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Antecedentes

El envejecimiento celular es un fenémeno natural que es
consecuencia de la disminucion progresiva de la resistencia
de las células al estrés y otros dafios celulares, provocando
una pérdida gradual de las funciones celulares. El estrés
sobre las células, el efecto de desgaste celular, y las lesiones
celulares; dan inicio al proceso que eventualmente resulta
en la muerte de las células. Para reemplazar las células
muertas con células nuevas, dentro de nuestro cuerpo
tenemos las células madre; que se diferencian de las células
comunes, porque pueden convertirse en cualquier célula
requerida, segun las necesidades del cuerpo [1].

Existen varios tipos de marcadores de CD, disponibles en
diferentes tipos de células dentro del cuerpo (desde CD1
hasta CD247). Algunos de esos marcadores estan presentes
en las células madre. Estos son CD7, CD15, CD34, CDA45,
CD73, CD117, CD133, CD184, CD191, CD326, CD338 y
similares. Cualquier sustancia quimica que pueda unirse
con cualquiera de estos marcadores de CD, presentes en las
células madre; podrd modular su funcién como activador, y
puede dar lugar a una proliferacion y diferenciacion mas
rapidas de las células madre. Esto da como resultado un
reemplazo mas rapido de células nuevas en el lugar de las
células dafadas o muertas. Esto significa que la activacion
de las células madre es posible; poniendo en marcha un
fendmeno importante para la reparacion y rejuvenecimiento
mas répidos de las células del cuerpo [2, 3, 4].

Se han analizado varios productos quimicos para
determinar su funcién estimulante de las células madre,
entre los que se incluye el plerixafor [5], tallo reginin-R
(SRI) [5], G-CSF [6], https://www.ac-cessdata.fda.
gov/drugsatfda_docs/1a-
bel/2012/103353s51471bl.pdf), GM-CSF, etc.
(https://www.ac-cessdata.fda.gov/drugsatfd
a_docs/la-bel/l2017/103362s52371bl.pdf). Pero todos
ellos producen reacciones adversas de leves a moderadas.
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Por lo tanto, existe la necesidad de un tratamiento més
seguro y eficaz para los moduladores de células madre que
asisten en la regeneracion y el crecimiento de los tejidos.
StemForte Plus® es una férmula nutricional patentada que
comprende una stper mezcla de varios antioxidantes naturales
poderosos, como piel y semilla de uva, extracto de fruta,
calostro bovino, algas pardas, arbol de kino, y muchos mas
ingredientes poderosos. EI potencial antioxidante de
StemForte Plus® se comprob6 mediante el ensayo ORAC, y
el valor ORAC observado fue 1867,15 umol/TE/g [7].

StemForte Plus® estimula la liberacién natural de células
madre adultas. Para probar cientificamente esta afirmacion, en
el presente estudio se han utilizado células madre de médula
6sea humana, cuantificando los marcadores CD34 y CD45
mediante el método de citometria de flujo [8, 9, 10, 11, 12].

Ademas, la telomerasa, una ribonucleoproteina, cataliza la
adicion de repeticiones TTAGGG a los extremos de los
cromosomas de los vertebrados, utilizando una secuencia
complementaria de su componente de ARN intrinseco como
plantilla. La telomerasa restaura fragmentos cortos de ADN
conocidos como telémeros, que de otro modo se acortan
cuando una célula se divide mediante mitosis. La activacion
de la telomerasa conduce a un aumento de la vida (til de las
células y retrasa el proceso de envejecimiento celular. Las
sustancias quimicas que pueden activar la enzima telomerasa
pueden actuar como agentes antienvejecimiento.

En el presente estudio, se ha probado en actividad celular, el
potencial de activacion de la telomerasa de StemForte Plus®.
El inmunoensayo enzimatico fotométrico esta disefiado para la
detecciéon de la actividad de la telomerasa, utilizando el
Protocolo de amplificacion repetida telomérica (TRAP).
Telomerase PCR ELISA, que esta disefiado para estudios de
investigacién de ciencias biolégicas; para la deteccion
cualitativa altamente sensible de la actividad de la telomerasa
en extractos de cultivos celulares y otras muestras bioldgicas.
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El protocolo Telomerase PCR ELISA utiliza una mezcla de
reaccion de un solo tubo, que simplifica la amplificacion. La
técnica ELISA utiliza un cebador biotinilado para inmovilizar
los productos de la reaccion TRAP dentro de una microplaca
recubierta de estreptavidina y una sonda marcada con DIG
especifica para la deteccion [13].

