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FACTORES ESENCIALES PARA EL RENDIMIENTO CELULAR

PROVENIENTE DE LA GELATINA DE WHARTON

Pre-processing temperature and time: essential factors for

cellular performance from Wharton’s gelatin

Resumen

Se realizé un estudio cuasi experimental; se recolectaron
25 cordones umbilicales (UC) en solucién de transporte,
de los cuales s6lo nueve cumplieron con los criterios de
inclusion. El tamafio de los cordones fue mayor de 30 cm
con un didmetro de =1.5 cm; éstos fueron seccionados en
15 fragmentos de aproximadamente 2 cm, y expuestos a
diferentes temperaturas (10°C, 22°C y 32°C) durante 6,
12, 24,48y 72 horas. Se obtuvo una cantidad de 600 mg
de gelatina de Wharton (W]) de cada fragmento. Se anali-
z0 la celularidad y viabilidad con la tincién de azul de tri-
pan. Los fragmentos mantenidos a 10°C presentaron una
media de viabilidad de 85,6% +* 6,8 después de 6 horas,
con una pérdida de viabilidad a las 72 horas, de 13,6%
(p=0,001); a 222C la media de viabilidad fue de 84,3% =+
4,2 con una pérdida de viabilidad alas 72 horas de 27.4%
(p<0,001); a 322C 83,6 % * 4,6 con una disminucién del
60,4% a las 72 horas (p<0,001). Respecto al nimero de
células/mg de W], a 229C se presentd una media de 167
cel./mg + 36,5 a las 6 horas, con una pérdida de células
alas 72 horas de 112 cel./mg (p=0,001); a 32°C 139 cel./
mg * 73,7, con una pérdida de 98 cel. /mg a las 72 horas
(p=0,003). La celularidad no fue estadisticamente signi-
ficativa a 10°C entre los diferentes periodos (p=0,931).
Los datos observados en este estudio indican que la
temperatura ideal para la preservacion y transporte del
tejido de UC es de 10°C, con un tiempo maximo de con-
servacion de 24 horas.
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Abstract

A quasi-experimental study was carried out, where 25 umbilical
cords (UC) were collected in transport solution of which only nine
(9) fulfilled the inclusion criteria. The size of the cords was greater
than 30 cm with a diameter of = 1.5 cm; these were cut into 15 frag-
ments of approximately 2 cm and exposed to different temperatu-
res (10 ° C, 22 °Cand 32 ° C) for 6, 12, 24, 48 and 72 hours. It was
obtained 600 mgs of Wharton’s gelatin (W]) from each fragment.
Cellularity and viability were analyzed with trypan blue staining.
The fragments maintained at 10 ° C presented an average viability of
85.6% =* 6.8 at 6 hours, with a loss of viability at 72 hours of 13.6%
(p = 0.001). At 22 ° C the viability average was 84.3% * 4.2 with a
loss of viability at 72 hours of 27.4% (p <0.001). At 322C 83.6% *
4.6 with a decrease of 60.4% at 72 hours (p <0.001). With respect to
the number of cells / mg of W], at 22 ° C an average of 167 cells / mg
+ 36.5 was presented at 6 hours with a cell loss at 72 hours of 112
cells /mg (p=0.001).). At32°C 139 cel./mg + 73.7, with aloss 0of 98
cel./mg at 72 hours (p = 0.003). The cellularity was not statistically
significant at 10 ° C between the different times (p = 0.931).

The data found in this study indicate that the ideal temperature for
the preservation and transport of UC tissue is 10 ° C, with a maxi-

mum conservation time of 24 hours.

Keywords: Mesenchymal Stem cells, Umbilical cord, Wharton's Jelly,
Viability, Cellularity, Time, Temperature.
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Introduccion

Las células troncales mesenquimales (MSC)
son células estromales multipotentes que
se pueden aislar a partir de diferentes teji-
dos. A pesar de que se identificaron origi-
nalmente en la médula 6sea y se describen
como “células estromales de médula”, ya han
sido identificadas en otros lugares anatomi-
cos del cuerpo, entre los que se incluyen te-
jido adiposo (Portillo, Ruiz, Garcia, Arocha,
y Mauricio, 2015), pulpa dental, ligamento
periodontal, liquido amniotico, placenta, pe-
riostio, sangre de cordon umbilical (SCU), y
cordén umbilical; este dltimo constituye la
gelatina de Wharton (W]J), el tejido mas estu-
diado. Las WJ]-MSCs son células definidas por
su potencial de multilineaje, con un éxito de
extraccion de hasta 100%; ademas, se carac-
terizan por su facil obtencion al ser extraidas
de lo que no hace mucho se consideraba un
desecho bioldgico (Batsali, Kastrinaki, Papa-
daki, & Pontikoglou, 2013)multilineage po-
tential and immunomodulatory properties.
In this regard MSCs emerge as attractive can-
didates for various therapeutic applications.
MSCs were originally isolated from the bone
marrow (BM.Poseen una excelente capaci-
dad proliferativa, de auto-renovacion, y de
diferenciacion entre una variedad de tipos de
células: adipocitos, osteocitos, condrocitos,
neuronas, células endoteliales y hepatocitos
In vitro (Chen et al., 2015; Costa y Fernando,
2015; Pal, Hanwate, & Totey, 2008).

