion y trofismo (16). Los efectos de
inmunodulacion parecen estar relacionados a las citocinas secretadas por las
CMMs (17). Un estudio que evaluo el efecto de este en un modelo animal de fallo
hepatico encontré reduccion en la infiltracién leucocitaria, lo que sugiriere que es

uno de los posibles mecanismos de reparacion tisular (6). Por otro lado, también
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se ha encontrado que el secretoma aumenta la quimiotaxis de monocitos CD14+
y células endoteliales (18). Estos efectos parecen ser dependientes de las
células receptoras, sin embargo, de forma general las CMMs reducen la
inmunogenicidad y la citotoxicidad (19). Por su parte, el trofismo se expresa de
forma distinta en diferentes tejidos, lo que aumenta o disminuye la neo-

vascularizacién, en dependencia de la region expuesta al secretoma (20).

Es importante resaltar que el perfil secretor de las CMMs varia dependiendo del
origen de las células, el método usado para su cultivo, y las caracteristicas del
medio en el que crecen (21-24). En tanto al origen, los primeros cultivos de
CMMs se realizaron de aspirados de médula 6sea (25,26). A continuacion,
debido a la invasividad del procedimiento, se estudiaron alternativas como el
tejido adiposo, pulpa y otros tejidos dentarios, y la membrana sinovial (27-31).
No obstante, el cordon umbilical ha resaltado como una fuente de CMMs debido
a que su tejido de origen es usualmente descartado, presenta mayor cercania a
células toti potenciales fetales, y tiene relativa abundancia de las mismas (31—
33).

Sin embargo, incluso si las CMMs tienen un mismo origen, estas pueden derivar
en lineas celulares que difieren en sus propiedades secretoras, las que pueden
0 no ser homogeneizadas dependiendo del método de extracciéon (34—-37). Tanto
Yoo et al., en 2009 como Mennan et al., en 2013 realizaron comparaciones entre
el perfil secretorio de CMMs de cordon umbilical, extraidas de gelatina de
Wharton y de sangre umbilical, encontrando diferencia en la secrecién de IL-6 e
IL-8 (38,39).

Ademas, el condicionamiento de las CMMs, a través de modificaciones en su
medio de cultivo con farmacos, proteinas u otros, resulta en variaciones en la
composicién del secretoma y su eficacia en la regeneracion de tejidos (40). Por
ejemplo, existe evidencia de que sefiales que producen estrés celular, como el
TNF-alfa, lipopolisacaridos de pared bacteriana (LPS) o la hipoxia, resultan en la
liberacion de factores angiogénicos (41-43).



Existen multiples citocinas involucradas en la actividad inmunomodulatoria y
regenerativa de las CMMs (1). Una de ellas es la Interleucina 6 (IL-6), una
citocina que presenta dos vias segun su receptor: pro inflamatoria si es soluble,
y regenerativa si es de membrana (44). Se ha descubierto que esta segunda
propiedad, es una de las responsables de la actividad inmunosupresora de las
CMMs, lo que reduce la inflamacion local (45) o inhibe la diferenciacion de
células dendriticas (46). Si la IL-6 se encuentra elevada en un tejido, junto a la
interleucina 8 (IL-8), aumenta la velocidad de reparacion del mismo (47). Esta
Gltima resulta de importancia pues presenta actividad angiogénica (48) y quimio-
atrayente de queratinocitos (49), las cuales promueven la regeneracion de

tejidos.

Por otro lado, el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1, por sus siglas
en inglés) es una hormona péptida producida por CMMs que también promueve
la regeneracion, a través de la neovascularizacion, la proliferacion y la
diferenciacion (50,51). Otro componente del secretoma de relevancia, es el
Factor de Crecimiento Endotelial (EGF, por sus siglas en inglés) y su receptor,
que se encuentran frecuentemente en tejidos en regeneracion y estan
relacionados a la estimulacion, proliferacion y migracion de células endoteliales

y queratinocitos (52-54).

Por lo tanto, dado su rol en la regeneracién de tejidos y su amplia variabilidad,
resulta de importancia caracterizar la composicién de citocinas proinflamatorias
gue forman parte del secretoma de CMMs obtenidas de una fuente comun, bajo

un método de cultivo estandar.

En este trabajo, se plante6 como objetivo determinar la concentracion de
citocinas proinflamatorias en CMMs derivadas del cordon umbilical.
Adicionalmente, determinar el método de mayor tasa de éxito para su cultivo y

los factores asociados al mismo.

ll. MATERIALES Y METODOS



2.1 Tipos y disefio
Estudio observacional, descriptivo, transversal.

2.2 Diseio muestral

Poblacién universo
Células Madre Mesenquimales aisladas a partir de cordones umbilicales

obtenidos de partos en Peru.

Poblacién de estudio
Células Madre Mesenquimales aisladas a partir de cordones umbilicales

obtenidos de partos en Pera.

Disefio de muestra
Células Madre Mesenquimales aisladas a partir de cordones umbilicales
obtenidos de partos realizados en el Hospital Nacional Dos de Mayo (HNDM),

de enero a diciembre de 2018.

Tamafio de la muestra de estudio
Se uso la férmula para hipotesis de comparacién de medias en poblaciones

finitas de distribucion normal y varianza conocida (67):

Donde se conoce el valor Z del error tipo 1 y tipo 2 y la desviacién estandar, y
se desconoce la diferencia esperada entre las medias. Para una significancia
en 0.05 y una potencia del estudio en 0.90, los valores Z correspondientes son
1.96 y 1.28 respectivamente. La desviacion estandar de la concentracion de
una de las citocinas (IL-6), obtenida de la literatura fue de 1073 (39). Se estimo
la diferencia en 2500 a partir de la data publicada por Yoo y colaboradores (41).
De esta forma, se determind un total de 4 cultivos de CMMs derivadas de

cordones umbilicales diferentes



(196 + 1.28)2500)°
"= 1073

=386x24

Muestreo

El tipo de muestreo a realizar es de tipo no probabilistico por conveniencia.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

CMMs de cordones obtenidos de partos por cesarea realizados en el HNDM,
entre enero y diciembre de 2018.

Criterios de exclusion

CMMs de cordones obtenidos de gestantes que presenten al menos una de las
siguientes condiciones: preclamsia, natimuerto, enfermedad infecciosa tropical,
enfermedad de transmision sexual, infeccién por Hepatitis B.

