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5-FC: 5-fluorocitosina

ATCC: American Type Culture Collection
BLI: imagen mediada por bioluminiscencia
BMP: proteina morfogenica osea

CCD: Charged couple device

CD-UPRT: quimera fusionada de la Cytosina deaminasa y la Uracilo

Fosforibosiltransferasa

CGH: Hibridacion Comparativa de Genoma

CMV: citomegalovirus

CZN: colenterazina

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

DMEM: Dulbecco’s modified eagle media-high glucose
EGM2: Endotelial Growth Medium

FACS: separacion de células activada por fluorescencia
FE: Fraccion de eyeccion

FC: fold change

FDR: false discovery rate

FE: fraccidn de eyeccion

FP-MSC: células mesenquimales estromales de alta capacidad proliferativa
(fast-proliferating hAMSC)

GCV: ganciclovir
hAMSC: célula estromal mesenquimal de tejido adiposo

hESC: células madre embionarias humanas
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HLA: agente de histocompatibilidad humana

IAM: infarto agudo de miocardio

ICM: masa celular interna

IGF: factor de crecimiento insulinico, (insulin-like growth factor)
IM: intramuscular

IP: intraperitoneal

IPA: ingenuity pathway analyse

iPSC: células madre pluripotentes inducidas

ISCT: International Society for Cellular Therapy

MI: infarto de miocardio

MOI: multiplicidad de infeccién

MSC: célula estromal mesenquimal (mesenchymal stromal cell)
OCT: Optimal Cutting Temperature compound

P/S: penicilina-estreptomicina

PC3: linea celular de cancer de prostata humano

PD: duplicacién poblacional

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, (platelet-derived growth

factor)

PET: tomografia de emisidén de positrones
PFA: paraformaldehido

PHC: photon counts

PLuc: Photinus pyralis

RLuc: Renilla reniformis
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SBF: suero bovino fetal
SCID: Severe Combined Immunodeficiency

TGFB: factor de crecimiento transformante beta, (transforming growth factor
beta)

TK: timidin kinasa
U87 MG: linea celular de glioma humano

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, (vascular endothelial growth

factor)

15






INTRODUCCION






I. TERAPIA CELULAR

1. Medicina Regenerativa

La medicina regenerativa es un campo emergente que se define como
cualquier intervencion médica destinada a reparar, reemplazar, o restaurar
tejidos y o6rganos del cuerpo humano. Tiene un enfoque interdisciplinar, y
abarca areas como: la ingenieria de tejidos, biologia del desarrollo y de las
células madre, terapia génica, terapia celular, biomateriales, la

nanociencia, bioingenieria y biologia quimica.

Hoy en dia, la sustitucion o reparacion de un érgano o tejido no funcional puede
llevarse a cabo mediante diferentes procedimientos, entre los que
encontramos: alotrasplante (trasplante de érgano o tejido entre dos individuos
de la misma especie), autotransplante (trasplante de un érgano o tejido del
mismo individuo de un lugar a otro), xenotrasplante (trasplante efectuado entre
miembros de diferentes especies), o con la ayuda de implantes de materiales
biomiméticos. Estos tratamientos presentan ciertas limitaciones; los trasplantes
que incorporen un organo de otro individuo, ya sea de su misma especie o de
otra, condicionan al receptor a tomar inmunosupresores de por vida; a esto se
le suma otros inconvenientes como son la escasa disponibilidad de 6rganos y
transmision de patdgenos en el caso de los alotrasplantes’ o las
consideraciones éticas en los xenotrasplantes. Los autotransplantes evitan el
rechazo inmunologico, su uso prevalece en cirugia plastica y reconstructora, su
principal inconveniente es la disponibilidad de suficiente tejido sano, en estos
pacientes?. La implantacion de materiales biomimético, evita la mayoria de
estos inconvenientes. Actualmente, podemos encontrar gran variedad de
ejemplos: corazones artificiales®, valvulas de corazén*, prétesis de cadera® o
implantes de pecho®. Aunque estas protesis tienen un impacto positivo en la
sociedad, estan sujetas a otro tipo de problemas, posibles fracturas, toxicidad,
desgaste e incapacidad de adaptarse con el tiempo a las necesidades del

cuerpo.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, el avance en este tipo de intervenciones ha sido notable, y
nos ha permitido mejorar la calidad y esperanza de vida. Sin embargo, las
limitaciones existentes, principalmente: disponibilidad de 6rganos y/o tejidos y
posibles rechazos inmunologicos; han promovido la emergencia de terapias

alternativas con potencial para paliar un numero creciente de patologias

2. Terapia Celular: Definicion

Como ya hemos mencionando anteriormente, la terapia celular es una rama de
la medicina regenerativa. Segun la ASGCT (American Society of Gene & Cell
Therapy), se podria definir como la transfusidbn o el trasplante de células
enteras a un paciente para el tratamiento de una enfermedad hereditaria o
adquirida. Investigaciones recientes indican que el uso de este tipo de
estrategia es prometedor para tratar un amplio abanico de enfermedades
humana, muchas de las cuales se pensaba hasta la fecha incurable: diversos
tipos de cancer, enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson,
lesiones en la espina dorsal, diabetes o tratamiento de enfermedades

cardiovasculares’.

Problemas de Salud que pueden ser
tratados con Terapia Celular

Clabetes

Figura 1: Aplicaciones potenciales de la terapia celular
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3. Reserias Historicas

La utilizacion de células para tratar enfermedades no es un concepto nuevo.
Desde tiempos ancestrales, se han ido utilizando tejidos de origen animal para
curar enfermedades humanas, ejemplos de ellos se recogen en el antiquisimo

tratado médico egipcio: el papiro de Ebers.

El primer trasplante de célula registrado por la medicina moderna fue una
transfusién sanguinea que data de 1667, de perro a humano, llevada a cabo
por Jean-Baptiste Denys. Sin embargo, no hubo grandes avances en este tipo
de tratamiento hasta después de la primera década del siglo XIX, cuando se
identificd la existencia de diferentes grupos sanguineos, descubrimiento que
nos permiti6 entender la relacibn entre la muerte del paciente y la
incompatibilidad entre donante y receptor. Sin embargo, no fue hasta la década
de los 40 del siglo XX, que las transfusiones sanguineas se convirtieron en una

técnica segura y con buenos resultados.

El término actual de terapia celular debe su legitimidad cientifica a las
investigaciones sobre el trasplante de medula 6sea. Los primeros indicios de la
efectividad de estos procedimientos, derivaron de la observaciéon de ratones
irradiados que morian por insuficiencia hematopoyética® y sélo se recuperaban
cuando recibian inyecciones de una suspension celular de un o6rgano
hematopoyético, como podia ser la medula ésea®. Pasado los afios 50, se
realizé el primer trasplante de médula en humanos con éxito; llevado a cabo
entre gemelos univitelinos. Los trasplantes de células no alcanzaron un notable
progreso hasta que en 1958, Jean Dausset identificara el primer agente de
histocompatibilidad humana, HLA. Este tipo de proteina de superficie de la
mayoria de las células permite al sistema inmune reconocerlas como
endoégenas o exoégenas, y para en tal caso, eliminarlas. Basados en estos
conocimientos en 1973, se concluyé exitosamente el primer trasplante de
médula 6sea entre personas no emparentadas. A partir de los 90, se produjo
una rapida expansion de este tipo de terapias para el tratamiento de

inmunodeficiencias y leucemias.
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INTRODUCCION

En 1988, se emplearon por primera vez las células de cordén umbilical en una
terapia celular: para tratar la anemia de Fanconi en un nifio de 6 afos, y en
1997 se emplearon, previamente expandidas ex vivo, para tratar un adulto con

leucemia mieloide crénica.

Otros importantes hitos cientificos en 1998 fueron, el desarroll6 por James
Thompson de la primera linea de células madre embrionarias, a partir de la
masa celular interna (ICM) de un embrién en estado de blastocisto; y la
obtencién de derivados de células germinales procedente del tejido gonadal del
feto por John Gearhart . Estas células pluripotentes capaces de generar, bajo
los estimulos adecuados, diferentes tipos celulares ademas de ser inmortales,
ofrecian un potencial inmenso como herramienta para medicina regenerativa.
Sin embargo, el uso de blastocistos humanos, generalmente procedentes de
remanentes de fertilizaciones in vitro, desperté una gran controversia ética en

la sociedad, propiciando un revés para su posterior desarrollo cientifico.

Los hitos mas recientes han tenido lugar en 2006, cuando el equipo de Shinya
Yamanaka demostrd la capacidad de generar células madre pluripotentes
inducidas a partir de fibroblasto de ratén (iPSCs), y en el 2007, cuando James
Thompson y Shinya Yamanaka produjeron iPSCs procedentes de células
adulta humanas. Este nuevo tipo celular presenta una versatilidad equivalente
al de las células embrionarias, pudiendo dar lugar a cualquier tipo celular,
superando ademas, inconvenientes éticos y problemas de rechazo
inmunolégico. Con estos descubrimientos se abri6 un nuevo campo de

investigacion en medicina regenerativa.

4. Situacion Actual

Actualmente se puede considerar a la terapia celular como una realidad clinica.
En las ultimas dos o tres décadas, el desarrollo de diversas tecnologias en
modelos animales ha culminado en nuevas terapias que estan siendo
evaluadas en multiples ensayos clinicos de importantes enfermedades
humanas, por ejemplo las de la sangre, cancer, trastornos cardiovasculares,
cegueras y enfermedades congénitas del ojo, diabetes, inmunodeficiencias,

enfermedades infecciosas, enfermedades del depdsito liposomal, trastornos
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musculo-esqueléticos, trastornos neurodegenerativos y del movimiento, o
enfermedades respiratorias, entre otras. Aunque en algunas de estas
enfermedades, se han observado mejoras prometedoras, en otros ensayos no
se han producido los resultados esperados. En todo caso, estos ensayos han
permitido un avance en el conocimiento de las complejidades de la terapia
celular, util en futuras investigaciones. Entre los avances mas notables en las
terapias génica y celular, resaltaremos algunos ejemplos de enfermedades

tratadas con terapia celular™

Enfermedades de la sangre

Los trastornos de la sangre abarcan una amplia variedad de enfermedades
incluyendo cancer, las anemias como la falciforme, la talasemia beta o alfa, y la
anemia de Fanconi debidas a mutaciones que afectan al numero, funcién o

desarrollo de los gldbulos rojos, las hemofilias, e inmunodeficiencias.

Hoy en dia, podemos tratar este tipo de enfermedades mediante la
transferencia de médula ésea o células madres hematopoyéticas procedentes
de un donante histo-inmunolégicamente compatible, para de esta forma,
reemplazar los precursores mutados por precursores normales, capaces de

repoblar de células rojas normales.

Diabetes tipo |

La diabetes tipo | es una enfermedad autoinmune en la cual el sistema
inmunitario reconoce y elimina las células beta productoras de insulina del
pancreas. Esta enfermedad puede tratarse desde la vertiente de la terapia
génica, introduciendo el gen de la insulina en otro tipo celular (higado, intestino,
o estomago) o por terapia celular, implantacion de células madre o células
beta pancreaticas productoras de insulina. Hoy en dia hay una veintena de
ensayos clinicos en curso que transfieren o generan células pancreaticas beta
a partir de fuentes como: células pancreaticas beta alogénicas, células madre
de cordén umbilical, o mesenquimales derivadas del tejido adiposo o de
médula Osea autdlogas. En conjunto, estos métodos representan nuevas

esperanzas en el tratamiento de esta enfermedad.
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La terapia celular esta avanzando a una velocidad vertiginosa. Durante los
ultimos 10 afios, mas de 2500 ensayos se han iniciado, de los cuales mas del
50% de ellos se encuentran en fase Il o I, Si suponemos que el 1-2% de
ellos tiene éxito (actualmente, la tasa de éxitos en biotecnologia es del 5,3%)
en 5-10 anos el numero de terapias con células aumentaria en mas de un
centenar. Segun el analisis de Lee Buckler'? (marzo, 2011), hoy en dia hay
unas 275 compaifiias terapéuticas con unas 240 terapias basadas en células
(~77 en fase 1, ~89 en fase 2, ~27 en fase 3 y ~44 ya estan disponible en el
mercado). En la Tabla 1, se recogen las 10 principales empresas del mundo
relacionadas con la medicina regenerativa, de las cuales solo una de las cinco
mejores, Carticel de Genzyme que trata la reparacion del cartilago de rodilla,
emplea células. Sin embargo, cinco de estas diez mejores empresas son de

terapia celular (Dermagraft, Apligraf, Carticel, Celution y Osteocel).

Nombre Area Ingresos 2007 Crecimiento
Empresa comercial Tipo de Producto Terapéutica Indicado para Lanzamiento (millones de $) 2006-2007
Advanced Células neonatales Ulceras de piel en
Biohealing Dermagraft  alogénicas con matriz Piel diabéticos 1997 ~20 >10%
Tejidos
Producto a partir de Blandos  Cirugia rescontructiva
Cytori Celution células autdlogas (adiposo) de pechos 2008 ~10-12 NA
Producto a partir de
Genzyme Carticel células autélogas Cartilago  Reparacion de rodillas 1995 ~83 ~30%
Integra Life Reparacion y
Science Varios Matriz acelular alogé nica Piel reemplazo de piel 2001 ~20 25%
Reemplazo de piel y
LifeCell Alloderm  Matriz acelular alogé nica Piel reparacion de hernia 1994 167,1 40%
Fracturas de columna,
Matriz con factores de orofacial y tibias
Medtronic Infuse crecimiento Hueso expuestas 2002 ~70 18%
Células neonatales Ulceras de piel en
Organogenesis Apligraf alogénicas con matriz Piel diabéticos 1995 ~30 >10%
Producto a partir de Reparacion de
Osiris/ Nuvasive Osteocel células alogénicas Hueso fracturas 2005 15,2 83%
Spinal
RTI Implants  Matriz acelular alogé nica Hueso Fracturas de columna 1991 11,1 17%
Fusién de la columna y
Matriz con factores de fracturas en hueso
Stryker OP-1 crecimiento Hueso largos 2005 ~80 60%

Tabla 1: Las 10 principales empresas del mundo relacionada con la medicina

regenerativa (Adaptada de Lee Brucker, 2011).

La industria vinculada a los tratamientos con células prospera
exponencialmente a pesar de los tiempos de crisis: solo la industria de terapia
celular (sin incluir la medicina regenerativa) tuvo ventas globales de 410

millones de dolares en el 2008 y se prevé que aumente a 2.7 billones de
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dolares para el 2012 y 5.1 billones de délares para el 2014, si no mas'", lo que
nos permite aventurarnos a predecir, que en un futuro muy préximo se

avecinaran grandes cambios de la mano de la medicina regenerativa.

5. Tipos Celulares Empleados en Terapia Celular

La eleccion del tipo celular no sélo dependera de su plasticidad a la hora de
diferenciarse en los diferentes tipos celulares necesarios para el tejido u érgano
a tratar, sino también de su disponibilidad y su capacidad de expansién in vitro,

que determina el numero total de células que se pueden obtener.

5.1 Autdlogas o Alogénicas

Dependiendo del origen de donde proceden las células, las células pueden ser
autdlogas o alogénicas (Figura 2). Las células autélogas son aquellas que
proceden del propio paciente, es decir, son células que extraidas de un
individuo se tratan y/o expanden in vitro y se vuelven a introducir en el mismo
sujeto. Con este tipo de células se evita cualquier tipo de problema relacionado
con el rechazo inmune o la contaminacién por patdégenos, por ello ha sido

favorecidas médica e histéricamente.

Las células alogénicas proceden de otra persona. se emplean en individuos en
los que no se puede trabajar con sus propias células, bien porque no tienen
suficientes, bien porque estas presentan algun tipo de anomalia que las hace
inservibles. Las células extraidas, se expanden a gran escala y se almacenan
en un banco celular en dosis terapéuticas. Para cada paciente, se seleccionan
células de pacientes con la mejor compatibilidad inmunohistoquimica posible
para evitar/reducir el rechazo inmune tras su implantacion. Hay un tipo celular,
las células progenitoras estromales de la médula 6sea o tejido adiposo que por

13,14,15

presentar un fenotipo pluripotente y muy poco inmunogénico son

candidatos idéneos para terapia celular.
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Figura 2: Estrategias de terapia celular con células autélogas o alogénicas (Adaptada de
Power C., 2011).