Los dos estudios anteriores se realizaron utilizando una
concentracion no citotéxica de StemForte Plus®. Para
determinar esta concentracion no citotoxica de StemForte
Plus®, se realizd una prueba de citotoxicidad in vitro
utilizando la linea celular Caco2, en un ensayo de
actualizacion de rojo neutro, segun OECD TG129 [14, 15].

Material y métodos

Detalles del sistema de prueba (células de médula 6sea y
linea celular): Para la prueba de citotoxicidad, se utilizé la
linea celular Caco2 (ATCC®HTB-37™, células epiteliales del
colon humano) adquirida en el National Centre for Cell
Sciences. Para el resto, se utilizaron dos estudios in vitro con
células de médula 6sea humana (Cat No. 2S-101D, Lonza, EE.
uu.).

Extracto del articulo de prueba y preparacion de dilucién:

Para el ensayo de citotoxicidad in vitro, se utiliz el medio
de cultivo con suero como vehiculo de extraccion, ya que
favorece el crecimiento celular y extrae sustancias polares y no
polares. Se incubaron quinientos miligramos de polvo
StemForte Plus® con 5 ml de medio completo (medio DMEM
+10% FBS + 1% de solucién antibidtica) (concentracion sin
diluir de 100 mg/ml) en una incubadora con agitacioén a 37 °C
durante la noche. El extracto se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 minutos para sedimentar las particulas. El extracto
se filtr6 a través de filtros de jeringa de 0,22 puM para su
esterilizacion. Se prepararon las ocho concentraciones del
elemento de prueba diluyendo el extracto primario usando
diluciones 10 veces (por ejemplo, 1:10, 1:100 y 1:1000 hasta
la séptima dilucion). ElI medio de cultivo solo se utiliz6 como
vehiculo de control y se trat6 de la misma manera que el
extracto del elemento de prueba [15, 16].

Citotoxicidad in vitro

Las células Caco-2 se separaron del matraz de cultivo
mediante digestion enzimatica (tripsins/EDTA) hasta una
suspension celular con una poblacion de 10 x 104 células/ml
en medio completo. Se afiadié un volumen de 100 pL de
medio de cultivo en los pocillos periféricos de una placa de
micro titulacién de 96 pocillos, para considerarlo como un
blanco. En los pocillos restantes, se agregaron 100 uL de una
suspension celular. Las células se incubaron durante 24 h=+2
(5,0£0,5 % de CO2, 37+1°C>90% de humedad) para
formar una monocapa semiconfluente, a fin de garantizar la
recuperacion y el crecimiento celular mediante microscopia
para cada pocillo a lo largo de la placa de microtitulacion. El
lauril sulfato de sodio, los granulos de polietileno de alta
densidad (HDPE) y el control del vehiculo se mantuvieron
como control positivo, negativo y control en blanco,
respectivamente, de manera similar a la extraccién del
elemento de prueba.
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Después del tiempo de incubacién para la preparacion del
extracto de prueba, se aspird el medio de cultivo de cada
pocillo de la placa. Por pocillo, se agregaron por duplicado 100
puL de medio de tratamiento que contenia la concentracién
adecuada del elemento de referencia o el extracto del elemento
de prueba. La célula se incubd durante 48+2h. (5+0,5%
CO2, 37+£1°C, = 90% de humedad). Esta prueba se realizd
segun la directriz TG129 de la OCDE [15, 16].

Para observaciones cualitativas, las células se observaron
después de 48 horas. Durante el tratamiento, cada pocillo se
examiné bajo un microscopio de contraste de fases para
identificar errores sistematicos de siembra de células, y
caracteristicas de crecimiento de las células de control y
tratadas y se clasificd en grados de reactividad. Para el andlisis
cuantitativo, después de la incubacion, se invirtié la placa para
eliminar el medio de los pocillos. Las células adheridas se
enjuagaron cuidadosamente con 250 pl/pocillo de solucion
salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS)
precalentada.