CMMs de cordones obtenidos de pacientes con gestacion multiple

CMMs de cordones obtenidos de gestantes que no brinda su consentimiento.

2.3 Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos

Instrumentos de recoleccién de datos

El proceso se ejecuto a partir de enero de 2018 en el HNDM, el Laboratorio de
Bioingenieria de la Universidad de Ingenieria y Tecnologia, y el Centro de
Infectologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Humana, Universidad de
San Martin de Porres (FMH-USMP).

El proceso se dio en 5 etapas: recoleccion de cordon umbilical, aislamiento de
células y cultivo, verificacion de células, aislamiento del secretoma, y
determinacién de citocinas en el secretoma. El procedimiento utilizado para el
aislamiento de células se basé en la metodologia publicada por Seshareddy et

al., (55) y Gnecchi et al., (56), adaptado a las necesidades de la investigacion.

Técnica de recoleccién de datos
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1. Obtencién de cordones umbilicales y transporte de muestras

La explicacion del consentimiento informado fue realizada por el tesista, con el
apoyo de personal del servicio de Obstetricia del Departamento de
Ginecobstetricia del HNDM. El parto de las gestantes de las cuales se obtuvo
el cordon umbilical fue por cesarea o parto vaginal de acuerdo con la indicacién

del médico tratante.

Tras el corte del cordon umbilical durante la cesarea o parto vaginal, se procedio
a la obtencion de muestras. Primero, se sujet6 el extremo recién cortado y se
limpid el &rea con una gaza. De forma estéril, se removié la tapa de la aguja de
la bolsa de coleccion de sangre y se inserté en el area limpiada previamente.
Se extrajo la sangre del corddn umbilical hacia la bolsa de coleccién de sangre.
Una vez culminado este procedimiento, el investigador colocé el cordon
umbilical en un frasco estéril con suero fisiologico (0.9% NaCl) a 4°C. La
muestra fue transportada en una caja conservadora de temperatura hasta su
procesamiento. El tiempo hasta este se defini6 como el tiempo entre la hora de
nacimiento, cuando la muestra fue recolectada, y el inicio del proceso de

aislamiento.

2. Aislamiento y cultivo de CMM provenientes de la gelatina de Wharton y la
sangre umbilical
Para el aislamiento celular, se utiliz6 ambos métodos en tanto la muestra fuera
suficiente. Para la gelatina de Wharton, se enjuagé la superficie del cordon
umbilical con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, del inglés Phosphate
Buffered Solution) para remover la sangre restante y reducir el riesgo de
contaminacion. Toda la manipulacion del control se realizé en una placa Petri
estéril de 10 cm. A continuacion, se cortd el cordén en fragmentos de 3 a5 cm
con el uso de un bisturi estéril, se removieron los vasos sanguineos y se

enjuagod el remanente con PBS (Fig. 1).
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Figura 1. Procesamiento de los cordones umbilicales para obtener fragmentos
de 3-5cm

Luego se procedié a la digestion enzimética, para lo cual se agregé 1 ml de
solucion de colagenasa tipo A de stock (2800 u/ml; Sigma-Aldrich) diluida en 9
ml de DMEM (Gibco), a una concentracion final de 280 u/ml. Se colocé el tejido
en un tubo e inicialmente se evaluaron tiempos de incubacion entre 1-3 horas,
a 37°C.

Finalmente, se determind utilizar un tiempo de 1 hora y 30 minutos Las piezas
resultantes se trituraron en el propio tubo, y este se centrifugd a 1000 rpm por
5 minutos (Fig 2). Las piezas pasaron a un nuevo tubo con 0.1% de Tripsina-
EDTA (Gibco) y se incubaron por 8 minutos a 37°C. Se retiraron las piezas, se
descartaron, y se centrifugd el tubo con el resultado de la digestion. Se
combinaron los pellets de ambos tubos re-suspendiéndose en 3ml de medio
DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS, por sus siglas en inglés,
ThermoFisher) al 10%. Se completd hasta 9 ml de medio y las células se
sembraron en un frasco de cultivo T-75 y se incubaron a 37°C y 5% de
atmosfera de CO2, por 72h.
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Figura 2. Trituracion de fragmentos de corddén umbilical tras digestion
enzimatica para recuperar la mayor cantidad de matriz extracelular con células

embebidas.

Para aislar la sangre umbilical, se diluyé la muestra en PBS en una relaciéon 1:1
(V:V). A continuacion, se realizdé una gradiente Ficoll-Paque (Merck Millipore)
para aislar las células mononucleares (Fig. 3). Se removié la fase plasmatica,
se centrifugd y se suspendio6 el pellet en 10 ml de medio DMEM con FBS al
10%. Las células se sembraron en un frasco de cultivo T-75 e incubaron a las

mismas condiciones que las células provenientes del tejido umbilical.

Plasma

WS

Células
mononucleares

Ficoll
Glébulos

rojos

Figura 3. Arriba: Alicuotas de sangre de cordon umbilical. Abajo: Sangre tras
separarse en fases con Ficoll (cada fase se sefiala con flechas).
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3. Caracterizacion de los cultivos y CMMs

El cambio de coloraciéon del medio de cultivo es un subrogado de actividad
metabolica celular. El medio DMEM utilizado para el cultivo celular contiene un
indicador de pH, que torna al medio mas amarillo en condiciones mas acidas.
Estas condiciones corresponden con el incremento del metabolismo celular, por
la liberacion al medio de metabolitos residuales. Sin embargo, esta evidencia es
inespecifica, pues puede deberse a contaminacion bacteriana.

Por lo tanto, se evidencid el crecimiento celular a través de un microscopio
invertido (Zeiss), buscando la presencia de células adherentes al plastico con
confluencia célula. Este es uno de los tres criterios usados para determinar la
presencia de CMMs. Los criterios restantes incluyen la expresion de CD105,
CD73, CD90 y carencia de CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 y HLA Il en al
menos el 95% de la poblacion; yser capaces de diferenciarse a osteoblastos,

adipocitos y condroblastos (57). Estos no fueron evaluados.

4. Caracterizacion de agentes contaminantes

En caso un cultivo presentara contaminacion, este era retirado del estudio y
descartado. Se iniciaban medidas de antisepsia en el area de cultivo. Ademas,
se aislaba el agente contaminante y se evaluaba a través de su crecimiento en
Agar Sabouraud y la formacion de colonias. Se clasificaron en Aspergillus spp.,
Candida spp., u otros, segun las caracteristicas de la colonia descritas en la
literatura (58).