5.2. Embrionarias, iPSCs o Adultas

La Figura 3 muestra un diagrama de los diferentes tipos celulares. Las células
madre embrionarias (hESC) proceden de la masa interna del embrién en
estadio de blastocisto (7-14 dias). Estas células son pluripotentes, es decir, son
capaces de diferenciarse a cualquier tipo de célula adulta del cuerpo humano™®
ademas de tener la propiedad de auto-renovarse y proliferar indefinidamente.
Aunque estas caracteristicas hacen de ellas excelentes candidatas para
tratamientos terapéuticos, aun no se ha demostrado su inocuidad; en ratones
inmunodeprimidos son capaces de generar teratomas benignos'’. Otro aspecto
muy importante para su utilizacién es el relacionado con los aspectos éticos y
legales. La utilizacion de embriones humanos en investigacion es polémica en
diferentes grupos sociales. Actualmente, la regulacion para el uso de este tipo
celular difiere mucho segun el pais. En Espaia, en el 2004, se aprob6 el Real

Decreto 2132/2004 que permitia el uso para investigacion de células madre
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embrionarias humanas derivadas de pre embriones congelados sobrantes de

fecundaciones in vitro.

En el 2007, se generd por primera vez células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs), procedentes de células adulta humanas'® . Este nuevo tipo celular
presenta una versatilidad equivlente al de las células embrionarias, pueden
dar lugar a cualquier tipo celular, pero su principal obstaculo es su tendencia a
la formacién de teratomas?®. Actualmente se buscan métodos alternativos para
obtener iPSCs seguras, aunque a dia de hoy, no contamos con un sistema
efectivo y de alta eficiencia en la reprogramacion celular. Aunque con respecto
a la células embrionarias, las IPSCs presentan la ventaja de evitar los
problemas éticos existen ahora las primeras evidencias de que pueden
ocasionar problemas relacionados con el rechazo a autotransplantes®', por lo
que aun habria que seguir trabajando en esta linea para poder llevarlas a un

procedimiento de terapia celular.

Las células madre adultas son células progenitoras que podemos encontrar en
practicamente cualquier tejido u o6rgano del cuerpo?’. Estas células son
multipotentes, es decir, su capacidad de diferenciacion esta mas limitada que la
de las embrionarias o iPSCs, pero son capaces de generar varios tipos
celulares. Su funcién se cree que es la de reponer las células que se van
muriendo y reparar los tejidos dafiados, manteniendo de esta forma la
homeostasis del organismo. Presentan, de forma natural, un gran potencial
como agente terapéutico y regenerativo. El uso de estas células esta
ampliamente aceptado, por la comunidad “no cientifica”, ya que no implica la
destrucciéon de ningun embrion humano y pueden obtenerse de practicamente

cualquier tejido adulto.
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Figura 3: Tipos celulares empleados en terapia celular (Adaptada de Power C., 2011).




II. CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES

1. Definicion y fuentes

Las células estromales mesenquimales o células madre estromales (MSC) son
células madre adultas multipotentes. Tienen morfologia fibroblastoide vy
capacidad de diferenciarse a diversos tipos de células®' ?*. La funcion exacta
de estas células in vivo sigue siendo en gran parte una incognita. En la médula
Osea, se cree que son las células precursoras del tejido estromal necesario
para la hematopoyesis?®®. En otros tejidos, pueden responder a estimulos
generados por el dafo tisular o la inflamacién, diferenciarse a células
especializadas desempefiando un papel crucial en la reparacién del tejido o

controlar la inflamacién.

Las MSC (Figura 4) pueden aislarse de practicamente cualquier tejido?®:

médula 6sea?’, tejido adiposo?®, higado, bazo, testiculos, sangre menstrual,

fludo amniotico, pancreas, periostio®®" *°, membrana sinovial®’

36, 37

, musculo

£ 32 133 L 34, 35 . o
esquelético”™, dermis™, pericitos , hueso trabecular , cordon umbilical
humano, pulmon, pulpa dental, e incluso de sangre periférica ** % 4°_ De entre
todas estas fuentes, las mas empleadas en terapia celular son: médula 6sea,

tejido adiposo y cordon umbilical*'.
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Figura 4: Origenes de las células mesenquimales adultas.

El analisis comparativo de las propiedades de las MSC obtenidas de médula
Osea y de tejido adiposo, ha demostrado que entre ellas, no existen diferencias
morfologicas, inmunofenotipicas, en el patrén de los marcadores de superficie
o capacidad de diferenciacion y solo presenta menos del 1% de diferencias en
el perfil de expresion génica*® ** * %°_ E| uso de MSC procedente de tejido
adiposo ha ganado adeptos, porque ademas de mantener las mismas
propiedades que las células de la médula 6sea, el procedimiento de obtencién
€S menos invasivo, y las cantidades obtenidas son mas elevadas; de un gramo

de grasa se obtienen 400 veces mas MSC que de un gramo de médula 6sea*®.

Las MSC son positivas para determinados marcadores de superficie, ninguno
de ellos especifico para MSC*". Durante afios las MSC no dispusieron de una
definicion concreta. El hecho de que cada grupo empleara una metodologia de
extraccion y fuentes diferentes, planteaba la duda de si las diferentes
preparaciones representaban las mismas células. Para solucionar este
problema, “The Mesenchymal and Tissue Stem Cells Committee of the
International Society for Cellular Therapy” (ISCT) redacté un informe consenso

escrito por 10 expertos lideres en el campo de la investigacion con MSC, en el
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cual se propuso un conjunto de criterios estandar para poder definir la identidad
de las MSC*® (Figura 5):

* Las MSC deben adherirse y crecer en plastico en condiciones normales de

cultivo.

* Mas del 95% de la poblacion de MSC debe expresar los antigenos
especificos de superficie CD105, CD73 y CD90, adicionalmente, estas
células no deben expresar (menos del 2% positivas) CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79a o CD19 y HLA de clase II.

 Las células deben ser capaces de diferenciarse in vitro, bajo los estimulos
adecuado a diferentes linajes mesodérmicos, como puede ser: osteoblastos,

adipocitos y condrioblastos.
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Figura 5: Caracteristicas de las MSC.
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2. Caracteristicas

Las MSC presentan gran variedad de caracteristicas. En los siguientes puntos

resaltaremos aquellas de relevancia para la terapia celular.

2.1 Capacidad de expansion in vitro

Los tratamientos con células, generalmente requieren un gran numero de
células (del orden de 10° 0 mas), con lo cual suele ser necesaria la expansion

de las células que van a ser empleada como agente terapéutico.

Las MSC son capaces de adherirse al plastico y crecer por un numero limitado
de duplicaciones en condiciones de cultivo in vitro. El tiempo de duplicaciéon
celular va a depender de diferentes factores, por ejemplo, la densidad a la cual
estan sembradas las células va a influir tanto en la velocidad de proliferacién

como en el nimero de duplicacion poblacional maximo alcanzado®®.

El tiempo de duplicacion, al igual que otras propiedades, va cambiando con la
edad del cultivo, segun se avanza en el tiempo las células cultivadas in vitro
menguan ciertas habilidades, la velocidad de proliferacion va disminuyendo
progresivamente hasta llegar al estado senescente. La senescencia es una
propiedad caracteristica de la mayoria de las células normales,
progresivamente se pasa de un estado activo replicativamente hablando, a
senescencia. Entre los muchos cambios que se asocian a esta fase uno
caracteristico es la expresion de la R-Galactosidasa dependiente del pH,
detectable en células senescentes pero no en células quiescentes, inmortales o

tumorales.

La proliferacion celular pueden ser estimuladas o inhibidas, por diversas
sustancias o factores de crecimiento. EI medio estandar para crecer las MSC
es el DMEM, con 10% de suero. En estas condiciones el tiempo de duplicaciéon
celular suele variar generalmente entre 2 y 6 dias*’, dependiendo de los
factores previamente mencionados. La necesidad de expandir las células en
cultivo para obtener el numero adecuado para el tratamiento, requiere tiempos

de cultivo en algunos casos critico para ciertas aplicaciones, a parte del
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correspondiente riesgo de dafio gendmico. Muchos grupos intentan mejorar la
“‘productividad” de estas células, mediante la adiccion de diversos agentes o

factores de crecimiento o, por combinacion de diferentes medios de cultivo®® °":

52, 53

Las MSC tienen un inmenso potencial en la medicina regenerativa y la terapia
celular, sin embargo, su tiempo de duplicacion, relativamente largo, podria
resultar un obstaculo en la obtencion del numero 6ptimo de células requerido

en numerosos tratamientos.

2.2 Multipotencialidad

Una de las caracteristicas que definen a las MSC es su capacidad para
diferenciarse a diversos linajes, o lo que es lo mismo, su multipotencialidad.
Desde que en 1924 Alexander A. Maximow las identificara como células
capaces de diferenciarse a distintos tipos de células sanguineas, el interés por
este tipo celular ha ido incrementando.

Las MSC pueden diferenciarse a linajes mesodérmicos como: hueso, cartilago,
adipositos, tejido conectivo del estroma, miocitos y cardiomiocitos®®°.
Diferentes trabajos sugieren que estas células poseen ademas, potencial para
diferenciarse a otros linajes de origen no mesodérmicos; como por ejemplo a
neuronas o epitelio de origen ectodérmico, o incluso a células pancreaticas o

56, 57, 58
(

hepatocito, del linajes endodérmicos Figura 6).
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Figura 6: Potencial de diferenciacion de las MSC.

En la Tabla 2 se recogen algunos de los medios utilizados para inducir los
diferentes linajes, y la evaluacién de dicha diferenciacién. Los factores de
crecimiento capaces de regular las MSC incluyen: la superfamilia TGF-f3
(Transforming growth factor-beta), IGF (insulina-like growth factor)59 PDGF
(platelet-derived growth factor), VEGF (vascular endotelial growth factor)®® y los
factores de la familia Wnt. Como ejemplo, la familia del TGF-3 asi como las
proteinas morfogenéticas Oseas (BMP), son unos de los mas potentes

inductores de la condriogénesis.

Ademas de los factores de crecimiento, algunos productos quimicos también
pueden promover la diferenciacion a determinados linajes. Por ejemplo, incubar
MSC con dexametasona, insulina, isobutilo metil xantina e indometacina,
determina a estas células a diferenciarse a adipocitos. El tratamiento con 5-
azacitidina y anfotericina-B, da lugar a mioblastos que pueden fusionarse en un
miotubo y latir ritmicamente®’. El suplemento con nicotinamida y R-
mercaptoetanol induce a la formacion de las células B de los islotes

pancreaticos®?.
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Diferenciaciéon

Medio de Induccion

Tinciones |HQ

Adipogénico

Insulina, IBMX,
dexasometasona,rosiglitazona,
indometacina

OilRed O

Condriogénico

BMP-6, BMP-7, FGF-2, TGF-31, TGF-
32, TGF-R3, dexametasona, IGF-1

Toluidine Blue

1,25(0OH),Ds, B-glicerofosfato, acido

Osteogénico ascorbico, BMP-2, dexasometasona, Von Kossa
acido valproico
Miogénico DMS, acido linoleico, acido ascorbico, Factor de transcripcion
(musculo MCDB-201, EGF, PDGF-BB, 5- . ) p
o . miogenina MYO-D
esquelético) azacitidina
Miogénico a-actina de musculo liso,

(musculo liso)

D-eritro-SPC, TGF-R3

fosfo-Smad2, fosfo-ERK

Miogénico
(cardiomiocitos)

5-azacitidina, IMDM

Cadena pesaday ligera
de miosina de la a-actina

Neurogénico

Acido valproico, insulina, hidroxianisol,
hidrocortisona, EGF, FGF

Tincién para agentes
especifico (p.e.: NF-L,
R3-Tubulina, PMP-22,

GFAP, NeuN)
Tincién para agentes
especifico (p.e.:ditizone,
insulina, PDX-1,
glucagon, Pax4)

Acido perdiodico-Schiff
(PAS), Tincién especifica
(p.e.:AFP, albumina)

Activina-A, exendina-4, pentagastrina,
HGF, nicotinamida, alta concentracion
de glucosa

Pancreatico
(endocrino)

Hepatico HGF, OSM, DMSO

Tabla 2: Induccion y evaluacion de la diferenciacion in vitro de las MSC (Adaptada de
Mosna F. 2010 y Schéffler A. 2007).

La mayoria de los resultados de diferenciacibn se obtuvieron de
experimentacion in vitro, pero ponen en evidencia la capacidad de estas células
para diferenciarse in vivo. La diferenciacion in vivo de las MSC implantadas
debe ser mas compleja, ya que también participan sehales propias del
microambiente local. Basandonos en el conocimiento actual, parece ser que,
las MSC segun las sefiales del tejido local puede dar lugar a 3 tipos de células
diferentes: (1) células de tejido especifico, necesarias para tejidos dafados.
Por ejemplo, las MSC podrian dar lugar a cardiomiocitos o células endoteliales,

63, 64, 65 (2) Células con una

componentes importantes del tejido cardiaco
funcién determinada requeridas por el tejido local, que posiblemente participen
en la composicion del nicho celular, necesario para la propia reparacion del
tejido®. (3) Células reguladoras, contribuyen en la regeneracion y reparacion
del de

inmunomodulacion®’.

tejido mediante la secrecion determinadas citoquinas y/o

Los mecanismos moleculares y ambientales que controlan la diferenciacion de

las MSC se desconocen en gran parte, aun no se ha identificado un fenotipo de
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marcadores determinado que se asocie con un potencial de diferenciacion

predecible’®.

2.3 Capacidad de Migracion

De forma inherente, las MSC tienen la propiedad de migrar e implantarse en
tejidos que han sufrido algun tipo de lesion y liberan citoquinas, moléculas
implicadas en el desarrollo de la inflamacién. Las MSC expresan varios
receptores de citoquinas que las movilizan y hacia las zonas dafadas®®
Chapel y su equipo® demostré en un modelo de disfuncién organica muiltiple
que las MSC marcadas con GFP se alojaban en los diferentes tejidos dafados,

en correlacion con la gravedad y la geometria de la lesion.

Las células estromales de la médula 6sea y otros progenitores, como por
ejemplo las células progenitoras endoteliales, expresan constitutivamente:
SDF-1/CXCL12, un miembro de la familia de las citoquinas’®. Hay estudios que
demuestran que MSC de pases tempranos’"™ "> expresan receptores
especificos para SDF-1(CXCR4), ademas de diferentes moléculas de
adhesion™ ™ 7°
CX3CL1, CXCL16, CCL3, CCL19, y CCL21"® 7", Se ha descrito, que la

producciéon de oxido nitrico derivada de la enzima o6xido nitrico sintetasa

que responden tanto a SDF-1 como a otras quimioquinas:

endotelial promueve la migracion de las MSC hacia las zonas isquémicas del
miocardio, mediante estimulacion positiva del ligando SDF-17%; de hecho, la
sobre-expresion de SDF-1 en tejido cardiaco, demostré una mejora en la
migracién e incorporacion de estas células en el tejido isquémico’®. Ademas
del sistema SDF-1/CXCR4, se han estudiado otros mecanismos relacionados

780, 81

con la movilizacién de las MSC, como por ejemplo: la via CCL21/CCR 0

las integrinas® (Figura 7).
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Figura 7: Factores que regulan la migracion en las MSC (Adaptada de Li Li, 2011).

El hecho de que las células mesenquimales expresen varios tipos de
receptores de citoquinas, sugiere que subpoblaciones concretas de células
puedan presentar cierto potencial para ir a determinados tejidos dianas, en los

cuales, contribuiria con su reparacién y/o atenuacion de la inflamacion®.

La capacidad de migracibn como muchas otras propiedades de las MSC, no
es una caracteristica estable que persista en las células indefinidamente. La
capacidad de migracién va menguando segun aumenta el tiempo en cultivo®,
lo que se debe a una disminucidén en la expresidon de moléculas de adhesion,
perdida de receptores de citoquinas, y por lo tanto falta de la respuesta

quimiotactica® .

2.4 Estabilidad Gendémica

El uso de células madre para terapia celular esta totalmente vinculado a la
evaluacion de su seguridad y el riego que puedan ocasionar en un tratamiento
determinado. El potencial oncologico puede ser determinado por diferentes
pruebas, p. ej, el analisis de la estabilidad genomica y los xenotrasplantes en

animales inmunosuprimidos.

La estabilidad genémica de las MSC es un tema de gran controversia entre los

diferentes grupos de investigacion. Actualmente se sigue debatiendo si las
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MSC son genémicamente estables o no. Estudios recientes demuestran que
las MSC poseen una robusta estabilidad cromosémica87, mientras que otros,
manifiestan que periodos prolongados de cultivo de estas células hacen que de
forma espontanea se generen aberraciones cromosémicas® %% %0 Algunos
trabajos, asocian dichos cambios a la adquisicibn de una ventaja de
crecimiento in vitro, otros, sin embargo, han demostrado que estos cambios no
confieren ningun tipo de ventaja de seleccién in vitro, ademas, documentan que
dichas aneuploidias van desapareciendo con el tiempo, y la célula llega a su
fase senescente sin sufrir ningun proceso de transformacién tanto in vitro
como en xenotrasplantes®. Otras publicaciones sostienen que ciertos cambios,
como por ejemplo la monosomia del cromosoma 13, conceden la caracteristica
de inmortalidad a la célula®', aberracion que coincide con la monosomia mas
comin en tumores de hueso y tejidos blandos®. Pero también podemos
encontrar en la literatura casos donde el proceso de transformacion se ha

debido a contaminacién cruzada con células tumorales y/o otros artefactos® %

95, 96

Las anomalias cariotipicas no deben relacionarse directamente con el riesgo de
transformacién. Las aneuploidias pueden relacionarse tanto con la
transformacibn como con el efecto contrario, proteccibn contra la
transformacion, dependiendo de los genes que se vean afectados por esta

ganancia o pérdida de copias.