Por lo anterior, las WJ-MSCs han captado
gran interés y atencion para su uso en la re-
generacion de tejidos, y son motivo de gran
investigacion en areas basicas y clinicas. Ade-
mas, presentan grandes ventajas respecto al
aislamiento en otros tejidos, tales como los

|\

de la medula 6sea (BM); la sangre de cordén
umbilical (SCU), y el tejido adiposo (TA), pues
poseen las siguientes caracteristicas: impli-
can un procedimiento no invasivo, no doloro-
so, no molesto, de facil obtencion, aceptable
éticamente. Adicionalmente, se trata de una
fuente mucho mas abundante, con mayor po-
tencial de expansién que las células de la SCU,
de alta accesibilidad y plasticidad, y con poca
respuesta inmune al momento de ser tras-
plantadas.

Las MSCs, en los distintos tipos de tejidos,
comparten numerosas propiedades y ca-
racteristicas, lo que ha llevado a la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (Interna-
tional Society for Cellular Therapy ISCT) a
establecer un conjunto minimo de caracte-
risticas que debe poseer una célula para ser
considerada MSC In vitro. Dichos criterios
son los siguientes: adherencia al plastico bajo
condiciones de cultivo estdndar (medio esen-
cial minimo, mas 20% de suero fetal bovino);
expresiéon en membrana de CD105, CD73,
CD90, CD44; ausencia de algunos marcadores
hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79 o CD19, HLA-DR, y capacidad
de diferenciacién en tres lineas basicas al ser
cultivadas en las condiciones adecuadas y en
presencia de estimulos precisos para cada es-
tirpe celular: hueso (osteoblastos), cartilago
(condroblastos), y adipoblastos en tejido gra-
so. (Arbds et al., 2013; Kovolak, Dinnyes, Me-
mic, Khademhosseini,& Mobasheri, s/f; Sha-
rma, Pollok, Hubel, & McKenna, 2014; Wang,
Qu, & Zhao, 2012.

Asimismo, las MSCs producen una variedad
de citosinas y quimiocinas, factores de cre-
cimiento que, en su mayoria de manera pa-
racrina, estimulan la regeneracion de tejidos
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afectados y recuperacion de las células dafiadas (Altanerova et al,,
2017; Stanko, Kaiserova, Altanerova, & Altaner, 2014). [gualmente,
tienen la capacidad de modular la respuesta inmune y la inhibicién
de la inflamacion (Kang, Shin, Ko, Jo, & Ra, 2012; Sharma et al., 2014;
Ullah, Subbarao, & Rho, 2015), que las convierten en una posibilidad
para brindar soluciones clinicas importantes, como las enfermeda-
des causadas por el sistema inmune, que incluyen a la enfermedad
injerto contra huésped (EICH); en enfermedades autoinmunes y
metabolicas (Diabetes tipo I y II), y en padecimientos del sistema
nervioso central (Enfermedad de Alzheimer, paralisis cerebral, es-
clerosis multiple, autismo) (“Umbilical Cord Mesenchymal”, 2016).

Por otra parte, los procedimientos usados para el aislamiento de W]J-
MSCs hallados en la literatura son muy diversos, y ningin protocolo
en particular ha sido introducido para ser empleado de forma es-
tandar (Costa y Fernando, 2015; Salehinejad et al. 2012). De igual
manera, son muy escasos los estudios referentes a la preservacion
y transporte del CU, desde su recoleccién hasta el momento de ser
procesado para fines de aislamiento, cultivo (proliferacion In vitro),
y caracterizacion e implantacidn de las MSCs.

Objetivo

En el presente estudio nos centramos en comprender el efecto de
dos factores importantes como son la temperatura y el tiempo sobre
la viabilidad y celularidad de las células de la gelatina de Wharton
antes de su procesamiento.