5. Aislamiento de secretoma

Para aislar el secretoma, se utilizaron cultivos de CMM donde se logré una
confluencia mayor al 75%. Se retir6 todo el medio y se agregaron 5ml de medio
fresco sin SFT. Se incubaron las células por 2-3 dias, el sobrenadante se
colecto, se centrifugo y se filtrdé con un filtro de 0.45um (Merck Millipore).
Finalmente se almacené el secretoma a -20°C. El procedimiento utilizado se

describe a continuacion.

6. Medicion de absorbancia de secretomas
La medicion de absorbancia de cada secretoma se realizé utilizando 2ul de

cada muestra en un espectrometro comercial (Nanodrop v1000) a 280nm. Se
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siguié el procedimiento segun el protocolo del laboratorio, cuidando de la

limpieza del pedestal entre mediciones.

7. Determinacion de la concentracion de moléculas de interés en el secretoma

Se evaluo la concentracion de las citosinas IL-6 y IL-8 y las moléculas IGF-1y
EGF en el secretoma utilizando un Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzima
(ELISA, del inglés Enzime Linked Immunosorbent Assay) comercial (Sigma).
Para cada juego de reactivos, se desarroll6 una curva estandar segun lo
indicado por el fabricante. Las concentraciones de moléculas incluidas en la
curva estandar fueron: 1000, 333.3, 111.1, 37.04, 12.35, 4.12, 1.37 y 0. Se
utilizaron como control negativo los secretomas de cultivos donde no habia
evidencia de crecimiento, dado que este habia recibido los mismos recambios
de medio y exposicion a suero fetal bovino que el Medio condicionado o

secretoma.

2.4 Procesamiento y andlisis de datos

Cada corddn umbilical se codificé de la siguiente forma: O. #. Donde O puede
ser SU [Sangre umbilical] o WJ [Gelatina de Wharton] y # refiere al nimero de
secretoma en un solo digito [1, 2, 3 0 4]. Se elabordé una tabla con las

caracteristicas de la poblacion utilizada como fuente de cordon umbilical.

La asociacion de las caracteristicas del procesamiento de las muestras y la
probabilidad de contaminacion del cultivo se realizé utilizando una prueba de
Chi-cuadrado.

Finalmente, la concentracién de citocinas se calculd a partir de la curva
estandar desarrollada con el programa del equipo de lectura (Microplate
Reader, BioRad). Todos los datos se tabularon y procesaron con el paquete
estadistico STATA 10. Se consideraron estadisticamente significativos aquellos

valores de p<0.05.
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2.5 Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion
de la FMH-USMP como Plan de Tesis del autor. Ademas, se aprobé en el
Comité de Etica del Hospital Nacional Dos de Mayo, institucion donde se

obtuvieron las muestras de cordones umbilicales.

Las pacientes que brindaron las muestras fueron informadas y su
consentimiento fue solicitado antes de iniciar la recoleccién, la cual se llevo
a cabo por el médico tratante durante el proceso de parto. Se entregd una
copia del consentimiento informado firmado a cada paciente. Se adjunta el

consentimiento informado en los anexos.

lll. RESULTADOS

Aislamiento y cultivo de CMM a partir de cordon umbilical

Se procesaron 13 cordones umbilicales de los cuales se obtuvieron 17 cultivos
diferentes. De estos, en 13 se utilizé la gelatina de Wharton, mientras que en 4
la sangre umbilical. En 5 cultivos hubo evidencia insuficiente sobre el
crecimiento celular para definir el resultado del cultivo, es decir, el cultivo se
detuvo antes de realizar la observacion del crecimiento debido a causas como
la contaminacion de este.

El nimero de cultivos exitosos fue de 4, que corresponde a una tasa de éxito
del 33% a partir de 12 cultivos (Tabla 1). Este porcentaje se incrementé cuando

la muestra se proceso en menos de 2h y cuando se utilizé gelatina de Wharton.

Tabla 1. Caracteristicas de los cultivos de CU-CMMs y crecimiento celular

Crec celular (%)

Caracteristicas n % n=12
Cultivos 17
Evidencia de crecimiento 4 24% 33%
Ausencia de crecimiento 8 47% 67%
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Evidencia insuficiente 5 29%
Tipo de parto
Eutocico 2 12% -
Ceséarea 15 88% 33%
Tiempo de procesamiento
<2h 6 35% 40%
>2h 11 65% 29%
Espécimen de aislamiento
Gelatina de Wharton 13 76% 40%
Sangre umbilical 4 24% 0%
Contaminacién
No 8 47% 40%
Si 9 53% 0%
Tabla 2. Matriz de cultivos de CU-CMMs
CuU Cultivo Exito Parto Tiempo Aislamiento
1 1 - Cesarea >2h GW
2 - Cesarea >2h Sangre
2 3 - Cesarea <2h Sangre
3 4 - Eutdcico >2h GW
4 5 Si Cesarea <2h GW
5 6 - Eutocico >2h GW
6 7 No Cesarea >2h Sangre
8 No Cesarea >2h GW
9 Si Cesarea >2h GW
10 No Cesarea <2h GW
11 No Cesarea <2h Sangre
12 Si Cesarea <2h GW
10 13 No Cesarea <2h GW
11 14 No Cesarea >2h GW
12 15 No Cesarea >2h GW
13 16 No Cesarea >2h GW
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13 17 Si Cesarea

>2h GW

Dentro de los cultivos que no fueron exitosos, la causa mas frecuente fue la
contaminacion microbiologica. ElI contaminante mas frecuente fue el Aspergillus
spp (44%), seguido de Candida spp (22%). Los agentes contaminantes restantes
no se pudieron identificar. Los factores posiblemente asociados a la
contaminacion son el parto vaginal, un tiempo largo de procesamiento y el uso
de la gelatina de Wharton como substrato). No se encontraron asociaciones

estadisticamente significativas entre estos factores a usando la prueba de Chi-2

(Tabla 3).

