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Introduccion.

Las células estromales mesenquimales procedentes de gelatina de Wharton (CEM-GW) son
células multipotentes con limitada renovacion celular, baja formacion de tumorogénesis e
inmunogenicidad debido a la ausencia en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (MHC - Il) y una baja expresion de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40
(Herberts et al., 2011; Jacobs et al., 2013, Lim et al., 2019; Windt et al., 2017), dichas células
tienen la ventaja de presentar mayor tasa proliferativa, alta expresion de algunos marcadores
embrionarios y ser menos heterogéneas y de mas facil acceso y aislamiento que las CEM
obtenidas de tejido adulto (Bongso y Fong, 2013). Las CEM-GW son caracterizadas por su
capacidad inmunomoduladora lo que las hace optimas para ser usadas como Producto Medicinal
de Terapia Avanzada alogénico (“off-the-shell”) en estudios clinicos enfocados en el tratamiento
de enfermedades autoinmunes y ortopédicas (Liau et al., 2020). En este contexto, es de vital
importancia establecer procesos productivos grado BPM que aseguren la reproducibilidad y
calidad de todo Producto Medicinal generado a partir de dichas células, con base en esto, el
presente trabajo se enfocd en establecer un medio de cultivo 6ptimo para el proceso de
aislamiento, y expansion de CEM-GW para su futuro uso como Producto Medicinal en
Investigacion en ensayos clinicos para el tratamiento de diferentes enfermedades que aquejan a
la comunidad colombiana.
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Metodologia.

Se realizd la evaluacion de la cinética de crecimiento, la caracterizacion inmunofenotipica,
capacidad inmunomoduladora y secretoma de CEM-GW (n=4) expandidas en medio DMEM
suplementado con 10% de Lisado Plaquetario Humano (LPH, n = 3, batch 2, 5, 8), Suero Humano
(SH, n =3, batch 74, 77, 84) y Suero Fetal Bovino (SFB, n = 2, Batch 1, 2).

Resultados y Discusiones.

No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre la proliferacion celular en
presencia de los diferentes suplementos de cultivo. Sin embargo, después de 72 h de cultivo, se
observd un aumento en la luminiscencia de CEM-GW cultivadas en presencia de LPH, en
comparacion a SH (2,3 0,65 veces de cambio, p <0,0001) y SFB (2,7 1,3 veces de cambio, p
<0,0001, Figura 1a). La morfologia celular evaluada en CEM-GW mostré una forma tipica alargada
con pequeno citoplasma en células expandidas en LPH (lo que permitié obtener PD mayores con
bajo tiempo duplicacional), mientras que células cultivadas en SH y SFB mostraron una forma
similar a un fibroblasto con citoplasma agrandado (Figura 1b).

No se encontraron alteraciones del perfil inmunofenotipico de las CEM-GW cultivadas con LPH,
SHy SFB, encontrandose expresion de CD105, CD90, CD73y CD274 y ausencia en la expresion
de CD34, CD45, HLA-DR y CD31. En cuanto a la capacidad inmunosupresora de linfocitos T
(Figura 2), tampoco se encontraron diferencias estadisticas cuando dichas células fueron
cultivadas en LPH, SH y SFB.

Durante el crecimiento de CEM-GW en presencia de los diferentes suplementos de cultivo, se
encontré consumo principalmente de factores como PDGF -AA (91.1%), AB (94.4%), BB (98%),
EGF (93.2%) y Angiogenin (79.8%) en CEM-GW cultivadas con LPH, dicho comportamiento no
fue observado en los cultivos suplementados con SH y SFB donde se evidenci6 en tiempo 0
concentraciones bajas de dichos factores (Figura 3). Asi mismo, se observd una acumulacion de
factores pro-angiogénicos y pro-supervivencia como osteoprotegerin, HGF, GM-CSF y IGFBP-1
en el sobrenadante de CEM-GW cultivadas con LPH en comparacién con las cultivadas con SH'y
SFB (p<0.05, Figure 4). Adicionalmente, se observd una acumulacion de factores
inmunomoduladores como IL-6 (Razon de cambio 266.5; 5 dias vs. 0 dias), GRO Alpha (Razén de
cambio 24.3; 5 dias vs. 0 dias) y G-CSF (Razén de cambio 6.0; 5 dias vs. 0 dias) en el
sobrenadante de CEM-GW cultivadas con LPH.
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Figura 1. Evaluacion del crecimiento de CEM-GW con 10% LPH, SH y SFB. (a) Cinética de proliferacion y viabilidad
de CEM-GW determinada por CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Unidades: Luminiscencia); (b)
Evaluacion microscopica de CEM-GW en pase 2 (Magnificacion 50X) (c) Duplicacion poblacional (PD) y tiempo de
duplicacion poblacional de CEM-GW sembradas con 10% LPH, SH y SFB (verde, n = 4 batches), SH (Azul, n = 3
batches) y SFB (Rojo, n = 2 batches). Media +SD, * p < 0.05, analisis Tukey’s test.
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Figura 2. Potencial inmunosupresor de CEM-GW cultivadas en LPH, SH y SFB. (a) Evaluacion de la inhibicion de
linfocitos CD3+ en co-cultivo con CEM-GW. (b) Porcentaje de inhibicion de linfocitos CD3+ en co-cultivo con CEM-

GW.
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Figura 3. Consumo de citoquinas y factores de crecimiento por parte de CEM-GW cultivadas con LPH, SH y SFB.
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Figura 4. Liberacion de citoquinas y factores de crecimiento por parte de CEM-GW cultivadas con LPH, SH y SFB.

En conclusion, el presente estudio provee informacion que soporta el uso eficiente de LPH como
un suplemento alternativo para la expansion de CEM-GW, dicho suplemento genera un
microambiente 6ptimo para la proliferacion celular y favorece al incremento del rendimiento
células, viabilidad y secrecion de factores inmunomoduladores, pro-angiogénicos y de

supervivencia celular lo cual potencia las caracteristicas de las CEM-GW para ser usadas como
terapia inmune o regenerativa.
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