Material y métodos

Se disefl6 un estudio cuasi experimental con los siguientes criterios
de seleccion de las madres gestantes: edad entre los 18 y 35 afios, 38
semanas de gestacion, ausencia de antecedentes patolégicos, sin en-
fermedades infecto contagiosas, y la aceptacién de participar en el
estudio mediante firma del consentimiento informado. Asimismo, se
consideraron los siguientes criterios de inclusion del tejido de cor-
don umbilical: fragmento de 30 centimetros de longitud, diametro
> de 1,5 cm, y un peso de la gelatina de Wharton de = a 600 mg por
fragmento de 2 cm al momento de su extraccion.
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El estudio se dividi6 en tres fases: I. Obten-
cion de los fragmentos de cordén umbilical
durante el nacimiento, previa firma del con-
sentimiento informado; II. Evaluacion de via-
bilidad mediante la técnica azul de tripan por
microscopia y recuento celular posterior a
periodos de 6, 12, 24, 48 y 72 horas, utilizan-
do temperaturas de 10°C, 22°Cy 32°C para el
almacenamiento, y III. Andlisis de los datos.

Obtencion y transporte de las muestras
de cordon umbilical

Antes de realizar el procedimiento de reco-
leccién del CU, previa aceptacién materna,
se procedi6 a la firma del consentimiento in-
formado (aprobado por el comité de ética del
Hospital Militar Central (registro: 2016-006
del 18 de abril de 2016); posteriormente, se
reunieron los CU de partos tanto naturales
como por cesarea.

Después del alumbramiento y expulsion de la
placenta, se tomo la totalidad del cordén, y el
corte del mismo. El CU fue trasladado a tem-
peratura ambiente, en un frasco estéril con
medio de transporte Tampoén Fosfato Salino
(PBS) suplementado con penicilina, estrepto-
micina y anfotericina-B al 1%, al laboratorio
STEM Medicina Regenerativa en un tiempo
maximo de 2 horas desde la extraccion.

Recoleccion de células a partir de la
gelatina de Wharton de cordon umbilical

Se procedi6 a medir cada cordon y se verifico
que cumplieran con los criterios de inclusion
anteriormente mencionados. Se obtuvieron
25 CU; de ellos, s6lo nueve cumplieron con las
caracteristicas establecidas. La manipulacion
de los CU se realiz6 en condiciones de esteri-

lidad en cabina de flujo laminar aire 100. Se
procedi6 a la diseccién de los cordones de
forma transversal en 15 fragmentos de 2cm
cada uno, con la ayuda de pinzas y tijeras es-
terilizadas.

En seguida, se marcaron tubos falcén de 15
ml con los siguientes datos: Cédigo (CU 001
- 009), horas (6, 12, 24, 48,y 72), y tempe-
ratura (10°C, 22°C y 32°C); en cada tubo se
introdujo un fragmento de CU, y se adicion6
medio de transporte hasta completar 3 ml.
Los tubos fueron colocados en la temperatu-
ra correspondiente, es decir, 5 tubos a 10°C
(Nevera), 5 tubos a 22°C (Temperatura Am-
biente), y 5 tubos a 32°C (Bafio Serologico

o Incubadora).

Obtencion celular

Respetando el tiempo y la temperatura se-
leccionados, los fragmentos de cada cordon
se transfirieron a cajas de Petri de manerain-
dividual, en ambiente estéril. Cada muestra
fue lavada en PBS o solucion salina isotoni-
ca; en seguida, cada fragmento se diseccion6
longitudinalmente con pinzas y bisturi, sin
trozar los vasos sanguineos, y se retiraron
las arterias y la vena umbilical para separar
la gelatina de Wharton del tejido vascular y
del amnio. La gelatina extraida se cort6 en
pequefios fragmentos y se peso hasta obte-
ner 600mg (criterio unificado para hacer las
muestras comparativas).

Para la digestion enzimatica se adicion6
2mL de colagenasa tipo II, concentracion
2mg/ml, y se incub6 a 37°C durante 2 horas,
con agitacion constante mas vortex cada 15
minutos. Finalizado el tiempo de incuba-
cion, se adicion6 2 mL de medio suplemen-
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tado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, y se cosecharon las célu-
las disociadas mediante filtracion (Filtro de 100 pm) en tubo falcon
de 50mL; posteriormente, se centrifugaron a 1500 revoluciones por
minuto (rpm) (377g) durante 15 minutos.

Recuento celular y viabilidad por el método azul de tripan

Después de la centrifugacion, se elimino el sobrenadante y se re-sus-
pendio el pellet celular en 1mL de SFB; en seguida se realiz6 vor-
tex para obtener las células aisladas. Finalmente, se monté con azul
de tripan en camara de Neubauer para realizar el conteo celular y
determinar la viabilidad correspondiente de cada muestra en 100
células. (Ver Figura 1).