Tabla 3. Factores asociados a contaminacion en cultivos de CU-CMMs

Factores No (%) Si (%) p

Tipo de parto 0.156
Natural 0 (0%) 2 (100%)
Cesarea 8 (53%) 7 (47%)

Tiempo de procesamiento 0.858
<2h 3 (50%) 3 (50%)
>2h 5 (45%) 6 (55%)

Tipo de aislamiento 0.312
Gelatina de Wharton 7 (53%) 6 (47%)
Sangre umbilical 1(25%) 3 (75%)

Se evidenci6 el cambio de coloracién en el medio de cultivo y el crecimiento de

células adherentes con forma fibroblastoide, similar al descrito en la literatura

para las CMM. Imagenes representativas se adjuntan en la Figura 4.
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Figura 4. Arriba: Cambio de coloracion en los frascos con cultivo derivado de sangre
umbilical y gelatina de Wharton, tras 5 y 7 dias respectivamente; Centro: Cultivo de
CMMs de gelatina de Wharton con 10 dias de crecimiento. Magnificacion 20x; Debajo:

Cultivo de CMMs de gelatina de Wharton con 21 dias de crecimiento. 30X

Evaluacion inespecifica de moléculas de interés
Se evaluaron 3 secretomas de CMMs provenientes de cultivos diferentes con
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evidencia de crecimiento por microscopia . Los valores obtenidos de absorbancia
de proteinas para cada secretoma junto al numero de dias de cultivo, imagenes
del cultivo e informacion sobre el tejido de origen se resumen en la Tabla 4.

La superposicion de las curvas de absorbancia segun el numero de dias de los
cultivos y la relacion entre concentracion de proteinas y niumero de dias del

cultivo pueden observarse en las Figuras 5 y 6, respectivamente.

15

or

0 -

225 250 275 300 325 350

Figura 5. Curvas de absorbancia de secretomas. Amarillo 5 dias de cultivo, Rojo 21 dias
y Azul, 47 dias

2000

4000

AZBO

2000

Dias

Figura 6. Relacion entre nimero de dias de cultivo y absorbancia A280

Tabla 4. Caracteristicas de secretomas de CMMs evaluados
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Origen Dias A280 22%%/ Imagen del cultivo Grafica de absorbancia

GW 5 2.302 0.82

GW 21 3.330 0.75

GW 47 6.377 0.73

Efecto de desnaturalizacion

Para determinar que la mayor concentracion observada en la absorbancia de
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proteinas no se debiera al efecto de la desnaturalizacion de estas, se midio la
absorbancia de estos antes y después de sufrir desnaturalizacion por calor.
Estos resultados se muestran en la Tabla 5. Se encontr6 un mayor valor de
absorbancia tras la desnaturalizacion, lo que reafirma la necesidad de un analisis
especifico usando una prueba ELISA, dado que el tiempo entre la recoleccion
del secretoma y su analisis podria haber causado la desnaturalizacion de las
proteinas. Lo anterior contribuiria a sobrevalorar la concentracion de moléculas

de interés en el secretoma.

Tabla 5. Absorbancia de secretomas antes y tras desnaturalizacion por calor

Inicial Tras_ .,
# desnaturalizacion
A280 280/260 A280 280/260
1 2.302 0.82 3.7 1.12
2 3.33 0.75 4.2 1
3 6.377 0.73 8 1.29

Evaluacion de especifica de moléculas de interés

Se evaluaron tres secretomas con evidencia de crecimiento celular y un blanco
sin evidencia de crecimiento, para determinar la concentracién de 4 moléculas
de interés: IL-6, IL-8, IGF-1 y EGF. Se ensayaron dos replicas por cada medicion.
Las curvas de concentracion para estandarizar cada prueba se pueden observar

en la Fig. 7. Los resultados se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion en pg/ml de IL-6, IL-8, IGF-1, EGF segun prueba ELISA

IL-6 IL-8 IGF-1 EGF
Abs Conc Abs Conc Abs Conc Abs Conc
0,10 0,18 0,38 0,05
Control S (-) 4 (-) 0 0,331 6 (-)
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Muestra 01 2289 >3000 2’27 >1000 0’2” 0,592 0'814 0.125
Muestra 02 1896 3400 2’5’2 >3000 0f3 0,128 0’32 0,082
Muestra 03 1124 74%'68 2’52 >1000 0’2’5 0.235 0’213 0.100
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Figura 7. Curva de diluciones estandar para IL-6 (a), IL-8 (b), EGF (c), IGF-1 (d),

representadas en base a la Absorbancia (OD=450) y la concentracion (pg/ml)

La curva de estandarizacion fue adecuada para todas las muestras, excepto
para EGF, en el que la pendiente no fue 6ptima. En tanto a las concentraciones
halladas, la IL-6 e IL-8 se encuentran en cantidades superiores a los 3 ng/ml
(3000 pg/ml) y 1 ng/ml (1000 pg/ml) respectivamente. Sin embargo, dado que
el caso de IGF-1 el control negativo presenté un valor por encima de algunas
muestras, los resultados no son concluyentes. Finalmente, no se encontré una
concentracion mayor a la del control de EGF en los secretomas de las CMMs

evaluadas.
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IV. DISCUSION

De los 17 cultivos celulares realizados, en cinco no se obtuvo evidencia suficiente
debido a que al cultivo se detuvo. En cuatro se obtuvo crecimiento celular,
resultando en una tasa de éxito de crecimiento celular del 33% para cultivos con
resultadoss concluyentes. Todos los cultivos celulares pertenecieron a CU de
distintos individuos. Si dividimos estos resultados entre métodos usados,
encontramos que la sangre umbilical tuvo una tasa de éxito del 0%, comparado
con 40% para la gelatina de Wharton. Yang et al., y Secco y et al., también
reportaron una tasa de éxito baja para sangre umbilical, de solo 23.1% (n=411)
y 10% (n=100), respectivamente (59,60). Sin embargo, otros autores han
reportado valores més altos tras modificar el protocolo estandar con la adicién
de suplementos u optimizacion de caracteristicas de la recoleccién: 40% (n=30),
47.8% (n=345), 63% (n=59), y 90% (n=11) (61-64).

Por otro lado, usando el método estandar, la gelatina de Wharton suele tener
una mayor tasa de éxito que la sangre umbilical (60). Los valores son del 70%
(n=7), 100% (n=10) y 100% (n=13), comparado con un 20% para el método de

explantes (n=4) y 0% para el método puramente enzimatico (n=5) (60,65,66).

Es posible que la razén por la que nuestra tasa de éxito para la gelatina de
Wharton difiere tanto en comparacién con estos valores reportados sea el
procedimiento de digestidbn enzimatica utilizado. Los equipos anteriormente
mencionados utilizaron al menos una enzima ademas de colagenasa, como
hialuronidasa o dispasa (67,68). Lamentablemente, estas no estuvieron
disponibles durante el desarrollo de los experimentos.