La solucién de enjuague se eliminé invirtiendo la placa y
secandola con toallas de papel. Se agregaron 250 pL de
colorante rojo neutro (NR) de 25 pg/mL en medio completo a
todos los pocillos (incluidos los blancos) y se incubaron a (37
°C £1 °C, 290 % de humedad, 5,0 % + 0,5 % de CO2/ aire)
durante 3,0 horas + 0,1 h (37°C £1°C, >90% de humedad,
5,0% + 0,5% CO2/aire). Después de la incubacion, se elimin6
el medio NR vy las células se enjuagaron cuidadosamente con
250 pl/pocillo de D-PBS precalentado. Se agregaron 100 pL
de solucién desorbente de NR (preparada con 49 partes de
agua + 50 partes de etanol + 1 parte de &cido acético glacial) a
todos los pocillos (incluidos los espacios en blanco) para
extraer el tinte [15, 16, 17].

Las placas de microtitulacion se agitaron répidamente en un
agitador de placas de microtitulacion durante 20 a 45 minutos.
Las placas se protegieron de la luz mientras se agitaban. Las
placas se mantuvieron en posicion de reposo durante al menos
cinco minutos después de retirarlas del agitador/mezclador de
placas. No se observé ninguna burbuja en la placa. La
absorcion de luz se midié a 540 nm en un lector de placas de
microtitulacién utilizando los blancos como referencia [18].

Una disminucién en el nimero de células vivas da como
resultado una disminucién en la actividad metabodlica de la
muestra. Esta disminucion se correlaciona directamente con la
cantidad de rojo neutro detectada segun lo monitoreado por la
densidad optica a 540 nm. Se calculé la concentracién
inhibidora media maxima (CI50), que corresponde a la CI50
para medir la potencia de una sustancia para inhibir una
funcién biolégica o bioquimica especifica.

Estimulacién de células madre (primarias) in vitro

Se cultivaron células madre (primarias) de médula dsea
humana en un ambiente controlado seguido de estimulacion
con concentraciones no citotoxicas del elemento de prueba
junto con la concentracién Unica de los controles que se
probaron durante varios puntos de tiempo. La suspension de
células madre de médula 6sea se ajusté para alcanzar una
poblacién de 5 x 104 células/ml en un medio completo.
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Se afiadieron 500 pL de una suspension celular a placas de
cultivo de tejidos de 12 pocillos. Las células se incubaron
durante 24 horas (5,0 £0,5 % de CO2, 37 +1 °C, > 90 % de
humedad) para formar una monocapa semiconfluente y una
suspension. Este periodo de 24 horas asegura la recuperacion,
adherencia y progresion celular a la fase de crecimiento
exponencial. Cada pocillo se examiné bajo un microscopio de
contraste de fases para garantizar que el crecimiento celular
fuera relativamente uniforme en toda la placa de cultivo. Se
utiliz6 medio de cultivo con suero como vehiculo de
extraccion y granulos de HDPE como control negativo.

El extracto de Stem Forte Plus® preparado en medio de
cultivo con suero se usé para tratar las células a fin de analizar
su efecto con respecto al nivel de dosis durante el tiempo
especificado. Se usaron cinco concentraciones no citotéxicas
(2 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,001 mg/ml y 0,0001
mg/ml) de extracto StemForte Plus® para estimular las células
durante cuatro puntos de tiempo diferentes en intervalos de 8,
24, 48 y 72 horas para obtener resultados razonables en
condiciones de cultivo especificas (5 + 0,5 % de CO2, 37 £ 1
°C, > 90 % de humedad). El medio de cultivo solo se utilizd
como vehiculo de control. Después de completar la incubacién
durante puntos de tiempo variables, la suspensién celular se
recogié en un tubo de centrifuga estéril para centrifugarse a
1000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El medio de cultivo se
aspird de cada tubo y se lavo con PBS enfriado seguido de
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

La citometria de flujo fue disefiada para detectar cambios en
la expresion del receptor de superficie en células estimuladas.
Después de la estimulacién in vitro, el sedimento celular se
resuspendio en tampdén FACS enfriado (PBS con 5 % de FBS,
estéril) y se mantuvo a 2-8 °C, si no se procesaba durante un
maximo de 60 minutos. La suspension celular se centrifugd a
1000 rpm por 5 minutos a 4°C. Para bloquear interacciones no
especificas, las células se preincubaron con 100 pl de suero
fetal bovino durante 10 a 20 minutos a 25 °C antes de tefiirlas.
Las células se lavaron con manipulacion suave afiadiendo
cuatro volimenes de tampon FACS seguido de centrifugacién
a 1000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El sedimento celular se
suspendié en 100 pl de tampon de fijacion (6 % de PFA-
paraformaldehido en PBS) y se incubd a 2-8 °C por 30 min.