Firma del consentimiento
. —>
informado

Obtencion del fragmento
de cordén. Medio de
transporte

—

Validacion de la longitud
del cordon =30 cmy
diametro >1,5cm

Seccionamiento del
——> cordon en partesde ——
2cm.

Inactivacion de enzima

con medio tad
con Suero Fetal Bovino.

y

Digestion enzimatica
( tipo 1) |,

durante 2h
Vortex cada 15 min.

a37°C

Eliminacion del tejido
sobrante con un filtro de

100pm
CELULARIDAD
A 4
Centrifugacion
e:b, - (Lavado - PBS)
T VIABILIDAD

Figura.1l. Esquema de la metodologia aplicada en el estudio.

Azul de tripan

Obtencion y Peso de
la gelatina de
Wharton. (600mg)
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Tipificacion de las células extraidas de W]

Las células extraidas fueron re-suspendidas
en PBS a una concentracion de 1 x cel/10°ml.
La tipificacién celular se realiz6 por citome-
tria de flujo (equipo FACSCANTO II) utili-
zando el kit BD Stem Human MSC Analysis
Kit (Cat: 562245), que incluye un coctel po-
sitivo (FITC CD90, PerCP-Cy ™ 5.5 CD105 y
APC CD73) y que se us6 en combinacién con
un coctel negativo (PE CD45, PE CD34, PE
CD11b, PE CD19 y PE HLA-DR), con la finali-
dad de identificar una poblacién celular con
fenotipo de células mesenquimales.

Se emplearon tres tubos para la identifica-
cion de las células; el primero con células sin
marcar (Control), el segundo con el control
de isotipo negativo PE hMSC, y el tercero con
coctel positivo y negativo. En cada tubo se
colocaron 100ul de las células re-suspendi-
das, y 20 pl de cada anticuerpo; luego de un
periodo de incubacién de 20 minutos a tem-
peratura ambiente en oscuridad, se procedié
al lavado con PBS centrifugando a 2500rpm
durante 7 minutos, para posteriormente
efectuar la lectura en el citometro de flujo,
utilizando el software FACS Diva, obtenién-
dose 50.000 eventos por tubo.

Analisis Estadistico

Las mediciones obtenidas de la viabilidad y
celularidad para los diferentes tratamientos
asociados a temperatura y tiempo de trans-
porte se ingresaron en una base de datos
en hoja de calculo de Excel, para posterior-
mente ser importada al software estadistico
SPSS para Windows versién 22, y asi, reali-
zar el analisis correspondiente. Inicialmen-
te, se efectud un analisis exploratorio de los

datos que permiti6 evaluar los supuestos y
comprobar la idoneidad del modelo, valo-
rando la normalidad, la homocedasticidad
y la independencia, ademas de realizar los
ajustes -de acuerdo con la interaccion entre
tratamientos y bloques- lo que indicé la ne-
cesidad de efectuar el tipo de analisis no pa-
ramétrico (prueba H Kruskall wallis), por la
varianza entre los resultados.

Las variables continuas se presentaron en
promedio y desviacién estandar, o como me-
diana y rango intercuartilico, segin corres-
pondiera. Se definié un intervalo de confian-
za de 95%. Los resultados se interpretaron
y fueron presentados con base en los resu-
menes de medidas y graficas, midiendo la
significancia estadistica.

Resultados
Poblacion de estudio

En total, se recolectaron 25 CU en el Servicio
de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Mi-
litar Central, después de la firma del consen-
timiento informado de las madres gestantes
aceptando la donacion del tejido; posterior-
mente, fueron transportados a Stem Medici-
na Regenerativa dentro de las dos siguientes
horas, habiendo verificado los criterios de
inclusién. Nueve de los 25 cordones cum-
plieron con esos criterios, y los 16 restantes
fueron excluidos.

Fenotipificacion

Para garantizar la presencia de células me-
senquimales en la gelatina de Wharton, se
realizo la tipificacion por medio de citome-
tria de flujo, observandose la expresion de
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marcadores CD90 (63,5%), CD73 (16%), y CD105 (8,7%), y ausen-
cia para CD34, CD11b, CD19, CD45 y HLA-DR en 91,3%. Con base
en este fenotipo, podemos comprobar la presencia de una pobla-
cion con caracteristicas inmunofenotipicas de célula mesenquimal
(ver Figura 2).