Este debate queda abierto hasta que pruebas mas concluyentes determinen si
las MSC presentan o no estabilidad gendmica y cual seria su repercusion en
las células, y por consiguiente en la terapia celular. Mientras tanto, y debido a
la controversia que este asunto despierta, seria recomendable realizar este tipo
de ensayos en las células que posteriormente se van a emplear para el

tratamiento, para poder determinar asi su nivel de seguridad.

2.5 Efectos Paracrinos

La comunicacion paracrina es un tipo de sefializacién intercelular basado en
mensajeros quimicos, quimioquinas y factores de crecimiento entre otros, que

se intercambian entre células que estan relativamente cercanas.
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Cada vez existen mas evidencias de que las sefiales paracrinas de las MSC
desempenan un papel critico en la reparacion de las heridas. Los medios
condicionados, son aquellos en los cuales han sido crecidas las células, y por
tanto, contienen diferentes moléculas liberadas por estas. Se ha demostrado
que los medios condicionados de las MSC, tanto de médula 6sea® como de
tejido adiposo %, tienen un efecto reparador similar al de la implantacion de las
propias células. Esto abre una nueva corriente de pensamiento para los
distintos tratamientos, donde la célula no tiene porqué diferenciarse vy
reemplazar las células dafiadas para reparar los tejidos sino que,
desempenarian un papel activando los propios mecanismos de regeneracion
en las células vecinas. Incluso, en algunos casos no haria falta la implantaciéon

de la célula en si ®°.

Las MSC secretan una amplia gama de moléculas con diversos efectos
paracrinos: inmunomoduladores, anti-cicatrizantes, quimioatrayentes,
estimulantes de la mitosis, proliferacion y diferenciacion de células madre
precursoras intrinsecas de 6rganos y angiogénicos. El numero de moléculas
secretadas por las MSC con efecto paracrino aumenta diariamente. En la
Figura 8 se representan los factores que han demostrado ser secretados por la

MSC en cultivo y su posible accion conocidos hasta la fecha.
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Figura 8: Factores secretados por las MSC en cultivo y su posible funcién (Adaptada de
L. da Siva, 2009).

3. Usos Terapéuticos de las MSC de tejido adiposo (AMSC)

Las MSC son una prometedora fuente de agentes terapéuticos para un dilatado
rango de enfermedades. Las razones, anteriormente detalladas, son muchas e
incluyen: facil aislamiento y expansién en cultivo, multipotencialidad, efectos
conducta migratoria 'y

paracrinos, propiedades inmunomoduladoras,

100,101.102,103 * Toqas estas caracteristicas justifican el

consideraciones éticas
crecimiento exponencial del numero de investigadores o ensayos clinicos que
emplean MSC. Las AMSC en particular, ademas de tener propiedades muy
similares a las de la médula 6sea, se obtienen en mayor cantidad y por un

procedimiento mucho menos invasivo.

Dia a dia, las AMSC amplian su campo de actuacién en ensayos clinicos.
Hasta la fecha, estas células se empleaban principalmente en tratamientos de
tejidos blandos, pero actualmente se van incorporando en aplicaciones cada
vez mas diversas. ClinicalTrials.gov'®, una base de datos que recoge los

ensayos clinicos realizados en todo el mundo, contiene actualmente 124.137
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ensayos localizados en 179 paises (Abril, 2012), patrocinados por
Institutos Nacionales de Salud, otras agencias federales y la industria privada.
Si a dia de hoy, buscamos los ensayos basados en AMSC, encontramos que
se estan llevando a cabo mas de 50 estudios, de los cuales aproximadamente

el 30% de ellos, se estan realizando en Espana.

OFistulas (Enfermedad de Crohn) O Esclerosis
Olsquemia cronica de extremidades ODiabetes
O Enfermedades cardiovascularees O Otros

Figura 9: Distribucién actual de los ensayos clinicos para el tratamiento de las principales
enfermedades tratadas con AMSC (ClinicalTrials.gov, Abril, 2012).

Si agrupasemos estos trabajos por el tipo de enfermedad que se trata (Figura
9), podemos constatar que a nivel mundial: el 23% de estos trabajos se
realizan para tratar fistulas crénicas en la enfermedad de Crohn, mediante
inyeccion de AMSC en la mucosa del recto. La fistula tratada con AMSC
cicatriza o se cura completamente, significativamente mejor cuando se trata

con células.

Las enfermedades cardiovasculares constituyen el 14% de ensayos tratados
con AMSC. En diferentes ensayos, se han detectado mejorias del 3% al 4%
(rango de 2% a 7%); los datos sugieren una mejora de la funcién ventricular y
la fraccion de eyeccion cardiaca (contractilidad), pero no en el remodelado del

ventriculo. Por ello, es necesario seguir trabajando en este campo y optimizar
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el tiempo de tratamiento, tipo celular, dosis, y método de administracién.
También se debe investigar la influencia de los efectos paracrinos por
liberacion de citoquinas, tanto a nivel de cicatrizacion como de estimulacion de

las propias células madre enddgenas cardiacas.

En la cufa mayoritaria (42%), quedan recogidas una gran variedad de
enfermedades con uno o dos ensayos en curso, entre las cuales podemos
encontrar: autismo, osteoporosis, parkinson, artritis, o0 reconstruccion de

cartilago de rodilla.
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III. TERAPIAS PARA ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares son uno de los principales problemas de
salud del mundo occidental industrializado. El infarto agudo de miocardio (IAM)
se encuentra entre una de las enfermedades mas graves, y se produce cuando
se interrumpe el suministro de sangre al corazéon, dando lugar a la isquemia
miocardica y necrosis y posteriormente, a la formacién de una gran cicatriz no

contractil en una parte del musculo cardiaco'®.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, se producen 7,1 millones de
muertes al afio por enfermedad coronaria en todo el mundo'®. En Espafia en
concreto, mas de 74.000 pacientes son hospitalizados cada afio debido a un
IAM o una angina'®’, constituyendo la primera causa de mortalidad en hombres
y la segunda en mujeres, lo cual representa un 32.8% del total de defunciones.
Después de superar un infarto,la complicacibn mas frecuente es
la insuficiencia cardiaca debida a los cambios tisulares, geométricos
y funcionales que se han producido en el corazén, conocidos como remodelado
ventricular. Estos cambios, practicamente irreversibles, provocan que el

corazoén pierda eficacia para bombear la sangre hacia los tejidos.

A pesar de que en los ultimos afos se ha conseguido una reduccidn
considerable de la mortalidad aguda post-infarto, la insuficiencia cardiaca
causada por la remodelacion ventricular es cada vez mas frecuente; lo cual
refleja la necesidad de nuevos tratamientos que permitan sustituir las células
muertas por células funcionales, objetivo que no cubren los tratamientos
actuales. Hoy en dia, a los pacientes que han superado la fase aguda del
infarto se les aplica tratamientos a largo plazo con diferentes farmacos. Estos
tratamientos son paliativos, ninguno de ellos sustituye el tejido miocardico

108

muerto en el infarto ™, y aunque su eficacia para mejorar la supervivencia y la

calidad de vida de los enfermos ha sido demostrada, mas de la mitad de los
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pacientes mueren durante los 5 afios posteriores al diagnéstico inicial de la
d109

enfermeda
Actualmente, solo un pequefio numero de pacientes puede tener la oportunidad
de recibir el unico tratamiento que consigue recuperar completamente la
funcién del corazén, que es el transplante de corazén. La terapia celular podria
convertirse en una alternativa si se demuestra su eficacia en la remodelacién
ventricular, reconstruyendo el tejido afectado y su funcién, y asi recuperar el

soporte estructural necesario para la contraccion adecuada del corazén.

El corazén presenta relativa capacidad de regeneracion después de
determinados procesos patolégicos como puede ser un infarto de

110,111

miocardio o insuficiencia cardiaca'’>. Aunque las células madre

cardiacas''® 14

son esenciales para el proceso natural de regeneracion y
homeostasis cardiaca, son insuficiente para regenerar el corazon después de

un dafio severo como es un |IAM.

El objetivo de la terapia celular del miocardio se centra en la cardiomioplastia
celular, que consiste en la reparacion del tejido dafado mediante la
implantaciéon de células progenitoras angiogénicas o cardiomiogénicas en la
zona del ventriculo infartado. Idealmente, estas células deberian contribuir en
la generacion de nuevo tejido miocardico y en la formacién de vasos 1> 116 117,

Para este tipo de estrategia el tipo celular éptimo debe ser capaz de''®:
1. Ser expansible a gran escala en cultivo in vitro.
2. Sobrevivir en la zona del tejido dafado

3. Diferenciarse a nuevas células de musculo cardiaco con
capacidad de acoplarse electromecanicamente a las células

vecinas.

Desde hace un par de décadas, se han venido investigando diferentes tipos de
células madre para estas nuevas corrientes de tratamiento, buscando aquellas

con mejor resultado en la reparacion del miocardio dafiado’™> 119 120. 121 A
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continuaciéon, se describe brevemente algunos de los tipos celulares

empleados.

1. Tipo de Células empleadas

Existe un amplio rango de tipos celulares empleado en las terapias
regenerativas del corazon, que va desde los mioblastos esqueléticos'?* 123,
que fueron el primer tipo celular utilizado, hasta las IPSCs uno de los mas
recientes tipos celulares. Este abanico recoge células como: progenitores
endoteliales, células mesenquimales de médula ésea o tejido adiposo, células
madre cardiacas y células madre embrionarias (Figura 10) con caracteristicas y
propiedades que les confieren ventajas y desventajas, para su uso en la
regeneracion cardiaca. Proseguiremos detallando algunas de sus

caracteristicas.

Las primeras células empleadas para regeneracion celular cardiaca, en
concreto, fueron los mioblastos o células satélites, que son células madre

adulta de musculo esquelético'*.

Estas células eran interesantes por ser
autélogas, poder amplificarse in vitro y presentar buena supervivencia después
de su implantacion, gracias a su alta resistencia a las condiciones
isquémicas'®. Pero eran incapaces de acoplarse eléctricamente y

126, 127

sincronizarse con el resto del tejido cardiaco ; en algunos estudios en

modelos animales presentaron efectos beneficiosos, mejorando la funcién

128, 129

contractil ventricular , sin embargo en ensayos de fase |, mas de la mitad

de los pacientes tratados con ellas necesitaron de desfibriladores por presentar

arritmias ventriculares malignas'®® .

Otro tipo celular empleado fue las
células progenitoras endoteliales de sangre periférica, que tienen la propiedad
de movilizarse en diversos procesos patolégicos como el IAM o la insuficiencia
cardiovascular, y ademas estan presentes en zonas de
neovascularizacion'""*2. Diversos ensayos y estudios clinicos demuestran la
capacidad de revascularizacion de la cicatriz y mejorar la funcion

ventricular'33134:13%

, incluso después de un periodo de seguimiento de 2
afios™®*¥7 . A pesar de los prometedores resultados, la frecuencia de estas
células es bajisima (y aun mas en pacientes con factores de riesgo
cardiovascular), ademas, presentan baja eficiencia de incorporacion al corazén
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(maximo un 10% "', baja capacidad de expansién ex vivo, y sus propiedades
funcionales se deterioran con la edad o la diabetes; constituyendo importantes

limitaciones para el transplante autélogo.

Las células madre embrionarias son las que presentan mayor capacidad de

138,139 presentan marcadores

diferenciacion a cardiomiocitos funcionales
cardiacos caracteristicos y pueden acoplarse al impulso de excitacion-
contraccion*%¢140 | os primeros estudios in vivo con estas células fueron
alentadores™" %1% ya que demostraban la correcta diferenciacion,
integracion fisica y electromecanica del injerto y con ello una disminucién del
remodelado post-infarto y mejora de la revascularizacion de la zona infartada,
mejorandose la funcion cardiaca. Estudios posteriores, a diferencia de los
primeros, observaron que estas células formaban teratomas en el

corazon 144140

, lo cual supuso un freno en el avance en esta linea de
investigacion. Para llegar a la aplicacion clinica con estas células, se deben
desarrollar protocolos que permitan obtener preparaciones de cardiomiocitos
funcionales a gran escala y de gran pureza, que no generen teratomas y

superen el inconveniente del rechazo inmunitario del injerto.

Las MSC pueden diferenciarse a linaje miogénico, segun se ha demostrado en
modelos animales, y ademas, mejoran la funcion cardiaca y la
revascularizacion de la zona infartada, ya sea mediante diferenciacion a células
endoteliales® como por su propiedad de secretar diversas citoquinas
promotoras de la neoangiogénesis. Los primeros ensayos clinicos con estas
células demostraron que tras su inyeccion por via intracoronaria mejoraron la
funcion cardiaca™’ y la fraccion de eyeccion'*®. Mas recientemente, se han ido
probando MSC derivadas de grasa (AMSC), dado sus ventajas ya
mencionadas anteriormente para terapia celular. Y se ha comprobado que en
diferentes modelos de animales, las AMSC mejoran la estructura y funcién
cardiaca, y aumenta la angiogénesis local ya sea por propia diferenciacion a
célula endotelial o por la generacién de sefales paracrinas, que confiere

proteccion cardiovascular 4% 10 191,
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Figura 10: Tipos celulares (izquierda) y los métodos de administracion (derecha)

empleados en la terapia celular de la isquemia cardiaca.

2. Meétodo de administracion de las células

Algunos tipos celulares como los monocitos de médula 6sea, mioblastocitos y
MSC se han aplicado en suspension al el corazén infartado, a diferentes
tiempos y por diversas rutas (intravenosa, intracoronaria, inyeccion directa en el
miocardio desde el epicardio en operaciones a corazén abierto, 0 inyeccion
endomiocardial empleando catéteres) (Figura 10). Estos procedimientos
produjeron escasas mejoras en las funciones cardiacas y la supervivencia de
las células implantadas fue limitada. No hay interaccion con los cardiomiocitos
pre-existentes ni acoplamiento electromecanico a través de las uniones
celulares, por lo cual, las células implantadas no soportan las fuerzas

mecanicas y las condiciones de hipoxias a las que se ve sometida'®?116:193.154
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En vista de la escasa tasa de supervivencia y las dificultades que presentaba la
implantaciéon celular, en los ultimos afios se han generado nuevas estrategias
que incluyen la ingenieria de tejidos entre otros. La ingenieria tisular combina
células, biomateriales y factores de crecimiento, para generar una estructura
3D compatible con el tejido a tratar. Ejemplos de ellos son: (1) implantacién de
laminas celulares libres de andamiaje (scaffold-free cell sheets)'™, (2)
inyeccion directa de la mezcla células y biomaterial en el tejido dafiados'® "’
(3) implantaciéon de un biomaterial como un soporte (de estructura porosa) o
parche (estructura densa) que contiene las células terapéuticas'® %1 | os
biomateriales nos han permitido mejorar la tasa de supervivencia celular. Las
células atrapadas en una estructura, pueden ser condicionadas con diferentes
factores de crecimiento que favorecen la supervivencia celular y/o que mejoran
la capacidad miogénica o angiogénica. Ademas, en estas condiciones las

células quedan mas protegidas de las fuerzas mecanicas'®' 162,
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IV. MONITORIZACION DE CELULAS IN VIVO

La terapia celular es una practica muy prometedora, pero aun queda por
profundizar en el conocimiento del comportamiento de las células inoculadas in
vivo. Para ello, se requieren técnicas de analisis que nos permitan estudiar su
comportamiento. Para poder interpretar las complejas interacciones que tienen
lugar entre nuestras células y los diferentes tejidos y biomateriales, estos
procedimientos deben idealmente permitirnos evaluar la terapia en tiempo real,

oOptimamente de forma no invasiva.

Algunas de las caracteristicas ideales de estos procedimientos deberian ser'®®

1. Biocompatibilidad (seguridad y no toxicidad).

2. Sensibilidad (capacidad de detectar el menor numero posible de
células).
Cuantificacion (permite contabilizar el numero de células).
Evitar la dilucion del reporter con la proliferaciéon celular

No ser invasivas para usarse en sujetos vivos.