Las células se lavaron con tampon FACS tres veces el
volumen por centrifugacién durante 5 minutos a 4 °C. A la
cantidad anticuerpos conjugado con fluorocromo directo para
CD34 y CD45 se afiadio en tampon de tincion en un volumen
diluido hasta 1:2500. El volumen de tincion final de 100 uL se
afiadio al sedimento de las células [19]. Se combinaron varios
anticuerpos segln el requisito de analizarlos en el mismo
conjunto para compararlos. La célula se resuspendio para
asegurar una Unica poblacion celular mediante golpecitos
suaves y se incubd durante al menos 60 minutos a 2-8 °C. Se
protegi6 de la luz. Las células se lavaron con tampén FACS
tres veces el volumen por centrifugacion durante 5 minutos a
2-8°C. Para el almacenamiento de las muestras antes del
analisis, las células se suspendieron en 100 pl de tampon de
tincion por citometria de flujo. Los datos se adquirieron en un
citdbmetro de flujo siguiendo el método recomendado por el
fabricante y segln el principio de compuerta (gating).
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Las células se separaron en funcion de sus fluorocromos
asociados con receptores celulares. Se analizaron al menos
1000 células y se realizé una comparacion de su cantidad de
expresion del receptor. El aumento o disminucion porcentual se
calculé en funcion de la expresion del receptor, utilizando el
software BD Diva. Las células no tratadas se consideraron
como una poblacidon importante que se seleccionaria como
control para el analisis. La expresion del marcador CD dentro
de la célula no tratada se consideré como la unidad base y, en
comparacion, con el control, tenemos que encontrar nuestro
nimero de aumento o disminucién en el nivel de expresion de
CD34 y CD45 en el caso de células incubadas con StemForte
Plus® en diferentes concentraciones (1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01
mg/ml, 0,001 mg/ml y 0,0001 mg/ml) asi como después de la
incubacion en diferentes momentos, a saber. 8, 24, 48y 72 h.

Protocolo de activacién de la telomerasa in vitro

Para realizar la actividad de estimulacion de la telomerasa
in vitro de Stem-forte Plus®, se utiliz6 el método TRAP. Las
células madre (primarias) de médula dsea estimuladas, se
recolectaron en PBS enfriado seguido de centrifugacion a
1000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El sedimento se conservo
a -80 °C para analizarlo mas a fondo.