MSC JW-MSC

MSC JW-MSC MSC JW 23/2/2017-MSC

Count
Count
Count

' w* 1w
FITC-A APC-A PerCP-Cy5-5-A

MSC JW 23/2/2017-MSC  CD90: 63.5%

CD73: 16%
CD105: 8.7%

Count

NEGATIVO PARA CD34,CD11B, CD19, CD45, HLA-DR: 91.3%

S

Figura 2. Inmunofenotipo de las células de gelatina de Wharton por citometria de flujo.

Determinacion de la viabilidad

En la Figura 3, se resumen los resultados de viabilidad obtenidos de
los fragmentos de cordon en los diferentes tiempos (6h, 12h, 24h,
48h, 72h) y temperatura (10, 22 y 32°C), usando azul tripan. Los CU
mantenidos a 10°C presentaron una X de viabilidad de 85,6% y
una DE 6,8 a las 6 horas, con una pérdida gradual de viabilidad a las
72 horas de 13,6% (p=0,001). Aquellos que se mantuvieron a 22°C
presentaron una X de 84,3 %, una DE 4,2 y una pérdida gradual
de viabilidad a las 72 horas de 27.4% (p<0,001). Los fragmentos
de CU mantenidos a 322C presentaron una X de 83,6 % y una DE
4,6, con una pérdida gradual de viabilidad a las 72 horas de 60,4%
(p=<0,001).

Vol.18, no. 2, julio-diciembre 2018 / Revista Médica de la Universidad Veracruzana



La viabilidad celular no fue significativamente
diferente entre cualquiera de las tres tempera-
turas después de 6, 12 o 24 horas (p>0,05); sin
embargo, en todos los casos, la viabilidad dismi-
nuyo significativamente con el tiempo (p<0,05).

TEMPERATURA

100,00+ ——22°C

80,007

60,00

40,007

Media VIABILIDAD AZUL TRIPAN (%)

20,004

0,00 T T T
6 12 24

TIEMPO

&
~
[¥)

Andlisis de la temperatura
pre-procesamiento de fragmentos de CU

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la viabilidad celular de los
tejidos sometidos a 10°C y 322C (p=0,028), y
la comparacién entre la temperatura de 102C y
22°C (p=0,023). No se encontraron diferencias
significativas al comparar la viabilidad a 22°C y
329C (p=0,499).

Como se observa en la Figura 4, para la tempera-
tura de 22°C los datos presentaron una mediana
de 73,5% de viabilidad, con un rango de 76,4%
(p<0,001); en 10°C los datos se ubican aproxi-
madamente en 75,7%, con un rango de 29,5%
(p<0,001). Por ultimo, aquellos provenientes de
tejidos mantenidos a 322C presentan una media-
na de 72,5%, y el rango de 89,5 % (p<0,001); se
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Figura 3. Viabilidad promedio por azul de tri-
pan encontrada en los segmentos de cordén en
diferentes periodos (6h, 12h, 24h, 48h, 72h)

y temperaturas (10, 22 y 32°C). Podemos ob-
servar la pérdida gradual de viabilidad: a 10°C
una pérdida de 13,6% alas 72 horas; a 22°C de
27,4%,y a 32°C de 60,4%.

100,004

80,00

40,00

VIABILIDAD AZUL TRIPAN (%)

20,00

015

00 v T ?

TEMPERATURA

Figura 4. Mediana de viabilidad vs temperatura
pre-procesamiento de fragmentos de CU con el
método de azul de tripan. El diagrama muestra
la mediana de los datos adquiridos para cada
una de las temperaturas con sus respectivos
rangos minimo y maximo. Se observa cémo se
obtiene una menor viabilidad a 322C (p<0,001).
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encontraron diferencias significativas en
todas las temperaturas, siendo la de 322C
en donde se observa menor porcentaje de
viabilidad.

Andlisis de tiempo pre-procesamiento
de fragmentos de UC

Se encontraron diferencias significativas
al comparar el tiempo de pre-procesa-
miento de 6h con una viabilidad prome-
dio de 84,5%, y 12h con 78% (p<0,001);
de igual manera, en las comparaciones en-
tre 12h (78%), 24h (72,4%), 48h (66,1%),
y 72h (50,7%) (p<0,001).