En las ultimas décadas ha habido un gran aumento del numero de tecnologias
de imagen, tanto para la clinica como para la investigacion. Podemos agrupar
los diferentes sistemas de imagen segunla energia que utilizan para
obtener la informacién visual (rayos X, rayos gamma, positrones, fotones y
ondas acusticas), segun la resolucibn espacial que consiguen
(macroscépica, mesoscopica 0 microscopica) o bien segunel tipo de
informacion que se obtiene (anatdmica, fisioldgica, celular o molecular). Los
sistemas de imagenes macroscoépicos que dan informacién anatémica vy
fisiologica son actualmente muy utilizados en clinica y preclinica. Ejemplos de
este tipo de imagen son la tomografia computerizada (CT), las imagenes de

resonancia magnética’® 'y los ultrasonidos. Por otro lado, estan los sistemas
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que dan informacién molecular, de los cuales s6lo algunos se encuentran en
uso clinico o preclinico, ejemplos de ellos seria la tomografia de emision de
positrones (PET), la fluorescencia de reflectancia, la microscopia de fibra 6ptica
o la bioluminiscencia. En la siguiente figura (Figura 10) encontramos resumido

los diferentes tipos de sistema de imagenes.
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Figura 11: Progresion en el desarrollo de los procedimientos de imagen (Adaptada de
Weissleder R., 2008).
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Debido a que cada tecnologia tiene sus ventajas y sus limitaciones (Tabla 3) se

han desarrollado plataformas que combinan diferentes sistemas

Mas de un Uso en
Técnica Resolucién  Profundidad Tiempo Cuantitativo canal animales Uso clinico
Analisis
MRI 10-100ym  sinlimite ~ Minuiosa Si No  fisiolégico, Si
horas molecular y
anatbmico
cT 50 um sinlimite  Minutos Si No Pumon y Si
hueso
Segundos a Vascular e
Ultrasonidos 50 ym cm . Si No imagenes por Si
minutos . L
intervencion
Modalidad de
. imagen
M
PET 12mm  sinlimte  Uo%2 si No  versatil con si
horas
muchos
trazadores
Anticuerpos,
SPECT 12mm  sinlimte Mnubsa Si No  Proeinasy si
horas péptidos
marcados
Procesos en
Fluorescencia 2-3mm <1 cm Segyndos a No Si enfermedades Si
minutos basados en
superficies
FMT 1 mm <f0cm  Minubosa Si si Imagen el esamolio
horas cuantitativas
Expresion
BLI Varios mm cm Minutos Si Si gefmca.)'/ No
migracion
celular

Tabla 3: Caracteristicas principales de las diferentes técnicas de imagen (Adaptada de
Massoud T.F, 2003).

I . Bioluminiscencia: Técnica Optica de Imagen

Se conoce como bioluminiscencia a la produccion de luz de ciertos organismos.
La emision de luz es el producto de una reaccidn quimica catalizada por un
enzima (luciferasa) que oxida un sustrato (luciferina). Las luciferasas estan
ampliamente distribuidas en el reino animal, y pueden tener diferentes

espectros de emision y/o sustratos como se muestra en la Figura 12.
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BIOLUMINESCENCIA

Luciferina 4 - = Oxiluciferina
- Luciferasa .

— - t= 300 400 500 600 700
Longitud de onda {(nm)

Emisién de Luz

Figura 12: Izquierda, Prototipo de reaccion de luciferasa (Photinus pyralis). Derecha,
espectro de emision de diferentes luciferasas. Verde, Photinus pyralis; azul, Renilla

reniformis y rojo, Pyrophorus plagiophalamus

1.1 Tipos de Luciferasas

Las luciferasas mas ampliamente utilizadas son:

e [Luciferasa de la luciérnaga
Este tipo de luciferasa se encuentra en el insecto Photinus o Luciola. Es una
de las luciferasas mas utilizadas y estudiadas, fue purificada y caracterizada en
1978 (Figura 13). Su ADNCc fue clonado y expresado en E. coli por Wet et al. en
1985. Esta luciferasa necesita ATP como cofactor, su sustrato es la luciferina y
tiene un espectro de emisién que va de 550 a 570 nm (Figura 12). Presenta un
pico de actividad que dura entre 15 y 25 minutos después de la inyeccién del
sustrato y su emision de luz puede ser detectada hasta 2 o 3 horas después.
El hecho de quela relacién entre la concentracion del sustrato vyla
luz emitida sea lineal, junto con la existencia de detectores de fotones con una
respuesta también lineal en un rango de 7 6rdenes de magnitud, hacen que
este trazador sea muy conveniente para la generacion de imagenes in vivo

(BLI)®® ya que nos permite detectar luciferasa en el rango de femtomoles.

e [Luciferasa con sustrato colenterazina
Una de las luciferasas mas conocidas que utilizan colenterazina como sustrato
es la de Renilla reniformis (RLuc), una anémona, su ADNc fue aislado por
Lorenz et al. en 1991 (Figura 13). La proteina comparte homologia con la
calmodulina, su actividad esta controlada por la concentracion de Ca®*. El
punto de emisidn maximo de su espectro se encuentra en los 480 nm (Figura

12) y su cinética es muy rapida; se inicia a los 10 segundos y baja rapidamente
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durante los 10 minutos siguientes a la inyeccion del sustrato'®. La reaccién de

la RLuc es mucho mas simple que la de la PLuc ya que no necesita cofactores.

Su rapida cinética también le daria ventajas en experimentos donde se requiere

que la sefial se pierda rapidamente.

Figura 13: Photinus pyralis (A), Renilla reniformes (B).

1.2 Ventajas e inconvenientes de las luciferasas

Las principales ventajas del uso de luciferasas como trazadores celulares se

pueden resumir en que:

Se pueden integrar en el genoma celular, evitando que se diluyan con

la proliferaciéon celular

La cantidad de fotones producidos es proporcional a la cantidad de
células. La correlacion lineal entre numero de células y numero de

fotones nos permitira evaluar el numero de células en los implantes.

Los mamiferos no presentan reacciones quimioluminiscentes, por lo

cual el ruido de fondo es practicamente nulo.

Los instrumentos de deteccion de fotones, ademas de ser
extraordinariamente sensibles, pueden detectar del orden de decenas
de fotones, producen una respuesta lineal, proporcional al niumero de

fotones incidentes'®’.
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Los principales inconvenientes de las luciferasas son la necesidad de utilizar un
sustrato y que los tejidos vivos absorbenla luz visible, lo que limitala
profundidad a la que se pueden detectar las células marcadas dentro de los
animales. Esta absorcion de luz depende del tipo de tejido y de la longitud de
onda, asi, por ejemplo, la piel y el musculo son los tejidos que mejor dejan
pasar la luz, en cambio, organos con un alto contenido en
hemoglobina, como son el higado o el bazo, dejan pasar muy poca luz, ya que
la luz es absorbida por la oxihemoglobina y la desoxihemoglobina de la sangre.
La sefial luminosa se reduce en término medio por un factor de 10 por
cada centimetro de profundidad y esto varia en funcién del tipo de tejido, por lo
que la maxima profundidad que permite la BLI es de 2-3 cm'®®. Otro problema
es que lasimagenes obtenidas son bidimensionales, con lo que falta
informacion de profundidad; con camaras con dispositivo de carga acoplado
(CCD, del inglés Charged couple device) rotatorio o con multiples visiones del
mismo animal solucionariamos parcialmente este problema y se podria obtener

una imagen volumétrica.

1.3 Uso de las luciferasas en modelos de terapia celular
Los diferentes tipos de luciferasas difieren mucho entre si, no existe actividad
cruzada entre los sustratos de la RLuc y la PLuc, lo cual hace posible la
utilizacién de las dos luciferasas en un mismo animal, permitiendo, el estudio

simultaneo de diferentes procesos biolégicos.

La utilizacion de la BLI para el seguimiento in vivo de células requiere de la
modificacion genética previa de las células. Basicamente, se dota a las células
de interés, de la expresion de un gen trazador bioluminiscente (p. ej: Rluc y/o
Rluc), bajo el control transcripcional de un promotor. Segun el gen trazador y el
promotor que usemos para regular la expresion del vector, podremos estudiar
diferentes procesos, como por ejemplo la proliferacion o los cambios en la

expresion de genes de interés entre otros.

El uso de la BLI en modelos de terapia celular nos ha permitido conocer un
poco mejor qué ocurre a nivel de diferenciacion celular'®® con las células que

implantamos. Para ello, las células son doblemente transfectadas, en primer
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lugar con un gen que codifica para una proteina bioluminiscente (p.ej: RLuc)
bajo el control transcripcional de un promotor de actividad constitutiva (activo
continuamente) y en segundo lugar por un gen que codifica otra proteina
bioluminiscente (p. ej: PLuc) bajo el control transcripcional de un promotor
especifico, que solo se activara en el proceso de diferenciacion. La relaciéon
entre la luz producida por las dos luciferasas nos permite determinar tanto el
numero de células en el implante (obtenido a partir de la luz regulada por el
promotor constitutivo), como el estado de diferenciacion (obtenido a partir de la
relacion entre la emision de luz regulada por el promotor constitutivo y la luz

emitida por la luciferasa regulada por el promotor especifico) (Figura 13).

Figura 14: Ejemplo del tipo de imagen obtenida durante la monitorizacion con diferentes

luciferasas. En este ejemplo, RLuc: luz regulada por un promotor de actividad constitutiva,
sirve para determinar el numero de células, mientras que PLuc: luz regulada por un
promotor tejido especifico, sirve para evaluar cambios en expresiéon génica. La relaciéon
entre la emision de luz emitida por la luciferasa regulada del promotor constitutivo (control
interno) y la luz emitida regulada por el promotor tejido especifico nos permite determinar
in vivo el cambio en la expresion de genes, independientemente del cambio en el nimero

de células.
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OBJETIVOS

PRINCIPAL

e Estudio y caracterizacion de un tipo celular derivado de células
mesenquimales de tejido adiposo de elevada tasa proliferativa, para su
uso en terapia celular.

Especificos

i. Caracterizar la capacidad de crecimiento de las células fenotipo
FP-MSC derivadas de células mesenquimales crecidas en medio
EGM-2

ii. Caracterizar las células FP-MSC en comparacion con las células
hAMSC; capacidad de diferenciacién, marcadores de superficie y
perfil de expresion génica.

iii. Caracterizar el perfil de expresion génica de las células FP-MSC
iv. Valorar la bioseguridad de las células FP-MSC.

v. Explorar la aplicacién de las células FP-MSC en terapia celular.

59






MATERIALES Y METODOS






MATERIALES Y METODOS

I. EXPERIMENTACION IN VITRO

1 . Tipos celulares
1.1 293T

La linea celular humana 293T, que deriva del rifibn embrionario y expresa
constitutivamente el antigeno SV40 large T, se obtienen a partir de ’American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA). Esta linea, altamente
transfectable, se ha utilizado en esta tesis como empaquetadoras de virus,

mediante transfecciones transitorias.

1.2 Células madre adulta mesenquimales derivadas de tejido adiposo
(hAMSC)

Las hAMSC fueron obtenidas a partir de lipoaspirados subdérmico de pacientes
con un indice de masa corporal superior a 25. El protocolo seguido para su

aislamiento se describe a continuacion:

-Lavar cinco veces el lipoaspirado con tampén fosfato salino 1X (PBS,
Phosphate-buffered saline), e incubar con un volumen de colagenasa | al
0.075%(Sigma, Steinheim, Alemania) durante 30 minutos a 37° y con
agitacion.

-Inactivar la colagenasa con un volumen de DMEM (Dulbecco’s modified
eagle media-high glucose) (Sigma) al 10% de SBF (suero bovino fetal)
(Sigma)

-Centrifugar a 450 g durante 10 minutos y lavar el precipitado con 50 ml de
solucién de Ringer.

-Resuspender con 10 ml de cloruro de amonio 0,16 M y dejar a temperatura
ambiente durante 10 minutos para lisar los eritrocitos.

-Centrifugar a 450 g durante 10 minutos y el precipitado se resuspende en
medio completo (DMEM (Sigma) + 10% SBF (Sigma) + 1% penicilina-
estreptomicina (P/S) (Sigma)).

- Sembrar en flascén y cultivar a 37°C , al 5% de CO,
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- A las 24 horas, retirar el medio para eliminar las células que no se han
pegado y poner medio completo fresco
1.3 U87 MG

Las células U87 MG (ATCC) son una linea celular de astrocitoma derivada de
gliomas malignos. El cariotipo es hipodiploide con un numero modal de
cromosomas de 44 en el 48% de las células y un ratio del 5,9% de elevada

ploidia.
1.4 PC3

La linea celular PC3 (ATCC) se va a iniciar a partir de la metastasis en hueso
de un adenocarcinoma de préstata de grado IV, de un hombre caucasico de 62
afnos. Esta linea es independiente de andrégeno y presenta casi una tripoidia,

con un numero aproximado de 62 cromosomas.
2. Condiciones y medios de cultivo

Una vez establecidas los diferentes cultivos primarios, el medio de cultivo se
cambia cada 3-4 dias. Los cultivos se mantiene hasta llegar a un 70% de
confluencia, se tripsinizan y se resiembran a una concentracion de 2500 células

viables/ cm?. En todos los casos los cultivos se mantienen a 37° y 5% COs.
Los medios de cultivo empleado son los siguientes:

hAMSC

- DMEM 4500 glucosa (Sigma)
- 2 mM L-glutamina (Sigma)

- 50 u/ml P/S (Sigma)

- 10% SBF (Sigma)

FP-MSC (células mesenquimales estromales de alta capacidad
proliferativa):

- Medio basal EBM-2 (Lonza)

- Suplementado con el conjunto de factores “EGM-2 SingleQuots”, que

contiene: hEGF, Hidrocortisona, GA-1000 (Gentamicin, Amphotecerin B),
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FBS (Fetal Bovine Serum) 10 mL, VEGF, hFGF-B, R3-IGF-1, Acido
Ascorbico, Heparina
- 10% SBF (Sigma)
- Superficie cubierta con fibronectina humana (BD Biosciences) (10ug/ml

diluida en PBS, incubar 30 minutos)

293-T

- DMEM 4500 glucosa (Sigma)
- 2 mM L-glutamina (Sigma)

- 50 u/ml P/S (Sigma)

- 10% SBF (Sigma)

PC3y U87

- Mezcla 1:1 DMEM 4500 glucosa y HAM’s F-12 (Sigma)
- 2 mM L-glutamina (Sigma)

- 50 y/ml P/S (Sigma)

- 10% FBS (Sigma)

3. Estudio de diferenciacion in vitro

3.1 Diferenciacion adipogénica

Para la diferenciacion in vitro de las células mesenquimales al linaje
adiogénico, las células son cultivadas en medio de diferenciacion StemPro
adipogenic diferentiation Kit (Invitrogen Inc, Carlsbad, CA) y en las condiciones

de cultivo recomendadas por el proveedor (www.invitrogen.com/support). Las

células se cultivan a una densidad de 1x10* células/cm? en placas de 12
pocillos durante 14 dias, cambiando el medio cada 3 dias por medio fresco de

diferenciacion.

e Andlisis de la diferenciacién adipogénica:
Se utiliza el colorante liposoluble Oil Red O para la deteccién de triglicéridos,
acidos grasos y lipoproteinas intracelulares. Este colorante da una tincidn
rojiza.
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Protocolo:
-Lavar las celulas con PBS 1X y fijarlas con paraformaldehido (Sigma) al 4%
durante 1 hora.
-Lavar las células fijadas con isopropanol (Panreac s.a, Castellar del Vallés,
Espania) al 60% durante 1 minuto.
-Tedir con solucion Oil Red O (60 ml de la solucién stock, que es una
solucién saturada de Oil Red O en isopropanol 100%, con 40 ml de agua
destilada).
-Lavar dos veces con isopropanol 60% durante 1minuto.
-Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

-Observar al microscopio de contraste de fase.

3.2 Diferenciacion osteogénica

Para la diferenciacion in vitro al linaje osteogénico, las células mesenquimales
son cultivadas en el medio de diferenciacion StemPro osteogenesis
diferentiation Kit (Invitrogen), en las condiciones de cultivo recomendadas por

el proveedor (www.invitrogen.com/support ). Las células se cultivan a una

densidad de 5x10° células/cm? en placas de 12 pocillos durante 14 dias,

cambiando el medio cada 3 dias por medio fresco de diferenciacion.

e Andlisis de la diferenciacion osteogénica:
Se basa en la deteccidn de la deposicién en el cultivo de matriz extracelular
calcificada, caracteristica tipica de los osteoblastos, mediante la tincidén
especifica con el colorante rojo de alizarina y posterior observacion al

microscopio de contraste de fase.
Protocolo:

-Retirar el medio osteogénico.
-Lavar 3 veces con PBS para eliminar los restos de medio y SBF.
-Fijarlas con PFA 4% durante 10min. a T ambiente.

- Lavar 3 veces con agua destilada
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-Tefiir con una solucion al 1% de rojo de alizarina (Merk Inc, Darmstadt,
Alemania) en agua destilada durante 10 min.
- Lavar 3 veces con agua destilada

-Observar al microscopio de contraste de fase.