Las células sedimentadas congeladas se descongelaron y se
resuspendieron en 200 pl de reactivo de lisis preenfriado en
hielo retropipetando al menos 3 veces y se incubaron en hielo
durante 30 minutos. El lisado se centrifugdé durante 20 min a
2-8 °C. Se recuper6 el sobrenadante y se transfirié a un tubo
nuevo. Para garantizar que no se transfirieran restos celulares
de las células sedimentadas, solo se recogieron 175 pl del
extracto celular. Para cada muestra del grupo de prueba y
control, se transfirieron 25 pL de mezclas de reaccién a un
tubo adecuado para la amplificacién por PCR, seguido de la
adicion de 3 pL de extracto celular por tubo y 50 pL de agua
estéril. Los tubos se transfirieron a un ciclador térmico y se
realiz6 una reaccion combinada de elongacidon/amplificacion
del cebador, es decir; 1 ciclo a 25°C por 10 min, 1 ciclo a
94°C por 5 min, 30 ciclos para los 30s (94°C), 30s (50°C), 90s
(72°C), 1 ciclo a 25°C C durante 10 min y mantener a 4 °C.
Los 5 pl del producto amplificado se utilizaron a partir de una
mezcla en tubo con 20 pl de reactivo de desnaturalizacion.
Después de la incubacién a 25 °C durante 10 minutos, se
agregaron 225 ul de tampdén de hibridacion por tubo y se
mezclaron completamente mediante agitacion. Se transfirieron
100 pl de la mezcla por pocillo de la microplaca prerevestida
y se incubaron a 37°C en un agitador durante 2 horas. Los
pocillos se cubrieron con lamina autoadhesiva y se incubaron
durante 1 hora més a 37°C. La solucion de hibridacion se
elimind, seguido de lavado con 250 pl de tampén de lavado
por pocillo durante un minimo de 30 segundos cada uno y el
tampon de lavado se eliminé. Se agregaron 100 pl de solucién
de trabajo Anti-DIG-POD en cada pocillo. La microplaca se
incubd a 18 - 22°C durante 30 minutos mientras se agitaba. La
solucion se elimind por completo. Se enjuagd 5 veces con 250
| de tampdn de lavado por pocillo durante un minimo de 30
segundos cada uno y se retir6 el tampon de lavado. Se
agregaron 100 pl de soluciones de sustrato de TMB por
pocillo hasta alcanzar la temperatura ambiente.
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Los pocillos se cubrieron con papel de aluminio y se
incubaron para desarrollar el color entre 15 y 25 °C durante
10 a 20 minutos mientras se agitaban. Sin retirar el sustrato
reaccionado, se agregaron 100 pL de reactivo de parada por
pocillo para detener el desarrollo del color. Utilizando un
lector de microplacas (ELISA), se midié la absorbancia de
cada una de las muestras a 450 nm dentro de los 30 minutos
posteriores a la adicion del reactivo de parada.
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Se calculd el promedio de cada lectura duplicada. La
lectura del blanco se rest6 de cada valor experimental
promedio de todos los controles y pruebas para ser
considerado como valor corregido. La lectura de la célula no
tratada se consideré como la unidad base, y en comparacién
con el control, tenemos que encontrar nuestro nimero de
aumento o disminucion de la expresion de actividad de la
telomerasa en las células incubadas con StemForte Plus®.

Reactivity- None  Grade-() Reactivity- None  Grade-)

Positive Control Positive Conlrol

Reactivity- Severe Grade-4 Reactivity- None  Grade-0

Reactivity- Severe Grade-4

Positive Control

Reactivity- None

Reactivity- Severe Grade-4 Reactivity- Severe Grade-4

Positive Conlrol
(SLS: 0.00001 mg/mL)

Positive Control
(SLS: 0.0001 mg/mL)

CGrade-) Reactivity- None  Grade-() Reactivity- None Grade-{)

Untreated Cells (Blunk) Negative Cootrol (HDPE)

Reactivity- None Grade-0 Reuctivity- None Grade-0

StemFarte Plus® (0.1 mgml.) Stembarte Plus® (h01 mg/ml.)

Reactivity- None  Grade-()

Reactivity- None  Grade-l)

StemForte Plus® (100 mg/iol)

Reactivity- Severe Grade-4

StemEarte Plus® ((L001 mg/ml )

Reactivity- None  Grade-()

SternForte Plus® (10 my/ml) SwemForte Plus® (1 mymL)

Reactivity- Moderate  Grade-3 Reactivity- None Grade-0

StemFaorte Plus® (10001 mgml.)  StemForte Plus® (0.00001 mg/ml.)

Reactivity- None CGrade-0

Reactivity- Nane CGrade-0)

.

Fig. 1 Fotografias de la linea celular Caco-2 tratada con StemForte Plus® y laurilsulfato de sodio (SLS)
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La lectura de las células no tratadas se consideré como la
unidad base y, en comparacion con el control, debemos
determinar el aumento o la disminucién del nivel de actividad
de la telomerasa en las células incubadas con StemForte
Plus® en diferentes concentraciones (1 mg/ml, 0,1 mg /ml,
0,01 mg/ml, 0,001 mg/ml y 0,0001 mg/ml), asi como después
de la incubacidn en diferentes puntos temporales, a saber. 8 h,
24 hy48h[13, 14, 15].

Resultados
Citotoxicidad in vitro

Se realizd un examen microscopico para detectar cambios
en la morfologia general de las células, vacuolizacién,
desprendimiento, lisis celular e integridad de la membrana.
La asignacion de grados de reactividad y la determinacion
del porcentaje de viabilidad celular se realizé en funcién de
las caracteristicas de los grupos de control. El extracto de
StemForte Plus® no ha mostrado reactividad y presenta una
viabilidad celular aceptable (>70% de viabilidad) en
concentraciones de 1 mg/ml e inferiores. Por lo tanto, se
tomé 1 mg/ml como la dosis no citotéxica mas alta en los
dos experimentos in vitro siguientes utilizando células de
médula 6sea humana.