Como se observa en la Figura 5,alas 6 h
los datos presentan una mediana de 84%
de viabilidad, con un rango de 23,8%; a
las 12 h con una viabilidad de alrededor

3
2

'

- ‘._|4¢
o 0—-—4

¢

VIABILIDAD CITOMETRIA (%)

VIABILIDAD AZUL TRIPAN (%)
. 5 ]
g 8 8

g

GW-CDI0/7AAD

i

de 78 % y un rango de 21,3% ; a las 24 h con
una viabilidad de alrededor de 74% y un ran-
go de 51,7%; a las 48 h se presenta aproxima-
damente 67% y un rango de 71,4 %, y en las
72 h una viabilidad de alrededor de 60% y un
rango de 77,5%. Los datos de viabilidad obte-
nidos por azul de tripan se corroboraron por
citometria de flujo usando el 7AAD; en la Fi-
gura 5b, puede verse la pérdida de viabilidad
a través del tiempo dentro de los hallazgos de
este estudio.

En la Figura 5b, se muestra como a las 6h los
datos presentan una mediana de 84,3% de
viabilidad, con un rango de 42%; a las 12 h
una viabilidad de 81,6 % y un rango de 35,6%;
alas 24 h una viabilidad de aproximadamente
76,8% y un rango de 41,4%; a las 48 h se pre-
senta casi 72,7% y un rango de 54,6% y, a las
72 h una viabilidad de alrededor de 69,2% y
un rango de 55%. (Ver Figura 5c).

(b) e histograma de viabilidad

Se observa una disminucion

significativa de la viabilidad a

=
TIEMPO

partir de las 12h de transporte

it g

75
|

UL

T

10° 10*
7-AAD PerCP-A

de tripan.
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con 7-AAD alas 72h (69,2%) (c).

(p<0,001) con el método de azul



Determinacion de celularidad

En la tabla 1 se nota c6mo los fragmentos de cordén mantenidos a
22°C presentaron una X de celularidad de 167 cel/mgy una DE 36,5
a las 6 horas, con una pérdida gradual de células a las 72 horas de
112 cel/mg (p=0,001). Los fragmentos mantenidos a temperatura de
32°C mostraron una celularidad de 139 cel/mg y una DE 73,7 con
una pérdida gradual de células a las 72 horas de 98 cel/mg (p=0,003).
La celularidad no fue significativamente diferente entre el transcurso
del tiempo a 10°C (p=0,931), a diferencia de lo que ocurre en las tem-
peraturas de 22°C y 32°C, en las que la celularidad disminuy6 signifi-
cativamente con el tiempo (p<0,05).

El promedio de células mononucleares obtenidas fue de 105 cel/mg
de gelatina de Wharton disociada, con un rango maximo de 288 cel/
mg, y un rango minimo de 8 cel/mg.

CELULARIDAD Cel/mg
Media |Desviaciéon | Maximo Minimo p
Tipica (DE)

6h 124,11 50,88 208,00 58,00 0,778
12h 138,00 65,70 267,00 75,00

10°C 24h 137,89 41,55 204,00 63,00
48h 109,88 37,88 158,00 75,00
72h 130,22 71,56 256,00 33,00
6h 167,22 36,46 229,00 115,00 0,001
12h 119,00 43,31 192,00 42,00

Ambiente

(22°C) 24h 93,56 54,35 200,00 25,00
48h 66,25 38,67 125,00 25,00
72h 55,25 46,34 158,00 17,00
6h 139,44 73,72 271,00 38,00 0,008
12h 93,67 78,66 288,00 29,00

32°C 24h 74,56 28,46 117,00 25,00
48h 57,00 41,99 146,00 13,00
72h 41,22 24,87 79,00 8,00
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Tabla 1. Celularidad
promedio encontrada en
los segmentos de cordén
en diferentes periodos
(6h, 12h, 24h, 48h, 72h)
y temperaturas (100, 220
y 32°C) por miligramo
de gelatina de Wharton
disociada (cel/mg).
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Andlisis de la temperatura
pre-procesamiento

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la celularidad de los te-
jidos sometidos a 102C y 322C (p<0,001), y
en la comparacion entre las temperaturas de
229Cy 32°C (p=0,047).

En la Figura 6, se advierte a 22°C una media-
na de celularidad de 102 cel/mg (Rango (R):
17, 229, ) (p=0,001); en la temperatura
de 10°C una mediana de 117cel/mg (R: 33, -
267,.) (p=0,778),y paralas de 32°C una me-
dianade 67cel/mg (R: 8, 288, )(p=0,008).
En las temperaturas de 222C Y 329C se pue-
den encontrar diferencias significativas, y en
la Ultima temperatura la pérdida mas pro-

gresiva de celularidad.