4. Determinacion del tiempo de duplicacion

El tiempo de duplicacion medio de los diferentes tipos celulares, fue calculado
en la fase de crecimiento exponencial, de acuerdo a la siguiente formula:
Tiempo de duplicacién= Tiempo (dias)/ logz (N2/N1), donde Ni es el primer
recuento de células, y N, es el recuento de células al final de fase de
crecimiento exponencial. EI numero total de células después de iniciarse el
cultivo, fue medido mediante pases de células a una densidad de 2500

células/cm?, hasta que se alcanzo la fase estacionaria.
5. Determinacion de la entrada en senescencia

La entrada en fase de senescencia puede ser determinada por la deteccién la
actividad R-Galactosidasa dependiente de pH. Para ello se empleo el kit
comercial: The Senescence Cell Histochemical Staining Kit (Sigma). Ambos
tipos celulares fueron tefidos segun las instrucciones del fabricante tanto en la
fase exponencial como en fase estacionaria, incubandolas toda la noche a
37°C y sin CO..

6. Andlisis de los marcadores de superficie por citometria de flujo

Se ha analizado el perfil de marcadores de superficie de las diferentes células
en todos los pacientes, empleando la citometria de flujo. La citometria de flujo
nos permite detectar, célula a célula, la presencia o ausencia de una
determinada proteina, previamente marcada con un anticuerpo unido a una

molécula fluorescente.

Se han estudiado los siguientes marcadores de superficie, todos ellos
conjugados con ficoeritrina: CD49d, CD54, CD106, CD73, CD90, CD144,
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CD13, CD44, CD29 (BD Biosciences, San Jose, CA), CD31, C-Kit, CD34,
CD105 (Abcam,), VEGFR (R&D Systems, Minneapolis, MN), CD133 (Milteny).

Protocolo:

El
se

un
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-Poner 100ml de suspension celular, que contiene unas 10° células viables
en tubos de propileno con fondo redondo de 4 ml para Coulter EPICS XL y
lavar con 2 ml de PBS-BSA (1% BSA (Sigma)

-Centrifugar 5 min a 1300 rpm a T2 ambiente, decantar el sobrenadante.
-Resuspender el pellet de células con 100 ul de PBS-BSA.

-Anadir 10 pl del anticuerpo o control isotipico, e incubar durante 1h a T2
ambiente y protegido de la luz. Agitar ligeramente los tubos cada 10min
aproximadamente.

-Anadir 2ml de PBS-BSA y pasar por el agitador suavemente.

-Centrifugar 5 min. a 1300 rpm, y resuspende en 400 ul de PBS-BSA
-Analizar con el citometro Coulter EPICS XL. Se analizaron 10.000 células

viables para cada marcador.

Marcaje celular

marcaje estable de células con proteinas bioluminiscentes y fluorescentes,
ha realizado mediante vectores lentiviricos, ya que las células hAMSC tiene

ratio de divisién bajo.

7.1 Vectores

- El vector pRRL-Luc-IRES-EGFP nos fue cedido por el Dr. Alvarez-
Vallina'® Este vector contiene PLuc bajo el control del promotor del
citomegalovirus (CMV) seguido de un elemento IRES para la expresion de
EGFP

- El vector hrl-mrfp-tk nos fue cedido por el Dr. S. Gambhir (Standford
University, US) y contiene una quimera trifuncional que comprende RLuc, la

proteina roja fluorescente monomérica (mRFP1) y una versién truncada de
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la secuencia codificante de la timidin quinasa del virus del herpes simple

(sr39tk) regulada por el promotor CMV """

- El vector PLox:hPECAMp:PLuc:eGFP, que expresa la quimera PLuc y
EGFP regulada por el promotor especifico endotelial PECAM fue construido
en nuestro laboratorio por J.R. Bagé. En primer lugar el vector lentivirico
pLox:PLuc:eGFP que contenia el gen indicador de fusién PLuc y EGFP, se
obtuvo por amplificacion (PCR) y protocolos estandar de clonaje utilizando
los genes PLuc y EGFP de los plasmidos pGL4.10:PLuc (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) y pEGFP-N1 (Clontech Lab., Palo Alto, CA,
USA). En un segundo paso, HPCAM-1p proporcionado por el Dr. Carmelo
Bernabéu (Centro de Investigaciones Bioldgicas CSIC, Madrid) se cloné en

pLox:PLuc:eGFP utilizando los enzimas Xbal/Spel y Spel respectivamente.

- El vector PLox:hcTnPIp:PLuc:eGFP, que expresa la quimera PLuc y EGFP
regulada por el promotor especifico del gen de la troponina | humana
(hcTnPIp) fue construido en nuestro laboratorio por J.R. Bagé. Igual al
anterior, pero en el segundo paso, hcTnPIp se clon6é en el plasmido
pCR2.11, y de aqui se extrajo utilizando las enzimas Xbal/Spel y se cloné

en el vector pLox:PLuc:eGFP previamente digerido con Spel.

-El vector CDUPRT:puro, que expresa la quimera fusionada de la Cytosina
deaminasa y la Uracilo Fosforibosiltransferasa regulada por el promotor
hibrido EF-1a / HTLV, y el gen puro que confiere resistencia a la puromicina
bajo control del promotor constitutivo de PGK, permitiendo una seleccion de
transfeccion. La proteina quimerica CDUPRT se extrajo del plasmido pORF-
codA::upp (Invivogen, San Diego, CA, USA) y se cloné en el vector
lentivirico pLVX-PURO (Clontech, Mountain View, CA, USA).

7.2 Produccion de particulas viricas

Protocolo:

69



MATERIALES Y METODOS

-Sembrar 3 x 10° células 293T en plaques de 10 cm? de superficie con 5
pg/ml de poli-D-lisina (Sigma) para aumentar la adherencia de las células al
plastico.

-24h después y 2 h antes de la transfeccion de las células, cambiar el medio
y poner 9 ml de medio fresco.

-El vector de transferencia, con los diferentes genes clonados, el plasmido
de envoltura pMD-G-VSV-G env y el plasmido de empaquetamiento
pCMVDRS8.2, se mezclan en una proporcion de 20 ug, 5 pyg y 15 ug,
respectivamente, con H,0 estéril hasta un volumen final de 450 pl.

-Anadir 50 pl de cloruro de calcio (Sigma) 2,5 M, previamente calentado a
temperatura ambiente, a la mezcla de ADN y H»0.

-Con una pipeta Pasteur, anadir esta mezcla, gota a gota, a 500 pl de
HEPES 2X (pH 7) a temperatura ambiente y en agitacion, y dejar inmovil
durante 20 min.

-La mezcla final se afiade, también gota a gota, sobre la placa sembrada
con 293T, mientras se va moviendo ligeramente. Se deja en el incubador a
37°Cy al 5% de CO,

-Dejar las células y el precipitado durante 16h a 37°C i al 5% de CO,,
-Despues de 16h de cultivo, se retira el medio con el precipitado, se lavan
las células con PBS 1X 'y se aflade medio de cultivo sin SBF.

-48h después, se recoge el medio y se centrifuga a 400xg durante 10min
para eliminar los restos celulares y el sobrenadante es filtrado por un filtro
de 0,45 ym. Posteriormente, se hace una ultracentrifugacion a 26.000 rpm a
4°C durante 90 min. con un rotor SW41.Ti en una ultracentrifuga L-100xp
(Beckman Coulter, Fullerton, EUA) para concentrar los virus.

- El precipitado obtenido se resuspende con PBS 1X (con Mg*) y se

congela en alicuotas a -80°C.

7.3 Titulacion de particulas viricas

La titulacibn de las particulas viricas se hace mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) del antigeno p24 del VIH (EIA,

Beckman Coulter).
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-Alicuotas de las muestras y de los controles se disponen en una placa de
96 pocillos junto con el tampdn de lisis, y se incuba durante 1h a 37°C. Se
aspira el medio y se lava los pocillos con el tampon de lavado 6 veces
durante 30seg.

-Afnadir 200 pl de reactivo de biotina anti-VIH-1 humano resuspendido, a
excepcion del pocillo utilizado como blanco, y dejar 1 hora a 37°C.
Seguidamente, aspirar el medio y lavar los pocillos 6 veces durante 30seg.
con el tampédn de lavado

-Anadir 200 yl de SA-HRPO (conjugado de estreptavidina y peroxidasa de
rabano) a todos los pocillos a excepciéon del blanco e incubar a 37°C
durante 30 min. Lavar los pocillos, como se ha hecho previamente.
-Finalmente, afiadir el reactivo TMB (que contiene tetrametilbenzidina y
peroxido de hidrogeno) e incubar en oscuridad 30 min Se para la reaccién
mediante la adicién de acido CSR-1 (4NH2SOy).

-La absorbancia de la coloracibn se mide con un espectrofotbmetro a
450/570 nm. Los resultados se obtienen en pg/ml de cantidad de proteina
VIH-1 p24. En nuestro caso, se obtiene que 10 ng de p24 corresponden a

10° unidades transfectadas (TU).

7.4Transduccion celular

Para marcar las células de manera permanente mediante el uso de particulas

lentiviricas, se realizé el siguiente protocolo

- Se siembran las células mesenquimales a 5000 células/cm? en placas de
12 pocillos.

- Al medio de las células, que contiene polybrene (hexadimethrine bromide)
a una concentracion final de 10 ug/ml, se le afiade el virus concentrado para
obtener una MOI (Multiplicidad de Infeccién, particulas Vviricas
infecciosas/célula) de 20 (2 x 10° TU/ml) en un volumen final de 500 .

- Se deja el medio de transduccidén durante 24h. Se realizan lavados con

PBS 1X, se afiade medio nuevo y se dejan crecer las células.
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- La eficiencia de transduccion virica se determina por la deteccion de
proteinas fluorescentes mediante microscopia de fluorescencia o por

citometria de flujo.

Seleccion de células transducidas.

Las células positivas por fluorescencia, se seleccionan mediante la separacion
de células activada por fluorescencia (FACS). Se seleccionan del 11% al 5%

mas marcado, dependiendo de la capacidad proliferativa del tipo celular.
8. Ensayo de formacion tubulogénica in vitro en Matrigel

El Matrigel™. (BD Bioscience) es una matriz habitualmente empleada para
evaluar la capacidad de diferenciaciéon a células endoteliales, mediante la
formacion de estructura tubulogénicas in vitro. El matrigel es una mezcla
proteica gelatinosa secretada por las células de sarcoma de ratén Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS), que contiene componentes de la membrana basal,
enzimas proteoliticas, inhibidores y factores de crecimiento. A temperatura

ambiente el matrigel solidifica y debe manipularse a 4°C de la siguiente forma:

-Se afiaden 50 pl de solucion de Matrigel TM por pocillo en una placa de 96
pocillos y se incuban a 37°C durante 30 minutos.

-Se siembran 1x10* células en EGM-2 (Lonza) en los pocillos recubiertos de
Matrigel.

-Cada hora se toman imagenes de diferentes campos de los pocillos por
microscopia de contraste de fase. La formacién de tubos se monitorizd
durante 8 horas.

-Las estructuras que se cuantifica por la capacidad de formar circulos

completamente cerrados (Circulos/mm?).
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9. Extraccion de ADN genomico y ARN

El ADN genomico de las células necesario para las CGH fueron extraido con el
kit FlexiGene DNA kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante

(http://www.qgiagen.com/hb/flexigenednakit_en)

El ARN total de las células, que necesitaremos para los Microarrays y RT-PCR,
fueron aislados con el kit RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN) siguiendo el
protocolo del fabricante (http://www1.giagen.com/HB/RNeasyPlusMicroKit EN)

10. Hibridacion Comparativa de Genoma (CGH)

ElI ADN gendmico extraido fue analizado gracias a la colaboracion de Rigola

M.A. y Fuster C, mediante el método descrito por ellas'’?:

- EI ADN de los controles normales y de las células de interés (hAMSC y
FP-MSC de pase 3 y pase 7) fueron marcadas con Spectrum Green-dUtp y
Spectrum Red-dUTP segun las indicaciones del kit comercial (Vysis,
Downers Grove, IL, USA).

- Se tom6 la misma cantidad de ADN control y ADN de las células
estudiadas marcado (500 ng) y 10 ug de ADN Cot-1 y se co-precipitaron
usando etanol.

- EI ADN precipitado se disolvidé en 12ul de tampdn de hibridacion y se
desnaturalizo a 74°C durante 8 minutos.

- Las metafases normales (Vysis) fueron desnaturalizadas a 74°C durante 5
min. e hibridizadas con la mezcla de ADN en una camara humeda durante
2-3 dias.

- Los portaobjetos se lavaron de acuerdo con el protocolo proporcionado por
el fabricante

- Los cromosomas se tifieron con DAPI, resultando un patron de bandas-G,
que se utilizé para identificacion de los cromosomas.

-Los  portaobjetos  fueron  analizados  utilizando el software
V5.C Metasystems Isis  (Metasystems). Las sefales de hibridacion
fluorescente y los patrones de tincion DAPI fueron analizados. El software

realiza un calculo del ratio del ADN de nuestras células frente al ADN
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11.
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control, a lo largo de la longitud de cada cromosoma. Los valore de la
relacion obtenida a partir de al menos 19 metafases se promediaron, y los
perfiles resultante se representaron junto a los ideogramas de los
cromosomas. Valores de la relacién por encima de 1.25 y por debajo de
0.75 se considera que representan ganancias y pérdidas cromosémicas,

respectivamente

Microarrays y andlisis de datos

Los microarrays fueron realizados en la plataforma “Functional Genomics
Core Facility” del IRB (Institute for Research in Biomedicine), en el Parc
Cientific de Barcelona. A continuacion se detalla el protocolo que llevaron a

cabo.

El ARN total de nuestras muestras, extraido segun el punto 9, fue analizado
con “Agilent RNA 6000 Nano Kit” para comprobar su calidad y cuantificarlo,
y con “Agilent 2100 Bioanalyser’ para realizar la electroforesis capilar y

determinar el tamafo, la cuantificacién y la calidad del ARN.

El sistema de microarrays de Affymetrix se basa en la amplificacion de
moléculas de ADN sentido biotiniladas, que hibridan con chips que
contienen un set de sondas diferentes para cada transcrito. Se utilizaron los
GeneChip ® Gene 1.0 ST Array (Affymetrix), que reconocen 28.869 genes
mediante unas 26 sondas distribuidas a lo largo de cada transcrito. El
protocolo de obtencion del ADN fragmentado y marcado, a partir del ARN,
mediante el TransPlex® Complete Whole Transcriptome Amplification Kit

(Sigma; WTA2), se resume a continuacion:

- 25ng de ARN total fue amplificado con 17 ciclos de amplificacion,
utilizando  “TransPlex® Complete  Whole  Transcriptome
Amplification Kit” (Sigma; reference WTA2). 8ug de cDNA fueron
fragmentados por DNAsel, y posteriormente biotinilado por
transferasa terminal obtenido del “GeneChip Mapping 10K Xba
Assay Kit” (Affymetrix; catalog # 900441), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
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- 8ug de cDNA marcado de cada muestra fue hibridado con
“‘Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0ST”, de acuerdo con el
manual descrito en “Affymetrix GeneChip® Expression Analysis
Manual” (Fluidics protocol FS450 _007)

- Los arreglos fueron digitalizadas en un escaner GeneChip 3000
(Affymetrix)

- Los archivos CEL fueron generados a partir de los archivos DAT
usando el software del SMOC (Affymetrix).

- Las sefiales normalizadas de expresion fueron calculadas a partir
de los archivos CEL de Affymetrix utilizando RMA (Robust

Multichip Average)'”

Los resultados se analizaron con el programa Partek Genomics Suite. Mediante
este programa se normalizaron los p-valores por el método de Benjamini-
Hoéchberg, y se filtraron los resultados segun el FDR y el Fold Change (FC). A
continuacion, los resultados se analizaron a nivel funcional mediante el

programa y base de datos “Ingenuity Pathway Analyse” (IPA).
12. PCR a tiempo real

Esta técnica nos permite medir cuantitativamente el numero total de diferentes

MARNS en una muestra.