Con base en la concentracion-respuesta del nivel de
citotoxicidad, se calculd la CI50, que es una medida de la
eficacia de una sustancia para inhibir el crecimiento celular.
La CI50 se estimd en 5.090 mg/mL cuando se tratdé con
exposicion directa a la linea celular Caco-2 bajo la condicion
experimental de ensayo in vitro.

Las limitaciones de los métodos NRU in vitro se deben en
gran medida a las diferencias entre los sistemas de cultivo
celular y animal completo.
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Por lo tanto, los datos generados mediante la
experimentacion in vitro se pueden utilizar para la
determinacion de dosis iniciales en pruebas de toxicidad
sistémica oral aguda. La LD50 se estim6 en 2529,298 mg/kg
(para ratas) para StemForte Plus® segin la férmula
mencionada en OECD TG129 para el articulo de prueba con
peso molecular desconocido [15, 16].

Las fotografias de la morfologia celular de las células
tratadas se proporcionan en la Fig. 1. El grafico del porcentaje
de viabilidad celular se muestra en la Fig. 2.

Efecto de StemForte plus® sobre
marcador CD

Se observé que hubo aumentos dependientes de la
concentracion en la expresion de CD34 y CD45 después de la
administracion de una dosis Unica de StemForte Plus®. El
mayor aumento se observé a la concentracion de 1 mg/ml.
Ademas, también se observd que después de 72 horas de
incubacion hubo un aumento de 7 veces en el caso del
marcador CD34 mientras que hubo un aumento de 14 veces en
el marcador CD45 en las células tratadas con StemForte Plus®
(Ver Figs. 3,4y 5).

la expresion del

Efecto de StemForte plus® sobre la actividad de la
telomerasa

De las cinco concentraciones diferentes de extracto
StemForte Plus®, una concentracién media (0,01 mg/ml)
provoca un aumento de la actividad de la telomerasa en 7,2
veces después de 8 horas de incubacion. Posteriormente hubo
una disminucion en la actividad de la telomerasa a medida que
aumenta el tiempo de incubacion (ver Fig. 6).
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Fig. 4 Expresion de CD34 in vitro estimulada por 'StemForte PlUS®F mediante el'matado de citometriade fiujo
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De las ocho concentraciones diferentes de Stemforte
Plus®que fueron analizadas, se encontrd6 que no era
citotoxica en concentraciones de 1 mg/mL o inferiores. La
IC50 y la LD50 calculadas con los criterios proporcionados
en el documento de orientacion TG129 de la OCDE fueron
5,090 mg/ml y 2529,298 mg/kg para ratas, respectivamente.

Discusion

Las pruebas de citotoxicidad in vitro de Stemforte Plus® se
realizaron utilizando la linea celular Caco2 y segln el método
descrito en OECD TG129 utilizando el método de absorcién
de rojo neutro (NRU).
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Utilizando los datos de la Dosis Terapéutica en rata
(LD50/10=2529.298/10 =252.93 mg/kg), se calculo la dosis
terapéutica humana (mg/kg /6.2 =252.93/6.2 =40.80 mg/kg)
en humanos. Considerando el peso corporal promedio de
humanos (60 kg), la dosis humana diaria de Stemforte Plus®,
(HDD) =40.80 x 60 =2448 mg=2.448 g (Aprox. 5 capsulas
de 500 mg cada una) por dia. Se calculé la dosis tdxica en
humanos (HTD), sera HDD x 10=2.448 x 10=24,48 GM
por dia (aproximadamente 49 capsulas de 500 mg por dia).

Al ser estimuladas con Stemforte Plus®, las células madre
(primarias) hematopoyéticas, mesenquimales y estromales
que se originan en la médula ésea y son moduladoras del
sistema inmunoldgico; mostraron una regulacion positiva de
la expresion de CD34 y CD45.

Stemforte Plus® ha mostrado un aumento de 7 veces en la
expresion de CD34, que se descifro como pluripotencia, que
actia como origen del linaje de células hematopoyéticas que
contribuye al linaje mieloide, incluido el linaje eritroide y el
linaje linfoide inmunoldgico especifico, seguido de una
reduccién tras la maduracion.