Andlisis de tiempo de pre-procesamiento
de fragmentos de UC

Se encontraron diferencias significativas al
comparar el tiempo de procesamiento de 6h
con una celularidad promedio de 144 cel/
mg, 12h con 117cel/mg (p=0,048),y 24h con
102cel/mg (p=0,022); de igual manera, las
comparaciones entre 12h, 24h (102cel/mg),
48h (78cel/mg)y 72h (86cel/mg) (p=0,024).
La celularidad entre el mismo grupo de da-
tos de cada periodo de tiempo es significa-
tivamente diferente desde las 24 horas, con
un p=0,018.

En la Figura 7 se observan los datos a las 6h,
que presentaron una mediana de celulari-
dad de 150 cel/mg (R: 38, _271cel/mg , ); a
las 12 h con una celularidad de alrededor de
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Figura 6. Celularidad cel/mg vs temperatura
pre-procesamiento de fragmentos de CU. Se
muestra la mediana de los datos adquiridos
para cada una de las temperaturas con sus
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Figura 7. Celularidad cel/mg vs iempo de
pre-procesamiento de los fragmentos de CU.
Se muestra la mediana de los datos adquiridos
para los diferentes tiempos de pre-procesa-
miento con sus respectivos rangos minimo y
maximo.




104cel/mg (R: 29, 288 cel/mg,, );alas 24 h con 92cel/
mg (R: 25, - 204 cel/mg ,, ); para las 48 h se presenta
aproximadamente 75cel/mg (R: 13, 158 cel/mg , ), y
en las 72 h una celularidad de casi 50cel/mg (R: 8, 256

cel/mg ).
Discusion

El conocimiento de las condiciones 6ptimas para la pre-
servacion y almacenamiento de células nucleares prove-
nientes de gelatina de Wharton no ha atraido suficiente
atencién a pesar de que, la mayoria de los trabajos enfo-
cados en el aislamiento y cultivo de las W]-MSCs, sefialan
un limite de tiempo a una determinada temperatura para
transportar los CU desde el sitio o centro hospitalario del
parto o cesarea, hasta el laboratorio de procesamiento
de las células. Tal es en el caso del trabajo desarrollado
por Costa y Fernando (2015), que establece un tiempo
maximo de mantenimiento pre-procesamiento de 12h a
temperatura de 4°C en PBS. También Seshareddy, Troyer,
& Weiss (2008), indican que el cordén se procesa dentro
delas 12 a 24h después del nacimiento, a una temperatu-
ra de 4°C. Adicionalmente, Dulugiac et al. (2015) mantu-
vieron los UCs en PBS a 4°C en un plazo de 48h. Compa-
rativamente, en el presente trabajo, los datos muestran
que desde las 12 h la viabilidad disminuye en cada tem-
peratura. Después de las 24 h, en temperaturas de 22°Cy
32°Claviabilidad disminuye significativamente (p<0,001
en las dos temperaturas), mientras que en la temperatu-
ra de 10°C se mantiene por encima de 70% a las 72h.

Igualmente, Muraki et al. (2006), al evaluar la viabilidad
de las MSCs obtenidas de la medula 6sea, indicaron que,
a medida en que trascurria el tiempo, la viabilidad dismi-
nuia de forma progresiva. Utilizaron tres temperaturas
(4,24 y 37°C) y tiempos diferentes (0, 1, 3, 6 y 24 horas).
Sefialaron que las células se mantuvieron por encima de
85% de viabilidad tanto a 4°C como a 24°C durante 6h, y
mas de 80% de viabilidad a 4°C durante las 24h, mientras
que la viabilidad de las células a 24°C y 37°C disminuy6
significativamente. Aunque el tipo de fuente de obten-
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cion de las células es diferente al presente
estudio e implica otra variable, los datos son
similares, al igual que el comportamiento de
la viabilidad celular a través del tiempo.

Otros autores como Oliver-Vila et al,, (2016)
utilizaron fragmentos de CU procesados
dentro de las 80h desde el nacimiento; en el
caso de Qiao et al. (2008), el periodo 6pti-
mo de procesamiento es de 6h. Salehinejad
et al, y Arbés et al. (2013) mantuvieron los
UCs en PBS a 4°C hasta su procesamiento. De
acuerdo con esos experimentos, la tempera-
tura de 4°C es la mas utilizada para el mante-
nimiento del cordén hasta su procesamiento
dentro de un periodo promedio de 12-24h.
Los datos encontrados en el presente estu-
dio indican que la temperatura ideal para la
preservacion y transporte del tejido de UCs
es de 10°C, con un tiempo maximo de con-
servacion de 24 horas.