Procedimiento:
-Partimos de la misma extraccion de ARN total empleado para los
Microarrays.
-El ARN obtenido se cuantific6 con el espectofotdmetro nandrop (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).
-Retrotranscripcion: La obtencion de cADN se realizd a partir de 2 pg de
ARN vy siguiendo el protocolo descrito en el kit Script One-Step RT_PCR kit
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Volumen final de la reaccion: 50 pl
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-25 ul 2X RT-PCR reaction

-(21,5-X) ul H20 libre de nucleases

- X 4l RNA (~2 ug)

-2,5 ul (=250 nM) Random hexamers (50 uM)(Qiagen)

-1 pl iScript Reverse Transcriptase (50X)

y con las siguientes condiciones del termociclador (Bio-Rad):
-10 min a 25°C (alineamiento de hexameros)

-10 min a 50°C (sintesis de ADNCc)

-5 min a 95°C (inactivacion de la transcriptasa inversa)

Las amplificaciones se realizaron con 2 pyl de ADNc y en un volumen final de 50

Ml que contenia:

- 21 pl HO estéril

- 25 yl TagMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA)

-2 ul cADN

- 2 yl sonda (primers)**

**Todas las sondas utilizadas se adquirieron en Applied Biosystems:

o (Genes de expresion constitutiva:
- gliceraldehid 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Hs99999905 ml)

e Genes seleccionados como perfil de las FP-MSC

- cannabinoid receptor 1 (brain) (CNR1) (Hs01038522_s1)

- amphiregulin (AREG/AREGB)

- ephrin-B2 (EFNB2) (Hs00187950_m1)

- FK506 binding protein 5 (FKBP5) (Hs01561006_m1)

- hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1 (HSD11B1)
(Hs01547870_m1)

- prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa (PTEGR2)
(Hs00168754_m1)
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- hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor)(HGF)
(Hs00300159_m1)

- carboxypeptidase M (CPM) (Hs01074151_m1)

- monoamine oxidase A (MAOA) (Hs00165140_m1)

- zinc finger and BTB domain containing 16 (ZBTB16)
(Hs00957433_m1)

- arachidonate 15-lipoxygenase, type B (ALOX15B)( Hs00153988_m1)

- chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20) (Hs01011368_m1)

Analisis de los datos:

Los datos obtenidos se analizaron con el programa ABI Prism 7000 Sequence
Detection System. La cantidad relativa obtenida del gen diana se calculé con el
método de la curva estandar utilizando el gen GAPDH como referencia. Las
comparaciones por lo que se refiere a los niveles de expresion relativa entre las

diferentes muestras se hicieron con el método 224! descrito por Livak et. al.'"
13. Ensayo de viabilidad

Para determinar la viabilidad celular utilizamos el kit comercial “CellTiter 96
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” (Promega). Es un método
colorimétrico que determina el numero de células viables en proliferacién o en
ensayos citotdxicos. Se basa en una reaccion de reduccién por las células de
uno de sus componentes, dando un producto coloreado que se puede detectar

en un espectrofotdbmetro de placas.
Protocolo:

-Se anade 20ul de producto en cada pocillo, que contiene las células en
100ul de medio.

-Incubar 4 horas a 37° y 5%CO.

-Leer en un espectrofotometro de placa, a 490nm de absorbancia.

77



MATERIALES Y METODOS

II. EXPERIMENTACION IN VIVO

1. Ratones

Los animales que se han utilizado a lo largo de esta tesis se han mantenido en
un ambiente libre de patdbgenos. Todos los procedimientos con animales
aplicados a lo largo de los diferentes estudios han sido aprobados por el comité
ético del Centro de Investigacion Cardiovascular (CIC) y por la Generalitat de
Catalunya. Los investigadores han seguido la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal Research (Publicacion
del NIH n°® 86-23, Revision de 1996).

1.1 Ratones SCID

Los ratones SCID (Severe Combined Immunodeficiency) se caracterizan por la
incapacidad de crear una respuesta inmune apropiada a causa de la ausencia
o el funcionamiento defectuoso de los linfocitos T y B, debido a una mutacién
recesiva en el cromosoma 16. A nivel funcional, esta mutacién provoca que el
sistema inmunolégico no madure y estos ratones no pueden combatir

infecciones ni rechazar tumores o trasplantes.

2. Implantacion de células humanas hAMSC y FP-MSC en ratones
SCID

Para poder evaluar la seguridad de las hAMSC y de las FP-MSC de pase
temprano y tardio. Se desarroll6 un modelo ectépico intramuscular (IM), en el
cual se inocularon células humanas en las patas traseras de los ratones. El

procedimiento fue el siguiente:

-Se tripsinizaron las células de manera que quedaran a una concentracion
final de 5 x 10° células GLuc-hAMSC en 50 ul de DMEM 4500 glucosa y se

guardaron en hielo hasta que se inocularon a los animales.
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-Se anestesiaron los animales mediante una inyeccion intraperitoneal (IP)
con 100 mg/kg de ketamina (Merial, Duluth, EUA) y 3,3 mg/kg de xilacina
(Henry Schein, Melville, EUA).

-Para la inoculacién IM, se inmovilizaron los animales y se inyectaron 50 pl

de la suspension celular con una puncion IM en cada pata trasera.

3. Implantacion de células humanas en el cerebro de ratones SCID

Para los experimentos in vivo se desarroll6 un modelo ortotopico de inyeccion
de U87 y hAMSC o FP-MSC (en combinacién o solas) en el cerebro de ratones

SCID de 6 semanas. Se siguio6 el siguiente protocolo:

-Los animales se anestesiaron por inyecciéon IP de 3.3 mg/kg de xilacina
(Henry Schein, Melville, NY,USA) y 100 mg/kg de ketamine (Merial, Duluth,
GA, USA).

-Los ratones se colocaron en un aparato estereotactico (Stoelting, Wood
Dale, IL, U.S.A.) y se fijaron las cabezas utilizando una pinza nasal y dos
barras para las orejas. Se realiz6 un corte en la piel para exponer la
superficie del craneo y se administr6 fentanilo (Kernpharma, Barcelona,
Spain).

-Para la implantacion estereotactica de las células se realizé un agujero en
las siguientes coordinadas (posterior 0,6 mm, lateral 2mm y una
profundidad de 2,75mm respecto a Bregma).

-Las inyecciones se realizaron a una velocidad de 0.25 pl/min con un
volumen de 4 pl utilizando una jeringa Hamilton serie 7000 y la aguja fue
lentamente retirada tras esperar 5 minutos adicionales.

-El cuero cabelludo fue cerrado por sutura y los animales se colocaron
individualmente en jaulas para su recuperacion. Se suplemento el agua con

buprenorfina (Buprex, Schering Plough SA, Madrid, Spain).
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4. Establecimiento de gliomas

Para la implantacién ortotdépica de gliomas se utiliz6 el mismo protocolo
descrito en la seccion anterior. Las U87 que se implantaron en los diferentes

estudios expresaban PLuc.

5. Inyecciones mixtas de células tumorales y hAMSC/FP-MSC en

raton

Para determinar la eficiencia terapéutica en los estudios con hAMSC y con FP-
MSC, se inyectd una mezcla de células tumorales y hAMSC/FP-MSC en

proporcion 1:4, siguiendo el protocolo de la seccion 3 en un volumen total de 6

I,
6. Modelo de tumores ectopico de PC3 en ratones SCID

La produccién de tumores ectopicos se realizd siguiendo el mismo protocolo de
implantaciéon IM de células humanas en ratones del apartado 2. Las células

tumorales de préstata que se inocularon estaban marcadas con RLuc.
7. Modelo in vivo de infarto de miocardio

El modelo de infarto de miocardio en ratones se realiza mediante la ligadura
permanente de la arteria coronaria anterior izquierda descrita por primera vez
en un modelo de rata realizado por Pfeffer et. al. el 1979 '"° y mas adelante en
el modelo de ratdn realizado por Michael i col. el 1995 '"® . En estos modelos,
los cambios histolégicos después de una oclusion total coronaria son similares
a los observados en humanos después de un IAM (infarto agudo de miocardio)
no tratado, pero en cambio, se desarrollan en un marco temporal mas breve y

incluyen una menor infiltracion de células polimorfonucleadas '"” "

Nuestro estudio se realiz6 en ratones hembra SCID de 15 semanas de edad y
de un peso comprendido entre 20 y 24g (Charles River laboratories inc,

Wilmington, Mass, EUA). Los animales se alimentaron ad libitum.
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Material:

- 2X Pinzas Adson (FST, Fine Science Tools, Vancouver, Canada) rectas de
12cm de longitud total.

- 2X Pinzas Bishop-Harman serradas de 8,5 cm de longitud total (FST)

- 1X Pinzas Supergrip (punta amplia) (FST)

- 2X Portagujas Cohan—mini curvados.

- Pinzas i tijeras.

- Pomada oftalmologica.

- Sutura Ethicon Cardiovascular (Johnson-Johnson comp., Nwe Brunswick, NJ,
EUA) de 7-0 de seda negra con dos agujas por sutura del tipo BV-1.

- Sutura monofilamento de polipropileno de 6-0 no reabsorbible con dos agujas
Ethicon del tipo C-1.

- Lidocaina inyectable (1%), 100 ml. Vedco (St. Joseph, MO, EUA)

- Buprenorfina, Buprex (Schering Plough Corp., Kenilworth, New Jersey, EUA)
0,3mg.

- Cola quirurgica intraoperatoria. GLUBRAN2 (GEM, S.r.l.).

- Cola quirurgica Histoacryl® (Braun, Kronberg, Alemanya)

- Dispensador de isofluorano y tanque de oxigeno.

- Lupa

- Respirador con control de presiéon, modelo TOPO (Kent Scientific Corporation,
San Diego, CA, EUA)

7.1 Procedimiento quirdrgico en modelo de infarto
Procedimiento:

- Anestesiar al raton con isofluorano utilizando el vaporizador. Para hacerlo
se coloca al animal en una camara de aislamiento y se realiza la induccion
durante 1 minuto aproximadamente con 5% de isofluorano en 100% de
oxigeno. Seguidamente se suministra un 2% de isofluorano en 100% de
oxigeno mediante un cono nasal y se mantiene la anestesia para que el
animal respire espontaneamente. Se aplica solucibn o pomada
oftalmolégica para evitar sequedad en los ojos.

-Rasurar el cuello y el costado izquierdo del pecho del raton.

81



MATERIALES Y METODOS
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-Limpiar las areas con solucién yodada y etanol 70%.

-Inyectar buprenorfina (0,1-0,5 mg/Kg) subcutaneamente como analgésico.
-Para la intubacion, se expone la traquea con la finalidad de visualizar
correctamente el recorrido del tubo y evitar introducirlo en el es6fago. Se
hace una incision de 0,5 cm en el cuello (0,5 cm por debajo de la boca) y se
separa la piel, las glandulas y la musculatura que envuelve la traquea con
los retractores (Figura 15). Se sujeta la lengua del raton con unas pinzas
curvadas y se mueve hacia un costado. Suavemente se introduce por la
traquea el tubo del respirador (20G). En caso de dificultades para introducir
el catéter, se aplica, con un pincel, una solucién de lidocaina 1% en la
traquea.

-Configurar el respirador a 90 respiraciones/minuto y a un volumen de 0,1
ml para un ratén de 30g. Se ventila al animal con 2% de isofluorano en
100% de oxigeno durante todo el procedimiento quirdrgico. Se sacan los
retractores y se hidrata la herida con solucién salina para evitar la sequedad
hasta que se suture al final de la cirugia.

-Realizar una incisién vertical de 1cm paralela al esternon en el lado
izquierdo del animal y se retiran los musculos pectorales subyacentes. Se
expone el corazén entrando en la cavidad pectoral a través del cuarto

espacio intercostal retirando las costillas adyacentes (Figura 15).

Figura 15: Izquierda, exposicion de la traquea para la posterior intubacion. Derecha,

incision vertical para la exposicion del corazén.
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-Pellizcar el pericardio con los férceps Bishop-Harman y realizar un
pequeio agujero para retirarlo. Localizar la arteria coronaria descendiente
anterior izquierda y ocluirla ligandola con una sutura de 7-0 (haciendo un
doble nudo y dos simples) para provocar un infarto de miocardio (MI)
(Figura 16). El tejido situado por debajo de la ligadura se volvera palido
(Figura 17). Es importante realizar la ligadura a mas de un milimetro de la
auricula, de otra forma el infarto sera demasiado grande para que el animal

sobreviva.

Figura 16: Izquierda, sutura que envuelve la arteria coronaria descendiente. Imagen
derecha, sutura con un doble nudo y dos simples ocluyendo la arteria coronaria

descendiente.

-Colocar sobre la zona infartada la matriz de fibrina que incluye las células a
estudiar. Con tal de asegurar que la matriz queda adherida a la zona de la
lesion, se fija al corazon utilizando cola quirdrgica (GLUBRANZ2, GEM, S.r.l.,

Viareggio, LU, Italia).

Figura 17: Corazén de ratdn infartado después de la ligadura de la arteria coronaria
descendiente anterior izquierda (A) (la flecha indica la zona de la ligadura). Implante de
fibrina con células sobre la zona de la lesion (B (perimetro indicado en rojo). Barra a

escala Tmm.
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-Cerrar el pecho del animal, primero suturando las costillas adyacentes
entre ellas y después la piel como segunda capa utilizando prolene 6-0
(Figura 18). De manera gradual, se reduce el porcentaje de isofluorano

mientras se cierra el animal para que la recuperacion sea mas rapida.

Figura 18: Sutura de las costillas adyacentes (izquierda) y sutura final (derecha).

-Inyectar 0,5 ml de solucién salina subcutdneamente para prevenir la
deshidratacion del animal. Después de apagar la anestesia, se retira el
catéter de la traquea y se ventila el animal con oxigeno 100% hasta que
recupera el conocimiento. Con tal de contrarrestar la posible hipotermia
provocada por la anestesia se mantiene al animal caliente con una manta
calefactora.

-Realizar un seguimiento de la herida, administrar analgésicos y tratar
posibles infecciones con un antibidtico (administracion parental de
enrofloxacina (Baytril®, Bayer HealhCare AG, Leverkusen, Alemania) 85

mg/Kg durante 14 dias).

7.2 Cirugia aguda terminal

La cirugia aguda terminal se realiza a los 30 dias post implantacién con el fin

de quitar los corazones de los ratones para su posterior analisis.

Procedimiento:

-Anestesiar al animal con anestesia inhalada isofluorano al 5% utilitzando el
vaporizador.
-Abrir la cavidad pectoral y poner el corazén con la solucion hipercalmica

fria de Krebs-Henseleit modificada** (contiene butanodiona monoxima para
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bloquear la contraccién) inyectandola en el ventriculo izquierdo a través del
apex. Hay que tener cuidado en evitar la sobrecarga del ventriculo izquierdo
(0,3-0,5 ml). Este método de eutanasia asegura que el corazdn esté en el
estado fisioldgico necesario para los estudios histolégicos del corazon
aislado (diastole).

-Extraccion del corazén y fijarlo en PFA al 4% durante un minimo de 24h a
4°C. Posteriormente se mantienen en una solucion de sacarosa al 30% eb
PBS hasta la saturacién con el objetivo de criopreservarlos. Para su
conservacion y posterior analisis histolégico se cortan de manera
transversal a la altura de la ligadura, obteniendo un segmento basal y uno
apical. Seguidamente se incluyen en OCT (tissue-tek®, SAKURA, Torrance,
CA, EUA) y se congelan de manera inmediata en isopentano enfriado con

nitrégeno liquido. Rapidamente son almacenados en el congelador a -80°C.

**Solucién de fijacién de Krebs-Henseleit modificada (100ml):
-NaCl 0,4¢g

-KCl 0,449

-Glucosa 0,2g

-NaHCO30,01g

-BDM 0,3g

-Heparina (1000U/ml) 1ml

Nota: Mantener la solucién fria i prepararla fresca cada vez.
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III. SISTEMA DE ANALISIS

1. Imagen por biolumniscencia (BLI)

Procedimiento:
-Anestesiar el ratdn mediante una inyeccion IP con 100 mg/Kg de ketamina
y 3,3 mg/Kg de xilacina.
-Administrar el sustrato: IP la luciferina, sustrato de la PLu; IV a través de la
vena caudal la colenterazina (CZN), sustrato de la RLuc.
-Inmovilizar al ratdbn sobre una pieza de metacrilato de color negro y
colocarlo a una determinada distancia del objetivo de la camara (HFP-
Schneider Xenon 0,95/25 mm) de alta eficiencia ORCA-2BT (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu City, Japdén). En cada estudio se mantiene la
distancia, pero ésta es diferente entre los diversos estudios. La distancia
utilizada depende tanto del area del animal donde se quiere detectar la
presencia de células como de la intensidad de la sefal que producen estas
células. Para todos los estudios, el objetivo de la cdmara se encuentra en la
maxima apertura.
-Tomar una imagen del campo claro durante 125 mseg. y con un binning
1x1.
-Inmediatamente después y sin mover la posicion del animal, tomar una
imagen en oscuridad total, donde solo se captan los fotones de luz emitidos
por las células implantadas en el raton. El tiempo y el binning utilizados son
diferentes para cada procedimiento y dependen tanto de la cantidad de

células como de los fotones emitidos por cada una de estas células.

1.1 Cuantificacion de fotones a partir de las imagenes

La cuantificacion de fotones detectados en cada imagen se hace mediante el
programa de anadlisis de imagen Wasabi (Hamamatsu Photonics).Los

resultados se expresan como cuentas fotdnicas (PHCs, photon counts).
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Procedimiento:

Mediante el programa Wasabi se define el area de interés donde se quiere
realiza el calculo de fotones totales y se extrae de la memoria de la imagen los
PHCs captados. De esta manera se obtiene un numero total de PHCs del area
de estudio. Simultdneamente se extrae el numero del total de PHC de un area
de la misma imagen donde no haya sefial detectable. Esto se conoce como
ruido de fondo.