De manera similar, Stemforte Plus® ha mostrado un
aumento de 14 veces en la expresion de CD45, que actlia
como origen del linaje de células eritroide y el linaje linfoide
inmunoldgico especifico. La regulacién positiva de los
marcadores CD34 y CD45 pueden diferenciar las células
madre hematopoyéticas y las células madre somaticas y, por
lo tanto, acelerar la regeneracion y el crecimiento de los
tejidos [20, 21, 22]. Stemforte Plus® puede ser una férmula
nutricional natural eficaz para estimular las células madre y
asi acelerar el proceso de regeneracion y crecimiento celular y
tisular. Sin embargo, los estudios funcionales se planificaran
y ejecutaran para el mismo por separado.

Stemforte Plus® también produce un aumento de 7 veces
en la actividad de la telomerasa. La estimulacion de la enzima
telomerasa, relacionada con un aumento en la produccion de
telémeros, lo que resulta en una extension de la vida util de
cualquier célula somética [23, 24]. Esto indica que es
probable que Stemforte Plus® actle como una potente
férmula nutricional natural antienvejecimiento. Sin embargo,
los estudios funcionales se planificaran y ejecutaran para el
mismo por separado.

Conclusiones

La evaluacién cualitativa y cuantitativa del estudio de
citotoxicidad in vitro de Stemforte Plus® result6 no citotoxica
después de 48 horas de tratamiento con una concentracion de
1 mg/mL o menos. Stemforte Plus® también aumenta la
expresion de los marcadores CD34 y CD45 y, por lo tanto, es
probable que aumente la diferenciacion y proliferacion de
células madre hematopoyéticas, asi como de células madre
somaticas y, por lo tanto, acelere la regeneracion y el
crecimiento de los tejidos. Ademas, Stemforte Plus® también
aumenta la actividad de la telomerasa y, por lo tanto, es
probable que actlie como una potente formulacion nutricional
natural antienvejecimiento. En resumen, Stemforte Plus®
puede ser Gtil para la regeneracion de tejidos, asi como como
formula nutricional natural antienvejecimiento. Sin embargo,
se realizardn maés estudios funcionales para determinar los
efectos farmacodindmicos de Stemforte Plus®.
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Abreviaturas

2: Mayor que igual a; °C: Grado centigrado; pg: Microgramo; I: Micro litro; 2S-
101D: nimero de catalogo de Lonza para ampolla crioconservada de Células
mononucleares de médula 6sea humana que contienen 25 millones de células;
Anti- DIG-POD: Anti-digoxigenina-Peroxidasa; ATCC: cultura tipo americana
recopilacién; Caco2: La linea celular inmortalizada de cancer colorrectal humano
células de adenocarcinoma; CD: Cluster de diferenciacion; CXCR4: quimiocina
receptor tipo 4, DMEM: medio esencial minimo de Eagle; ADN : Acido
desoxirribonucleico; DPBS: solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco;
ELISA : Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; FACS: Célula activada por
fluorescencia clasificacion; FBS: Suero bovino fetal; FDA: Administracion de
Alimentos y Medicamentos; GCSF: factor estimulante de colonias de granulocitos;
GM-CSF: granulocitos macréfagos factor estimulante de colonias; LCR rico en G:
rico en guanina Acido desoxirribonucleico; horas: Horas; HDD: dosis diaria
humana; HDPE: Alta densidad polietileno; HSC: Célula madre hematopoyética
humana; HTD: Humano Dosis Terapéutica; IC50: concentracién inhibitoria maxima
media; DL50: mediana dosis letal; mg: Miligramo; ml: Mililitro; nm: Nano metro;
NRU: rojo neutro Consumo; OECD TG129: Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos Directrices de ensayo 129; PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa; PFA: paraformaldehido; RPM: Rotacién por minuto; s: Segundo; SIG:
Superficie inmunoglobulina; SR1: StemRegeninl; TTAAGGG: secuencia de ADN -
patron de repeticion en tandem; USA: Estados Unidos de América; TMB: 3,3',5,5"-
Tetrametilbencidina; TRAP: Protocolo de amplificacién repetida telomérica;
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