Un factor que disminuia la tasa de éxito (hasta 10%) fue el mayor tiempo hasta
el inicio del procesamiento (mayor de dos horas). Aclarar si este tiempo se refiere
del total del proceso, entre la toma de la muestra y el inicio del procesamiento,
etc. Otros autores han notado esta asociacién. Sin embargo, algunos autores
definen la variable como el tiempo hasta el procesamiento, es decir, el tiempo
entre el parto y el inicio de la extraccion de CMMs del cordén umbilical, en cuyo

caso el punto de corte es 2 horas (60,64). Mientras que otros como Bieback et
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al., utilizan el tiempo desde el parto hasta la finalizacion del proceso de

extraccion de CMMs, en cuyo caso plantean un punto de corte de 15 horas (62).

Algunos otros factores que se han reportado en la literatura son el tamafio del
cordon o el volumen de sangre, el uso de suplementos en el medio de cultivo, el
uso de segmentos de cordon mayores a 10mm cada uno, el uso de disociacién

mecanica, entre otros (61,63,65).

Sin embargo, el principal causante de la disminucién de la tasa de éxito de los
cultivos fue la contaminacion, que se present6 en un total de 53% de los cultivos.
Encontramos que este porcentaje era mayor en partos naturales que en
cesareas, y en sangre umbilical que en gelatina de Wharton, aunque esta
asociacion no fue estadisticamente significativa. La relacion entre el tipo de parto
vaginal y la mayor contaminacién en los cultivos ha sido descrita anteriormente
por Gong y colaboradores, quienes encontraron una tasa de contaminacién del
50% en cultivos derivados de cordones obtenidos de partos vaginales,
comparado con 1% para cesareas (69). Recientemente, se ha reportado el gran
impacto del parto vaginal en la microbiota de los recién nacidos (70). Es posible
que una colonizacion similar ocurra en el cordén umbilical, ocasionando la

contaminacion de los cultivos.

Los agentes contaminantes mas frecuentes hallados fueron Aspergillus spp
(44%) y Candida spp (22%). Mirjalili et al., también encontraron que Aspergillus
es el contaminante fungico mas frecuente. Sin embargo, entre todos los
contaminantes microbianos, Mycoplasma es el de mayor prevalencia (71). Por
otro lado, es de interés notar que ambos cultivos contaminados con Candida spp

provinieron de partos por via vaginal.

Una limitacion importante en el desarrollo del estudio fue la falta de
caracterizacion completa de las CMMs aisladas del cordon umbilical, acorde a

los criterios internacionales (57). Sin embargo, su morfologia, comportamiento y
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perfil secretorio fue similar al reportado por la literatura, asi como el protocolo

usado para su aislamiento.

En tanto a la produccién del secretoma, durante su evaluacion inespecifica
usando la absorbancia proteica se observd que la esta incrementaba
proporcionalmente al nimero de dias de cultivo de las células. Ademas, este
incremento ocurria sin el detrimento de la relacion A280/260, sefialando que el
aumento se debia a una mayor concentracion de proteinas y no a un artefacto.
Asimismo, debido a que el protocolo de recoleccion del secretoma implicaba
utilizar un nuevo medio por tres dias, no podia deberse al depédsito acumulado
de la secrecién de proteinas. Una explicacion es que el incremento de
absorbancia se debié a una proliferacion de CMMs, que a su vez secretaban
mayor cantidad de proteinas al medio. ElI hecho de que esta relacion tenga un
comportamiento lineal (r=0.92) sefiala a la posibilidad de utilizar biorreactores de
CMMs de forma estandarizada para la produccion industrial de secretoma. Esta

posibilidad también ha sido sefialada por otros autores (72—75).

Sin embargo, existe la posibilidad de que el incremento de la absorbancia se
deba a la desnaturalizacién proteica de la muestra, dado el prolongado periodo
de almacenamiento. Aunque esto puede haber llevado a la sobreestimacion de
la absorbancia, es poco probable que por si solo pueda explicar los hallazgos

mencionados anteriormente.

Finalmente, durante el analisis especifico de moléculas de interés, se encontrd
gue las CMMs secretaron IL-6 e IL-8 en concentraciones superiores a los 3 ng/ml
y 1 ng/ml respectivamente. No se encontré secrecion de EGF mayor al control,
y en el caso de IGF-1, los resultados no son concluyentes. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores para CMMs derivadas del cordén
umbilical. Yoo y colaboradores encontraron concentraciones alrededor de 5
ng/ml para IL-6 e IL-8 con ausencia de EGF (39). Igualmente, Amable y
colaboradores describen una concentracion de 3 ng/ml para IL-6 y mas de 10
ng/ml para IL-8, con ausencia de EGF e IGF-1 (76). Asimismo, Jenhani y
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colaboradores refieren una concentracion de menos de 20 ng por cada 106
células para IL-6 y 8 ng por cada 106 células para IL-8 (77). Por otro lado, Kim y
colaboradores si encontraron expresion y secrecion de EGF en el medio
condicionado de CMMs derivadas del corddn umbilical (78). Estos autores
explican este fendmeno afirmando que la secrecion de EGF ocurre a traves de

exosomas, que pueden no ser analizados dependiendo del protocolo usado (79).

En el caso de IGF-1, aunque se ha reportado su secrecidn en concentraciones
mayores a 0.3 ng/ml en CMMs derivadas de otros tejido, de acuerdo a nuestro
conocimiento, no se ha encontrado evidencia concluyente de su secrecion por

CMNMs cultivadas a partir del cordon umbilical (80).

La aplicacién de estas moléculas de interés es multiple. La IL-6 promueve la
inmunomodulacion a través del fomento de fenotipos tolerogenicos en células
dendriticas y monocitos, inhibicion de la inflamacion local, apoptosis linfocitaria,
entre otros (45,46,81-83). Sin embargo, algunos autores han reportado sus
efectos en la promocidbn de metastasis, especialmente de carcinoma
hepatocelular y osteosarcoma (84,85). Por otro lado, si bien es cierto que la IL-8
puede colaborar en la inmunomodulacion, sus funciones, junto a EGF, parecen

estar relacionadas a la regeneracion de tejidos y angiogénesis (53,78,79,86).
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CONCLUSIONES

El aislamiento de CMMs a patrtir del cordén umbilical tiene una baja tasa de éxito,
la cual se incrementa en cultivos provenientes de la gelatina de Wharton, de
cordones obtenidos de cesarea, y con un tiempo de recoleccion menor a 2 horas.
Mejoras a este proceso podrian permitir una aplicacion mas amplia de la

medicina regenerativa en el pais.