El calculo neto de PHC del area que se quiere estudiar se hace aplicando la
siguiente formula:

PHC = (PHC totales del area de interés)- [(media de PHC del ruido de fondo) X

(numero total de pixeles del area de estudio)]

En los estudios donde ha sido necesario, se normalizan todos los valores de

PHC obtenidos durante el experimento respecto a los del dia inicial.

2. Analisis funcional: Ecocardiograma

La funciéon cardiaca de los ratones se evalué mediante ecocardiografia
transtoracica realizada con un ecocardiografo (Vivid 7, GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, GB) equipado con un transductor lineal de 10 MHz.
Se realizaron medidas basales (1 dia antes del MI) post IAM (2 dias después
de MI) y 3 semanas post MIl. Se realizaron ecocardiografias modo M vy
bidimensionales a nivel de los musculos papilares en la vision paraesternal del

eje largo (Figura 19).

Figura 19: Ecocardiograma en modo M del musculo papilar en la vision del eje largo.
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Los parametros funcionales se calcularon a partir de 5 ciclos consecutivos
utilizando métodos estandar'’®. Se cuantificaron las dimensines (volumen (V),
area (A) y diametro (D)) del ventriculo izquierdo en telesistole (VEs) vy

telediastole (VEd) para el calculo de la fraccién de eyeccion (FE) segun:

FE < (VVEd—VVEs ]L 100
VVEd |

3. Inmunofluorescéncia

Con el objetivo de identificar ex vivo las células implantadas en el parche de
fiborina y determinar su expresibn proteica, se realizan diferentes

inmunofluorescencias siguiendo el siguiente protocolo:

- Secar las secciones con la ayuda de un ventilador durante 30 min.

- Poner las secciones en una camara humeda.

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS.

- Lavar las secciones 3 X 10 min en TBS + 0, 5% Trit6-X100 (0, 5% TBS-T).
- Bloquear durante 1 h en solucién de bloqueo (1% BSA + 5% NDS en TBS-
T).

- Incubar las secciones con el anticuerpo primario en la diluciébn necesaria
(tabla x) en solucion de bloqueo O/N a 4°C en una camara himeda.

- Atemperar durante 1 h a temperatura ambiente.

- Lavar las secciones 3 X 5 min en 0, 5% TBS-T.

- Incubar las secciones con el anticuerpo secundario (tabla x) conjugado
con un fluoréforo a la dilucidon necesaria en TBS durante 1 h a temperatura
ambiente en una camara humeda protegida de la luz (Proteger las
secciones de la luz hasta el final del protocolo).

- Lavar las secciones 3 X 5 min en TBS.

- Incubar con Hoechst (Sigma) (1 g/ml) durante 15 min en una camara
humeda.

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS.

- Montar en medio Fluoromount™ (Sigma).
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Antlgen9 Espeme Dilucién Casa comercial
reconocido huésped
Troponina | cardiaca  Ratén 1:100 (36ug/ml) Abcam ab19615
CD31 Conejo 1:50 (4pg/ml) Abcam ab2864
a-actinina Raton 1100 Sigma A7811
sarcomeérica (no especificado)

Chromoteck
RFP Rata 1:50 (2mg/ml) ref 5E8
RFP Conejo 1:50 (10pg/ml) Abcam ab62341
GFP Pollo 1:200 (5ug/ml) Abcam ab13970
GFP Cabra 1:50 (20pg/ml) Abcam ab66773

Anticuerpos secundarios:

Espeme_ Espeme Dilucién Marcaje Casa comercial

reconocida huésped

Conejo Burro 7,5ug/ml Cy5 Jackson ImmunoResearch ref. 711-175-152
Ratén Burro 7,5ug/ml Cy5 Jackson ImmunoResearch ref. 715-175-151
Rata Burro 7,5ug/ml Cy3 Jackson ImmunoResearch ref. 712-165-150
Conejo Burro 7,5ug/ml  Alexa 549 Jackson ImmunoResearch ref. 711-505-152
Pollo Burro 7,5ug/mi Egls"ght Jackson ImmunoResearch ref. 703-485-155
Cabra Burro 7,5ug/ml Cy2 Jackson ImmunoResearch ref. 705-225-147

Tabla 4: Especificaciones de los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados

en las immunofluorescéncias.

4. Anadlisis morfométrico: Tricromica de Masson

Se cortan los segmentos apicales de los corazones congelados en secciones
de 10 ym de grosor y se tifien un total de 8 secciones por ratén separadas 100
pgm, con una tincién tricromica de Masson (descrita posteriormente) podremos
diferenciar entre cardiocitos y la matriz de colageno. Se captan las imagenes
con una lupa Leica a 10 aumentos que permite incluir la seccidn completa del
corazon. El area fibrética se puede identificar por su color azul claro. Esto nos
permite determinar la medida del infarto (superficie), utilizando el programa de
analisis Imaged. Todas las secciones se han examinado ciegamente y los

calculos de los valores expresados se hacen como se describe a continuacion.
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El area infartada se calcula como el promedio de las superficies ricas en
colageno de las diferentes secciones respecto al promedio de la superficie total

de la pared del ventriculo izquierdo. Los valores se expresan en porcentaje.

4.1 Tincién Tricromica de Masson

La tricrobmica de Masson se utiliza con el objetivo de diferenciar las células del
tejido conectivo que las rodea. En nuestro caso nos permite visualizar la cicatriz
generada después del infarto de miocardio y diferenciarla del tejido viable

restante.

Soluciones necesarias:
- Acido fosfomolibdico:
- 1 g de acido fosfomolibdico en 100 ml H,Odd
- Azul de anilina:
- Acido acético 2,5% (2,5 ml en 100 ml H,Odd)
- Solucion de azul de anilina saturada
- Agua acética:
-1 ml de acido acético
- 99 ml de H,Odd
- Fucsina de Ponceau:
- Solucion A:
1 g de Ponceau Silidina
100 ml H,O acética 0,5%
- Solucién B:
1 g de Fucsina acida
100 ml H20 acética 0,5%

Mezclar 2 partes de la Solucién A + 1 parte de la Solucion B

Protocolo:

- Preparar los diferentes colorantes.

- Desparafinar i rehidratar con un protocolo estandar.
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- Lavar la muestra con agua corriente durante 5 min.
- Tedir con hematoxilina durante 5 min.

- Lavar con agua corriente.

- Lavar con agua acética.

- Lavar con agua corriente.

- Tedir con Fucsina de Ponceau durante 5 min.
- Lavar con agua corriente durante aprox. 1 min.
- Lavar con agua acética durante aprox. 1 min.

- Incubar en acido fosfomolibdico.

- Lavar con agua acética durante 1 min.

- Tedir con azul de anilina durante 5 min.

- Lavar con agua corriente.

- Lavar con agua acética.

- Lavar con agua corriente.

- Deshidratar:

*5 min en etanol 70°

*2 x 5 min en etanol 96°

*2 x 5 min en etanol 100°

*20 min xileno

- Montar.
Resultados esperados:

- Citoplasma, queratina, fibras musculares y eritrocitos-Rojo
- Nucleos-Azul oscuro

- Colageno- Azul

5. Densidad vascular: Tincion con Lectina GSLIB4

La lectina I-isolectina B4 de la Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL | o GSL
I-B4) es un buen marcador para identificar las células de linaje endotelial. '
'®1 Las secciones de corazon de ratén se tifien con lectina GSLIB4 siguiendo el
protocolo que se describe mas abajo. Como sistema de deteccién se utiliza el

anticuerpo Alexa 647 conjugado a estreptavidina (Invitrogen). Se determina el
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area de marcaje de lectina y en proporcién a la superficie total analizada del

tejido. Se obtiene asi el % del area vascular. Se captan imagenes de 20

campos seleccionados aleatoriamente (10 de la zona del margen del infarto y

10

de zonas distales) en 2 secciones por cada animal, en un total de 32

animales (8 controles MI, 8 controles MI fibrina, 8 MI+hAMSC y 8 MI+FP-

MSC). Las imagenes se captan con el microscopio confocal Leica SP5 y tanto

las

superficies de tejido como de marcaje con lectina se miden en cada campo

con el programa de analisis de imagen Imaged. Los valores finales se

obtuvieron a partir de la media de las secciones para no sobredimensionar la

medida de la muestra.

e Procedimiento:

Soluciones necesarias:
-TBS 10x pH 7,4:

-87,66g NaCl
60,579 Tris
1000 ml H20Od

Ajustar a pH 7,4 y diluira 1X
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- Secar las secciones con la ayuda de un ventilador durante 30 min.

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS.

- Lavar las secciones 3 X 10 min en TBS + 0,5% Triton-X100 (0,1% TBS-T).
- Incubacién con la lectina: Diluir la GSL | isolectina B4 biotinilada (Vector,
ref. B-1205) en 1% BSA en 0,1% TBS-T. Incubar o/n a 4°C en una camara
hameda. Dilucion 1:25.

- Atemperar durante 1h a temperatura ambiente.

- Lavar las secciones 3 X 5 min en 0,5% TBS-T.

- Incubar las secciones en estreptavidina conjugada con Alexa 647
(Invitrogen, ref. S32357) en TBS durante 1h a temperatura ambiente en una
camara humeda protegida de la luz. Dilucion 1:500 (4 pg/ml).

- Proteger las secciones de la luz hasta el final del protocolo.

- Lavar las secciones 3 X 5 min en TBS.

- Incubar con Hoechst (1  g/ml) durante 15 min en una camara humeda.
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- Montar en medio Fluoromount™ (Sigma).
-Observacion i captacidon de imagenes en el microscopio confocal de

fluorescéncia Leica SP5 .
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I. FP-MSC: CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES
DE ALTA CAPACIDAD PROLIFERATIVA

Las células mesenquimales estromales de tejido adiposo (hAMSC) son
excelentes candidatas para la terapia celular. Sin embargo, la produccién de
gran cantidad de células (del orden de 10°) necesarias en los procedimientos
de terapia celular en animales grandes, requiere también largos periodos de

cultivo y un peligro asociado de dafio genético.

Es esta tesis, se ha caracterizado un tipo celular derivado de MSC de tejido
adiposo humano que por tener una elevada capacidad proliferativa, pueden ser

de utilidad en diversas estrategias de terapia celular.

1. Comparacion de la capacidad proliferativa y senescencia de las

hAMSC y FP-MSC

Durante estudios de la capacidad de expansiéon de las células mesenquimales
de tejido adiposo humano, se cultivaron hAMSC de diversos pacientes en el
medio estandar, DMEM y EGM-2 (Endotelial Growth Medium), durante

periodos largos de tiempo (Figura 20).
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Figura 20: Esquema de la obtencién de las FP-MSC.

Se midié el tiempo de duplicaciéon, tiempo necesario para que una poblacién
duplique el numero de sus células, a partir de la curva de crecimiento celular en
ambas condiciones. Tal como indica la grafica de la Figura 21, durante la fase
de crecimiento exponencial, las células en EGM-2 presentan un tiempo de
duplicacién medio significativamente mas corto, 1,5 dias, frente a los 5,1 dias
que se precisan en DMEM. Esto se puede traducir en una velocidad de
proliferacion 4,4 veces mayor en EGM-2 que en DMEM. Como resultado, para
obtener un total de 10'° células en cada uno de los medios (interseccion con la
linea roja), se requieren periodos de cultivo medio de 16,9 y 75,0 dias,

respectivamente.

Aunque las hAMSC crecen mas rapido en EGM-2, su capacidad de expansién
sigue siendo finita y no esta modificada. Después de una fase de crecimiento
rapido parece producirse una fase de estacionamiento con crecimiento cero. El
calculo del numero de ciclos transcurridos para llegar a esta fase indica que en
los dos medios parece no solamente haber un numero maximo de ciclos
posibles, sino también que la capacidad de duplicacion poblacional maxima
(PD) es similar, 19,5 y 24,4 ciclos respectivamente en ambas condiciones de
cultivo. Tinciones de R-Galactosidasa en diferentes fases del proceso de

expansiéon nos muestran que tanto las células crecidas en EGM-2 como en
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DMEM, después de un numero determinado de ciclos, entran en fase de

senescencia, después de la cual, cesa la proliferacion celular.

El cambio a fenotipo proliferador se produjo consistentemente en las hAMSC

derivadas de todos los pacientes. A partir de aqui denominaremos las hAMSC
crecidas en EGM-2 como FP-MSC (“fast-proliferating hAAMSC?”).

10.000.000.000.000.000

100.000.000.000.000 4

1.000.000.000.000 -
10.000.000.000

Curva de Crecimiento Celular

NumeroTotal de Células

1I ‘IV
—o—AMSCs
—a— FP-MSCs
40 60 80 100 120 140 160

Figura 21: Capacidad proliferativa de las hAMSC en los diferentes medios. Panel
superior, curva de crecimiento de las hAMSC crecidas en DMEM (AMSC) y en EGM-2

(FP-MSC). La linea roja indica 10'° células. Panel inferior, expresion de R-Galactosidasa

detectada mediante un ensayo colorimétrico, indicando la entrada en fase senescente.

Los numeros romanos indican en qué fase de la curva de crecimiento se analizaron las

2. Morfologia y capacidad de diferenciacion

Mientras que las células mesenquimales en DMEM presentan una morfologia

fibroblastoide, en forma de huso caracteristica. El cambio de medio a EGM-2,

provoca leves cambios en la morfologia de las hAMSC, que aunque siguen
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manteniendo la forma fibroblastoide y fusiforme, son ahora mas alargadas y de

menor volumen, tal como se puede apreciar en las Figura 22, A1y B1.

La capacidad de diferenciacibn a otros tipos celulares es una propiedad
intrinseca que define a las MSC. En este trabajo hemos comprobado que las
FP-MSC conservan su capacidad multipotente tanto a pase temprano (PD
medio ~ 6) como a pase tardio (PD medio ~ 16). Ambos tipos celulares pueden
ser inducidos a diferenciarse, bajo los estimulos adecuados, a linajes tales
como el osteogénico o el adipogénico, (Figura 22 A2 y 3, y B2 y 3). El
colorante rojo de alizarina S, nos permite detectar los depdsitos de calcio
caracteristicos de la diferenciacién a osteocito; el pigmento Oil red O tifie las
vacuolas lipidicas en el interior de las células conforme se han diferenciado a

adipocitos.

FP-MSC

Figura 22: Capacidad de diferenciacion de las hAMSC y las FP-MSC. En la primera
columna se muestra la morfologia celular en ambas condiciones de cultivo. Segunda y
tercera columna, imagenes de cultivos diferenciados al linaje osteogénico y adipogénico

detectados mediante tincion con alizarina S y Oil red O, respectivamente.

3. Marcadores de superficie

Ademas de su capacidad de diferenciacion y adhesiéon a plastico, las MSC
expresan un perfil de marcadores de superficie caracteristico. Por ello, se
comparé para los 3 pacientes la expresion de diferentes marcadores de
superficie, en hAMSC crecidas en DMEM (PD medio ~ 10) y su
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correspondiente FP-MSC (crecidas en EGM-2) de pase temprano (PD medio ~
9) y de pase tardio (PD medio ~ 18); podremos analizar si el perfil
inmunofenotipico se ve afectado por el cambio de medio y/o el tiempo de

cultivo en estas nuevas condiciones.

Segun la definicion de las MSC, mas del 95% de la poblacién debe expresar
los antigenos especificos de superficie CD105, CD73 y CD90, adicionalmente,
no deben expresar (menos del 2% positivas) otros marcadores como por
ejemplo, el CD34. En nuestro caso, las hAMSC crecidas en DMEM cumplen
estos requisitos, sin embargo las FP-MSC presentan dichos marcadores pero
en una proporcion significativamente inferior (p<0.05, 1t<0.01); la ausencia de

CD34 se da en ambos tipos celulares (Figura 23).

A parte de los marcadores mencionados anteriormente, las mesenquimales son
positivas para otros marcadores aunque, ninguno de ellos especifico para
hAMSC (Apéndice |). Se estudiaron marcadores generales como CD13, CD29,
y CD44, y otros marcadores que diferencian las mesenquimales procedentes
de tejido adiposo y medula 6sea, como por ejemplo, el CD49d y CD54 para
los que las primeras son positivas y negativas las segundas y el CD106, para el
que son negativas las hAMSC y positivas las MSC de médula ésea. Salvo el
CD106, que no se encontro en las hAMSC, todos estos marcadores se
encontraron tanto en hAMSC como en FP-MSC. Sin embargo, el nivel de
expresion de cada uno de ellos si fue caracteristico del tipo celular (Figura 22).
Muchos de los marcadores que hemos empleado para analizar las células
mesenquimales, se encuentran también expresados en células endoteliales
(CD29, CD34, CD49d, CD54 CD105 y CD106), y dado que el medio EGM-2 es
un medio inductor de la diferenciacion endotelial, es légico pensar que la
expresion de dichas moléculas de superficie se vea modificada por el cambio
de medio. De entre estas ultimas moléculas, el porcentaje de células positivas
para CD106 y CD49d fue superior en las FP-MSC mientras que disminuyo para
CD54 y CD105 en las mismas células, relativo a las hAMSC.