Segun los datos hallados y corroborados
por citometria en las primeras 12 h, se pue-
de observar que en las tres temperaturas se
mantiene la viabilidad por encima de 80%.
Sin embargo, a 32°C la viabilidad disminuye
significativamente; después de 72 h la via-
bilidad es de 64,6%. Respecto al tiempo, se
observa una disminucién progresiva de la
viabilidad con el método 7-AAD, obtenién-
dose una viabilidad 6ptima en un periodo de
conservaciéon maximo de 24h, con 74%.

Lo anterior sugiere que el tiempo Optimo
para mantener las muestras antes de su pro-
cesamiento es de 24 h, tanto con el méto-
do de azul tripano (76,8%), como con el de
7-ADD (74%).
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Por lo que se refiere a la celularidad se advier-
te una alta variabilidad entre las diferentes
muestras e incluso entre los diferentes frag-
mentos de un mismo cordon; lo anterior pro-
bablemente se deba a la heterogeneidad que
presenta la muestra, de tal forma que segin
el tipo de tejido del que se trate, sera la equi-
valencia del nimero de células, entendiéndose
que a mayor namero de células, mayor proba-
bilidad de expansién y de utilizacion en ensa-
yos clinicos con MSCs.

En este estudio las muestras conservadas a
109C no presentaron diferencias significativas
a través del tiempo (p=0,778), en comparacion
con las preservadas a 222Cy a 322C en las cua-
les, en el trascurso de las primeras 12 h y 48h
respectivamente, se observan diferencias sig-
nificativas en la celularidad (p=0,02, p=0,047).
Los datos hallados son comparables con el es-
tudio realizado por Arbés et al. (2013), quie-
nes no encontraron relaciéon entre el tiempo
transcurrido y el rendimiento en la obtencion
de células en las muestras que se mantuvieron
a 49C por 24h. Ademas, otro dato que concuer-
da con los hallazgos de este analisis (Arbos
et al.,, 2013), se refiere a la celularidad por mi-
ligramo (mg) de tejido, pues se encontraron
alrededor de 100 cel/mg al usar la colagenasa
como método de tratamiento, en comparacién
con este trabajo, que muestra 150 cel/mg en
promedio (38, 271cel/mg ).

Salehinejad et al. (2012), obtuvieron un ais-
lamiento promedio de células de 0,5 x a par-
tir de fragmentos de cordén de entre 3y 5 cm;
las muestras fueron tratadas con disociacion
enzimatica colagenasa tipo II, y se mantuvie-
ron a 4°C antes de su procesamiento. Por otro
lado, Fu et al. (2006), encontraron una celula-
ridad aproximada de 1 x células madre me-
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senquimales humanas (UC-hMSCs), recogidas a partir de 20 cm de
UC conservadas a 4°C, al igual que en el estudio de Yan et al. (2013),
quienes obtuvieron alrededor de 3 x UC-hMSCs de 20 cm de UC. Aun-
que el objetivo primordial de estos estudios fue la comparacion de
métodos enzimaticos, y determinar la capacidad de diferenciacion
de las células mesenquimales, esos hallazgos permiten comparar
su celularidad inicial con la observada en este estudio, que repor-
ta la obtencion de un promedio de células en muestras mantenidas
a 10°C de 0,7 x (Min 1,9x - Max 1,6 x cel/mg) en fragmentos de cor-
don de 2cm de los cuales se tomaba casi la totalidad de la gelatina
(600mg) pudiéndose observar proximidad en la celularidad obteni-
da en los anteriores estudios.

En la literatura global no se encuentran ensayos que establezcan pro-
tocolos, guias y/o directrices para el adecuado manejo de los tejidos
de cordon umbilical; sin embargo, la temperatura y el tiempo em-
pleados en estos, es la que se aconseja para mantener la mayoria de
los tejidos.

Aunque la recoleccion de las células de esta muestra se realiza pri-
mordialmente para su posterior cultivo y diferenciacion, es necesario
garantizar que las muestras mantengan una viabilidad y celularidad
adecuadas. Después de realizar los estudios respectivos, los datos in-
dican que cuando se trata de muestras de cordén umbilical de donde
se tomaran las WJ]-MSCs, una temperatura de 102 C junto con un tiem-
po maximo de 24h, representan la mejor opcidn para el transporte de
la muestra desde la clinica al laboratorio antes de su procesamiento
(Avila-Portillo et al., 2006).

Limitantes del estudio

Se recomienda realizar estudios posteriores con una muestra mayor
a la utilizada en este trabajo, lo cual permitiria aumentar el grado de
confianza en los resultados.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado

Los autores han obtenido el consentimiento informado de los pa-
cientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este documento obra en
poder del autor de correspondencia.
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