En relacion con los cultivos a partir de Gelatina De Wharton, aquellos
provenientes de sangre umbilical tienen mayor posibilidad de contaminacion.
Asimismo, los cultivos provenientes de parto por cesarea, comparados con
partos por via vaginal, tienen menor tasa de contaminacion. Estudiar la etiologia

de estos fendmenos podria mejorar las técnicas de cultivo.
Los CMMs aisladas de cordon umbilical secretan IL-6 e IL-8, pero no secretan

EGF, lo que sugiere el valor potencial del secretoma y las sustancias que lo

conforman para su uso en la medicina regenerativa.
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RECOMENDACIONES

Para incrementar la tasa de éxito de los cultivos de CMMs, se debe reducir la
ocurrencia de contaminacion, al trabajar con protocolos de limpieza estrictos y
de preferencia, con cordones umbilicales obtenidos por cesarea. Establecer una
colaboracion adecuada entre los equipos profesionales encargados de la

manipulacion inicial de la muestra también es de suma importancia.

La medicion de proteinas usando una prueba ELISA se debe realizar en las
concentraciones indicadas por el fabricante. De no ser esto posible debido a la
concentracion alta de las proteinas de interés, se recomienda realizar diluciones

de la muestra.
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ANEXOS

1. Consentimiento informado

Estimada Sra.:

Se la invita a participar del proyecto de investigacion titulado:
“DETERMINACION DE CONCENTRACION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS
SECRETADAS POR CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE
CORDON UMBILICAL.”. Este estudio puede proporcionar informacion valiosa
para estandarizar el proceso de aislamiento de células madre para sus multiples
aplicaciones en biotecnologia como la regeneracion de tejidos en pacientes
guemados. Para estos ensayos se solicitara a su médico el cordon umbilical tras
el parto por cesarea.

¢, Cual es el proposito del estudio?

Encontrar informacion sobre diferencias en el cultivo de Células Madre del
cordén umbilical. Estas son células del corddn que pueden convertirse en otras
partes del cuerpo, como piel u érganos, pero aun no se sabe bien cual es la
mejor forma de obtenerlas. Este estudio busca encontrar eso.

¢, Qué sucede si participo en el estudio? ¢Cuanto tiempo estaré en el
estudio?

Se le pide que nos autorice a utilizar el cordon umbilical tras su corte después
del parto por cesarea y permitirnos aislar células de este. El procesamiento se
realizard en los laboratorios de la Universidad San Martin de Porres
integramente. Su tiempo de participacion serd menos de un dia.

¢ Qué beneficio puedo esperar por proporcionar estas muestras?

En un futuro, con su ayuda, podria tenerse tratamientos regenerativos para nifios
guemados o pacientes con otras enfermedades.

¢, Cudles son las posibles molestias o riesgos por participar?
Ninguna. El cordon umbilical usualmente se descarta.

¢Habra algun costo por participar en el estudio? ¢Recibiré algo por estar
en este estudio?

No tiene ningun costo participar en el estudio. No recibira nada material.
¢,Como se protegera la informacion que me identifica?

Con el fin de proteger su privacidad, en su muestra solamente utilizaremos un
namero de participante en lugar de su nombre u otra informacion que lo
identifiqgue. No se divulgara ni su nombre ni ninguna otra informacion que lo
identifique directamente fuera de la clinica de investigacién y tampoco seran de
conocimiento de otras personas ajenas. Se asignara un codigo Unico a sus



muestras en el sitio. El investigador del estudio conservard la clave que relaciona
su informacion personal con este codigo en el sitio del estudio. Hemos
establecido registros del estudio para mantener tanto su participacion como
todos los resultados de sus pruebas por separado y en forma confidencial.

Toda informacién que lo identifique obtenida en este estudio se mantendra
estrictamente confidencial, a menos que sea requerida por ley o a solicitud de
una autoridad reguladora. Si se realiza alguna publicaciéon como resultado de
esta investigacion, usted no serda identificada por su nombre.

¢.Se me proporcionaran los resultados de estos analisis?

Los resultados productos de la investigacion son completamente confidenciales
y usted tiene derecho a conocerlos cuando lo desee, asi como solicitar que los
resultados no sean incluidos en la discusion y conclusiones del presente trabajo.

¢, Qué pasa si usted quiere terminar su participacién antes que el estudio
haya terminado?

Usted puede solicitar, en cualquier momento retirarse del estudio
comunicandose con el investigador. Si retirarse del estudio, usted no perdera
ningun beneficio, tratamiento médico o derecho legal que, de otro modo, le
corresponda.

¢,Qué hacer si tengo preguntas sobre el estudio?

Llamar a Marco Moisés Malaga Julca, al Teléfono: 993707710 o al correo
marco_malaga@usmp.pe.

Datos del comité de ética:
Comité de Etica del Hospital Nacional Dos de Mayo:

Presidente del Comité de Etica del HNDM: Dr. Jorge Alejandro Yarinsueca
Gutierrez

Direccién: Parque Historia de la Medicina Peruana S/N, altura de la cuadra 13
de Av. Grau, Cercado — Lima. Teléfono: 3280028 anexo 8234. Correo
electronico: comite.etica.hndm@gmail.com

Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad San Martin de
Porres:

Presidente: Dr. Armando Vargas Guerra
Universidad San Martin de Porres — Facultad de Medicina. Alameda del
Corregidor 1531. Teléfonos: 3(511) 365-2300 / (511) 365-3640 Anexo 160.
Correo electrénico: etica fmh@usmp.pe
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“DETERMINACION DE CONCENTRACION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS
SECRETADAS POR CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE CORDON
UMBILICAL ~

NOMBRE: FECHA:

Por medio del presente documento consiento voluntariamente participar en la investigacion
“DETERMINACION DE CONCENTRACION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS
SECRETADAS POR CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE CORDON
UMBILICAL”, y hago constar que se me ha informado claramente en qué consiste el proyecto.

Me queda claro que para mi participacion, en la investigacién se utilizara el cordén umbilical que
se tomara después del parto por cesarea. Soy consciente de las condiciones en que se me toma
la muestra y de los riesgos minimos que implica, asi como, que no interfiere con ningln
tratamiento que esté recibiendo en este momento.

Finalmente, si al término de la investigacion hubieran muestras restantes [ ] AUTORIZO/ [] NO
AUTORIZO que sea almacenada indefinidamente para ser empleadas en proyectos de
investigacion futuros.

Nombre del participante FIRMA Lugar y Fecha

(en letras imprenta)

Nombre de la persona FIRMA Lugar y Fecha
A cargo del consentimiento

(en letras imprenta)

Nombre del testigo FIRMA Lugar y Fecha

(si participante iletrado)

*Certifico que he recibido una copia

FIRMA DEL PARTICIPANTE



2. Protocolos Estandarizados de Procedimientos

a. Obtencion de cordones umbilicales y transporte de

muestras
Equipos e instrumentos Materiales
Equipo de diseccion estéril Gaza y desinfectante

Cooler con paquetes de gel congelante | 50ml de suero fisiolégico (0.9% NaCl)

Bolsa de recoleccién de sangre Frasco estéril de 100ml

Procedimiento

1.

2.

Obtener el consentimiento informado firmado por la parturienta
Tras el corte del cordén umbilical, sujetar extremo recién cortado.

Limpiar el area deseada con una gaza y evitar posterior contaminacion

con elementos no estériles.

De forma estéril, remover la tapa de la aguja de la bolsa de coleccion de

sangre.
Insertar la aguja en el &rea limpiada

Extraer la sangre del cordon umbilical hacia la bolsa de coleccion de

sangre.

Una vez culminado con este procedimiento, colocar el cordon umbilical
en un frasco estéril con suero fisioldgico (0.9% NaCl) a 4°C hasta su

procesamiento.

Transportar los materiales hasta su lugar de procesamiento, donde el
procedimiento se debe realizar de forma aséptica en una cabina de

seguridad

b. Aislamiento y cultivo de CMMs provenientes de la gelatina
de Wharton

Equipos e instrumentos Materiales



Equipo de diseccion estéril

Pipeta de 1000 uL

Hemocitbmetro

PBS

Colagenasa 300 p/ml

Medio de cultivo DMEM
Tripsina-EDTA (0.1%)
Tampédn de lisis NHACI
Placa Petri estéril de 10 cm
Frasco T-75

Tubo Falcon 15ml



Procedimiento

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Enjuagar la superficie del cordon umbilical con PBS para remover la

sangre restante
Manipular el cordon umbilical en una placa Petri estéril de 10 cm

Cortar el cordén umbilical en fragmentos de 3 a 5cm usando un bisturi
estéril (Fig 1)

Remover los vasos sanguineos y enjuagar el remanente con PBS

En un tubo estéril de 15ml, agregar 1 ml de solucion de Colagenasa
tipo A de stock (2800 u/ml) y agregar 9 ml de DMEM (concentracién
final de 280 p/ml).

Colocar el tejido en el tubo e incubarlo por 1-3 horas a 37°C.

Luego, retirar las piezas y triturarlas con un férceps. No descartar el
tubo.

Mover el tejido a una nueva placa Petri de 10cm con PBS, mover por 5
minutos, y transferir a un nuevo tubo conteniendo Tripsina-EDTA
(0.1%). Incubar por 8 minutos a 37°C.

Durante esta incubacion, centrifugar el tubo con la solucion de
colagenasa a 1000 rpm por 5 min. El sobrenadante es descartado y 3ml
de DMEM son afiadidos al pellet.

Resuspender las células usando una pipeta e incubar el tubo mientras

transcurre la digestién enzimatica de Tripsina-EDTA del paso 8.

Al finalizar, apretar las piezas del cordon en la segunda solucion para
remover la mayor cantidad de células posible (Fig 2).

Centrifugar el tubo a 1000 rpm por 5 minutos. Descartar el

sobrenadante y resuspender las células en 3ml de medio DMEM.

Combinar las células de ambos pasos. Opcionalmente, lisar las células

rojas con buffer de lisis de cloruro de amonio.
Contar las células vivas en un hemocitometro usando azul de tripan

Precubrir frascos T-75 con Suero Fetal Bovino (SFB). Agregar



suficiente volumen para cubrir enteramente el area de cultivo del frasco.

16. Incubar a temperatura ambiente por 30min
17. Remover todo el FBS y usar el plato directamente
18. Sembrar en una concentraciéon de 3x10% células por cm?, en medio
DMEM con 10% de SFB
19. Incubar a 37°C, atmosfera de CO:2 al 5%, por 24-72h
20. Pasado el tiempo de incubacion, transferir las células a un nuevo frasco
para favorecer la adherencia de la mayor cantidad posible de CMMs.
21. Alimentar las células por la remocién/remplazo de la mitad del medio
cada 2 a 3 dias hasta que las células lleguen a aproximadamente 80%
de confluencia.
c. Aislamiento y cultivo de CMMs provenientes de sangre
umbilical
Equipos e instrumentos Materiales
Centrifuga PBS/EDTA
Hemocitometro Tubos Falcon 50ml

Tubos Falcon 15ml
Ficoll-Paque Plus
Tampon de lisis NH4CI

Frasco T-25




Procedimiento

22.

23.
24.
25.

Transferir 25 ml de sangre umbilical obtenida en las bolsas de recoleccion a
un tubo de 50ml.

Afnadir 25ml de PBS/EDTA.

Remover una pequefia alicuota para realizar un conteo en el hemocitometro.
Afnadir 4 ml de Ficoll-Pague Plus a un tubo de 15ml y cuidadosamente

colocar sobre este 9.5 ml de sangre diluida.

26. Centrifugar por 30min a 1800 rpm (Fig 3)

27. Remover la fase plasmética

28. Usando una pipeta Pasteur, cuidadosamente transferir la capa leucocitaria a
un nuevo tubo de 50ml y llenar el tubo con PBS/EDTA

29. Centrifugar por 10 minutos a 1800 rpm

30. Lavar con PBS/EDTA dos a tres veces y centrifugar hasta que el
sobrenadante este limpio.

31. Lisar eritrocitos con buffer de lisis cloruro de amonio

32. Suspender el pellet en 10 ml de medio DMEM, suplementado con 10% de
FBS

33. Sembrar las células en una densidad de 10° células por cm? en un frasco
precubierto con FBS como se indico en el protocolo anterior.

34. Descartar las células no adherentes después de 1-3 dias de incubacion

35. Alimentar las células por la remocién/remplazo de la mitad del medio cada
dos o tres dias, hasta que las células lleguen a aproximadamente 80% de
confluencia.

d. Ensayo Inmunoenzimatico ligado a Enzima (ELISA) para
determinacion de la concentracion de moléculas de interés en
Secretoma

Componentes:
. 12 tiritas de 8 pozos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti-
IL-6, IL-8, IGF-1 0 EGF humana
. Tampodn de lavado 20X (componente B)
. Estandar de proteina humana IL-6 liofilizada (componente C)

. Anticuerpo biotinado para deteccién de IL-6 humana (componente



F)

. Estreptadivina conjugada a la enzima HRP (componente G)

. Agente TMB ELISA colorimétrico (componente H)

. Solucion para detener el ELISA (componente I)

. Buffer de dilucion 1x Ensayo/Muestra Buffer A (componente D1)

. Buffer de dilucion 5x Ensayo/Muestra Buffer B (componente E1)
Materiales:

. Frasco de vidrio de 100ml (1)
. Tubos Falcon 50ml (2) y tubo 1.5ml (1)

Pasos:

1. Diluir Tampon de lavado 20X B (Componente E1)
a. Afadir a un frasco tapa azul de 100ml autoclavado esteril, 60ml de agua
deionizada o destilada
b. Afadir 15 ml de Tampén B (E1)
c. En 2 tubos de 50ml, afiadir 35ml de buffer diluido a un tubo, y 40ml al
otro.
d. Rotular como ‘Tampon B 1xX°
2. Reconstitucion de Proteina IL-6, IL-8, IGF-1 o EGF liofilizada:
Componente C
a. Centrifugar brevemente un vial de C.
b. Afadir 500ul de Tampdn B 1x (Item E1-1x), disolver el polvo mezclando
suavemente
c. Rotular como ‘Standard 12K’ (12000 pg/ml).
d. Alicuotar en un tubo de 1.5ml 100ul. Rotular como ‘S0’
3. Reconstitucion de Anticuerpo Biotinado (Componente F)
a. Centrifugar brevemente vial de F
b. Afadir 100ul de Tampdn B 1x (Componente E1-1x)
c. Pipetear para mezclar
d. Rotular como ‘Anticuerpo Biotinado 80x’
4. Almacenar todo a -20°C

-Preparacion de curva estandar

Materiales Reactivos



Tubos de 1.5ml (8) Tubo ‘SO’
Tubo de 15ml (1) Tampon B 1x
Tubo de 0.6ml (2) Anticuerpo Biotinado 80x
HRP
Pasos:

1. Diluciones seriadas (maximo 12)

a. Descongelar ‘S0’
b. Colocar 7 tubos de 1.5ml y rotularlos como D1-D7
c. En el tubo ‘D1’, anadir 440ul de Tampdén B 1x y anadir 40ml del ‘SO’ y
mezclar
d. Almacenar ‘SO’ a -30° nuevamente
. Afadir 400 ul de Tampo6n B 1x al tubo D2-D7
Del tubo D1, retirar 200ul y afiadirlos al tubo D2. Mezclar

N ()]

. Del tubo D2, retirar 200 ul y aiadirlos al tubo D3. Mezclar

o «Q

. Repetir sucesivamente hasta el tubo D7. Este tendré al finalizar 600ul.

Separar otro tubo de 1.5ml, afiadir 400 ul de Tampon B1x y rotularlo
como ‘DO’

J. Las concentraciones finales de cada tubo son las siguientes:

Tubo|D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 DO
[] 1000 [333.3 (111.1 |37.04 |12.35 |4.12 (1.37 |O

2. Alicuotar Tampon B 1x, Ac. Biotinilado, HRP estreptadivina
a. En un tubo de 15ml, alicuotar 10ml de Tampén B 1x. Rotular como
‘Tampon B 1xX°
b. En un tubo de 0.6ml, alicuotar 30ul de Ac. Biotinilado 80x. Rotular como



‘Ac. Biotinilado 80x’
c. En un tubo de 0.6ml, alicuotar 10ul de HRP. Rotular como ‘HRP 600x’

3. Alicuotar solucién de lavado 20x, Agente Colorimetrico TMB para ELISA, y
solucion STOP

a.

b.

C.

En un tubo de 50ml, alicuotar 2.5 ml de solucién de lavado 20x, afiadir 47.5ml
y rotular como solucién de lavado 1x
En un tubo de 15ml, alicuotar 3ml de Agente colorimétrico TMB para Elisa

En un tubo de 1.5ml, alicuotar 1.4ml de Stop solution

4. Almacenar todo a -20°C

-Medicién de moléculas de interés en sobrenadante de cultivo (secretoma)

1.
2.

Descongelar todas las muestras y las alicuotas de reactivos
Diluir Ac. Biotinado 80x a 1x (Preparado para 24 pocillos)

a. Anadir 30ul de Ac. Biotinado a un tubo Falcon de 15ml

b. Afadir 2370ul de Buffer B 1x y mezclar

c. Rotular como ‘Ac. Biotinado 1x’
Diluir HRP-streptadivina 600x a 1x (Preparado para 24 pocillos)

a. Afadir 4ul de HRP-streptadivina a un tubo Falcon de 15ml

b. Afadir 2400 ul de Buffer B 1x y mezclar

c. Rotular como ‘HRP 1x’
Afadir 100ul de cada standard (D0-D7) a cada pocillo de la primera fila,
y 100ul de muestra a la primera/segunda fila, cubrir los pocillos, e incubar
por 2.5h a temperatura ambiente o toda la noche a 4° con agitacion gentil
Descartar la solucién y lavar 4 veces con Solucion de lavado 1x. Lavar
llenando cada pocillo con 300ul de solucién, usando una pipeta
multicanal o auto-lavador. Completar remocion del liquido entre cada
paso, por aspiracién o decantado. Invertir la placa y colocarla sobre
papeles toalla limpios.
Afadir 100ul de Anticuerpo Biotinado 1x a cada pocillo. Incubar 1h a
temperatura ambiente con agitacién gentil
Descartar solucion. Repetir el lavado en el paso 3.
Afadir 100 ul de HRP-streptadivina 1x a cada pocillo. Incubar 45 minutos
a temperatura ambiente con agitacion gentil

Descartar solucion. Repetir el lavado del paso 3



10.

11.
12.

Afadir 100 ul de Agente TMB colorimétrico para ELISA (Componente H)

a cada pocillo. Incubar por 30 minutos en un cuarto oscuro con agitacion
gentil.

Afnadir 50 ul de solucion STOP a cada pocillo.

Leer a 450 nm inmediatamente