En lo que se refiere a los marcadores caracteristicos de las células endoteliales

CD31, VEGFR2, y CD144, ninguno de ellos se encontré representado en
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ninguno de los tipos mesenquimales (FP-MSC o hAMSC), excepto por un una
ligera traza (<10%) de células positivas para el VEGFR2 en las hAMSC (Tabla
5).

También se analizé la expresion del CD133 y c-Kit, marcadores de células
madres. Ambos marcadores se encontraron ausentes en hAMSC, y muy poco
expresados en FP-MSC. En el caso concreto del CD133, aunque baja, la
proporcion positiva fue significativamente diferente y superior en las FP-MSC

de pase temprano que en las hAMSC.

A rasgos generales, en lo que se refiere a presencia y/o ausencia de los
marcadores, el perfil de expresion, es bastante similar en ambos tipos
celulares. Sin embargo, se observan diferencias significativas (p<0.05, * 1<0.01)
entre hAMSC y FP-MSC en la proporciéon de células que expresan algunos de

los marcadores

120,00 -
B MSC

. 100,00 - @ FP-MSC pase temprano
g 80,00 0 FP-MSC pase tardio
s
» 60,00
k]
]
S 40,00 -
°

20,00 -

0,00 -

SRS rbb‘vb"\'bQQ@Q@bP‘fb'\@fb'bii\‘
ENGIC ELN N SOS P

Marcadores de Superficie

Figura 23: Marcadores de superficie. Las barras muestran la proporcion de células que
expresan el marcador de superficie indicado en hAMSC y FP-MSC, de pase temprano y
tardio (t-Student, comparado con hAMSC para cada marcador *p<0.05; 1 p<0.01).
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FP-MSC
hAMSC Pase Temprano Pase Tardio
M:f?;‘i’ggs cdaod | 254129 57,6+ 3,6 61,2+3,5
8 | Adiposo | cd54 | 4821155 21,3120 17,0£1,9
% cd 13 99,9 £0,1 90,5+ 0,8 90,9+0,6
g cd 29 12565 46 £1,0 12,2+ 10,6
2 cd 34 0,0£00 0,000 0,0+ 0,0
é Marcadores| cd 44 999 +0,0 92,5+ 0,8 936+ 1,1
% Generales | - 90 98,1 £0,6 77,7+ 1,9 73,2£2,0
o cd 73 996 £0,1 72,8+ 3,1 77,5%3,3
= cd105 | 99303 66,7 + 3,3 482+ 17,0
cd 106 0,0£00 11,9+ 5,1 20,286
ercadores | €214 0,0£00 0,0 +0,0 0,0+ 0,0
Endoteliales cd 31 0,0£00 0100 0,0+ 0,0
vegfr2 8,8+32 0100 0,0+ 0,0
Marcadores de cd 133 0,000 42 +04 2,7+2,3
Célula Madre c-kit 0,8+07 0000 0,0+ 0,0

Tabla 5: Fraccion de células positivas para los marcadores de superficie indicados. Los
datos corresponden a la media de los valores obtenidos de los tres pacientes estudiados

* el error tipico.

4. Tumorigenicidad

Las FP-MSC presentan alta capacidad proliferativa. La necesidad de producir
gran cantidad de células para terapia celular requiere de su expansion in vitro.
El crecimiento celular in vitro puede asociarse con diversos cambios, por ello es
necesario evaluar la capacidad tumorigénica de las células que van a ser

empleadas en terapia celular.

La estabilidad gendmica en las MSC es un tema que ha despertado
controversia. Mientras que diferentes grupos de investigacion han encontrado
indicios de inestabilidad y estabilidad genémica en MSC humanas, otros se han
concentrado en el estudio de la relacion entre los posibles cambios genéticos y

sus implicaciones en la transformacién celular

Con el fin de conocer si se produce algun tipo de anomalias gendémica
asociada al cambio de fenotipo o durante el cultivo, en este trabajo se

realizaron analisis de estabilidad gendmica mediante el procedimiento de
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Hibridacion Comparativa de Genoma (CGH). El procedimiento CGH nos
permite detectar pérdidas, ganancias y amplificaciones del nimero de copias
de ADN, de un tamafo minimo de 5-10 Mb, a nivel cromosémico. Para ello, se
analizaron tanto las hAMSC originales (PD medio ~ 10) como las FP-MSC de
pase temprano (PD medio ~ 9) y tardio (PD medio ~ 18). Nuestro analisis
mostré que en ningun caso hubo ganancias o pérdidas gendmicas significativas
con respecto a las células originales. Cabe apuntar, que una aparente trisomia
del cromosoma 21 detectada en una de las FP-MSC demostro, después de un
analisis mas profundo, estar ya presente en el paciente de origen. A parte de
esto, tanto los cariotipos de las células originales como los de las FP-MSC

derivadas fueron normales (Figura 24).
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Figura 24: Perfil CGH representativo de una de las muestras FP-MSC de pase tardio. Las
areas sombreadas correspondientes a los centromeros y a la heterocromatina
constitutiva, no son consideradas. Las lineas verticales representan valores del ratio de
fluorescencia, asi, las lineas verde y roja corresponden a los valores 1,25 y 0,75
respectivamente. Valores de CGH comprendidos entre 1,25 y 0,75 indican que no hay
ganancias o pérdidas significativas en relacion al ADN control. La relacion (linea negra)
entre el ADN de la muestra y el del ADN control muestra la ausencia de ganancias o
pérdidas de ADN en los cromosomas. Los numeros que corresponden a cada diagrama
indican el niumero de cromosomas y entre paréntesis, el nimero de cromosomas

analizado, respectivamente.

Debido a que el procedimiento CGH solo revela anomalia gendmicas
relativamente grandes, se realizaron pruebas complementarias, mediante
xenotransplantes en animales inmunosuprimidos, para determinar
funcionalmente la capacidad carcinogénica de las FP-MSC. Para ello, hAMSC,
FP-MSC (pase temprano) y FP-MSC (pase tardio) de tres pacientes diferentes

fueron transducidas con un vector lentivirico portador del gen trazador Photinus
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p. luciferase regulado por el promotor de citomegalovirus (CMV) e implantadas
intramuscularmente en los muslos de ratones SCID. Este tipo de trazador nos
permite hacer un seguimiento in vivo del comportamiento de estas células sin la
necesidad de sacrificar los ratones. Se monitoriz6 comparativamente, mediante
imagenes de bioluminiscencia no invasivas, las células hAMSC y FP-MSC de
pase temprano y tardio para los 3 pacientes, durante un periodo de 160 dias.
En este tiempo, aunque solo una fraccion de las células implantas fueron
capaces de sobrevivir después del dia 25 post-inoculacién, no hubo indicacién

de proliferacién celular excesiva ni de generacion de tumor (Figura 25).

1.000.000.000 - Tumorigenicidad

100.000.000 -
10.000.000
1.000.000 4
100.000 -
10.000 -
1.000 A
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Total RLU/min

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (dias)

—Q— MSC —MB— FP-MSC Pase Temprano - =A- = FP-MSC Pase Tardio

hAMSC FP-MSC FP-MSC
Pase temprano Pase tardio

Figura 25: Panel superior, la grafica muestra el niumero de fotones registrado en las
imagenes producidas por las células implantadas en animales vivos. No se observa
crecimiento anormal. Panel inferior, imagen representativa de la ultima adquisiciéon (160
dias) previa al sacrificio de los animales. (A) muslo derecho hAMSC marcadas. (B) muslo

izquierdo FP-MSC pase temprano; muslo derecho, FP-MSC pase tardio.
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5. Perfil de expresion génica

Para continuar con la caracterizacién de las FP-MSC, se realizé un analisis de
expresion diferencial de genes con respecto a las hAMSC de la cuales
proceden. Con este analisis se pretende encontrar un patron de genes
relacionados con el cambio de fenotipo que nos permitiria caracterizar este tipo

celular.

Para ello se emple6 el chip Human Gene 1.0 ST de Affymetrix. Los resultados
fueron analizados con el programa Partek Genomics Suite (Partec Inc.), que
gener6é una lista de genes que, de forma significativa, se expresaban
diferencialmente entre las dos condiciones estudiadas (crecimiento en DMEM
frente a crecimiento en EGM-2). Los valores-p generados fueron corregidos
usando un FDR (false discovery rate) obtenido por el método de Benjamini-
Hochberg, con un punto de corte del 20%. La lista resultante de genes
expresados diferencialmente de forma significativa fue filtrada para incluir solo
aquellos que presentasen un cambio en el nivel de expresion, fold change (FC)

> 1,5 con respecto a las hAMSC.

Para conocer la implicacion en los diferentes sistemas bioldgicos, los genes de
esta ultima lista se analizaron usando el programa “Ingenuity Pathway Analyse”
(IPA). Basado en la base de datos del IPA y un analisis probabilistico, este
programa permite crear redes de interacciones en las cuales, se muestran las
moléculas asociadas por un proceso/funcién determinado. A las redes que se
crean, se asigna una puntuacion basada en el calculo probabilistico, que valora
la probabilidad de que las moléculas de la lista formen parte de una red, por un
fendbmeno de azar. Matematicamente, el resultado de la puntuacion es
simplemente el moédulo del exponente negativo resultante de la prueba de
Fisher, p. €j., una puntuacion de 3, significa que es 1 entre 1000 la posibilidad

de que estas moléculas se encuentren en una red determinada por casualidad.

Las redes bioldgicas encontradas por el IPA con mayor puntuacién fueron:
“Proliferacion y Crecimiento Celular, Morfologia Celular, y Muerte Celular’
(Network 1: puntuacion 82) y “Movimiento Celular, Sefalizacion e Interaccion
Célula-a-Célula, Desarrollo Celular” (Network 2: puntuacion 34). En ambas
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redes, hubo una predominante regulacion al alza en las FP-MSC, como se
puede observar por el numero de moléculas representadas en color verde; la
intensidad del color es directamente proporcional al nivel de expresiéon (Figura
26). En la Tabla 6, se muestran los de FC de los genes inducidos en FP-MSC
recogidos en estas dos redes (estos valores negativos se corresponden con las
moléculas representadas en verde de diferentes intensidades en las diferentes

redes).
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Figura 26: Redes biol6gicas de mayor puntuacion encontradas por IPA.

“Proliferacion y

Crecimiento Celular, Morfologia Celular, y Muerte Celular” (Network 1: puntuacion 82) (A);

“Movimiento Celular, Sefalizacion e Interaccion Célula-a-Célula, Desarrollo Celular”

(Network 2: puntuacién 34) (B). Aquellas moléculas con una expresion diferencial entre

FP-MSC Y hAMSC, se muestran coloreadas; en verde las de mayor nivel de expresién en

FP-MSC y en rojo las de menor. Las moléculas sin color son aquellas que no pertenecen

a nuestra lista aunque actian como conectores entre las moléculas de nuestra lista. La

intensidad del color es directamente proporcional al cambio de nivel de expresiéon o FC.

[Symbaol Entrez Gens Mame Fold Change Location Type{s)
CHR1 cannabincid receptor 1 (brain) —31 627 Plasma Membrane | G-protein coupled receptor
AREGIAREGE | amphiregulin -31.481 Extracellular Space | growth factor
EFMEBEZ2 ephrin-B2 -26.045 Plasma Membrane | other
FKEPS FKE0E binding protein 5 —19,747 Mucleus enzyme
 HsSD11BE1 hydroxystercid (11-beta) dehydrogenase 1 -19,149 Cytoplasm enzyme
PTGER2 prestaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 52kDa =15,357 Plasma Membrane | G-protein coupled receptor
THFSF4 tumor necresis factor (ligand) superfamily, member 4 -7.302 Extracellular Space | cytokine
PRARG peroxisome proliferator-activated receptor gamma -7,209 Mucleus ligand-dependent nuclear receptor
BIRC3 baculoviral 14P repeat containing 3 —£,595 Cytoplazm Snzyme
HGF hepatocyte growth factor (hepapeoistin A; scatter factor) -5,638 Extracellular Space | growth factor
TFRI tizsue factor pathway inhibitor {lipoprotein-associated coagulation inhikitor) —4.329 Extracellular Space | other
- SERPIMNAT serpin peptidase inhibitor, clade & (alpha-1 antiproteinase, antitrypsing, member 1 -2.826 Extracellular Space | other
= IL1RL2 interlzukin 1 receptor-like 2 -2 651 Plasma Membrane | transmembrane receptor
a Cch4o CC40 molecule, THNF receptor superfamily member 5 -2.579 Plasma Membrane | fransmembrane receptor
é PLSCRA1 phozpholipid scramilase 1 -2,288 Plasma Membrane | enzyme
= SCARBE1 scavenger receptor class B, member 1 -2.088 Plasma Membrane | fransporter
S51PR3 sphingesine-1-phosphate receptor 2 —1,983 Plasma Membrane | G-protein coupled recepter
SDC4 syndecan 4 -1,873 Plasma Membrane | other
MAP3K 14 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 —1,964 Cytoplasm kinase
FDxA1 ferredoxin 1 —1,953 Cytoplasm transporter
BCL2L1 BCLZ-lke 1 -1,858 Cytoplazm ather
BIN1 bridging integrator 1 —1,846 Mucleus ather
PHLDAZ pleckstrin homelogy-iike domain, family A, member 2 -1.814 Cytoplasm ather
BCR breakpoint cluster region -1,636 Cytoplasm kinase
PTFRE protein fyrosine phosphatase, receptor type, E -1,620 Plasma Membrane | phosphatase
PREX pretein kinase, X-linked -1,570 Cytoplasm kinase
CDC42EP4 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 4 -1,523 Cytoplasm ather
BAG2 BCL2-associated athanogene 2 —1,507 Cytoplasm ather
CPM carboxypeptidase M =21,245 Plasma Membrane | peptidase
MADA mionaaming oxidase & —16,504 Cytoplazm Snzyme
| ZBTB16 zine finger and BTE demain containing 16 —6,652 Mucleus franscription regulator
CHCLS chemoking (C-X-C motif) ligand 5 -6.570 Extracellular Space | cyiokine
MMD monocyie to macrophage differentiation-associated 6415 Plasma Membrane | other
ALOX156 arachidonate 15-lipoxygenase, type B —4 850 Cytoplasm enzyme
|ccLz0 chemoking (C-C motif) ligand 20 —3,985 Extracellular Space | cytokine
™ RARRES3 retinoic acid receptor responder (tazarotens induced) 2 =-3.517 Cytoplazm ather
£ RAK3 interlzukin-1 receptor-associated kinase 3 -3,260 Cytoplazm kinase
g SLC4243 solute carrier family 43, member 3 -3,120 Extracellular Space | other
LAMB2 laminin, beta 3 -2.843 Extracellular Space | transporier
E SLC2EAB solute carrier family 26, member 6 -2,799 Cytoplazm transporter
IKZF2 IKARCS family zine finger 2 (Helics) -2 788 Mucleus transcription regulator
KAYMNU kynureninase -2.570 Cytoplazm Snzyme
HCLS1 hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1 -2.051 Mucleus tranzcription regulator
THFRSF1B tumor necresis facior recepior superfamily, member 18 —1,887 Plasma Membrane | fransmembrane receptor
ICOSLG inducible T-cell co-stimulator ligand -1,817 Plasma Membrane | other
CYP2TA1 cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1 -1,772 Cytoplasm enzyme
BID BH3 interacting domain death agonist —1 B58 Cytoplasm ather

Tabla 6: Datos de los valores de FC para las moléculas marcadas en verde en las dos

redes de mayor puntuaciéon. En amarillo, se resaltan aquellas moléculas seleccionas para

validacion por RT-PCR.

El programa IPA, nos facilita también informacién relacionada con funciones

biolégicas o enfermedades. Se han encontrado mas de 70 funciones

modificadas (p<0.05) en nuestra lista de genes. En la Figura 27, se muestra un
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fragmento de la grafica original que recoge las funciones biolégicas o
enfermedades modificadas segun la base de datos del IPA. Solo mostramos
las 10 primeras funciones modificadas, que corresponden con las de mayor

valor de p; la altura de la barra equivale al p-valor asignado a dicha funcién.

10,0
75

5.0 1

-log(p-value)

Meurological Disease -l-
Cardiovascular Disease -I-

25

0,0

cancer |

Cell Death

Proliferation

Tissue Development -I_

Cellular Movement
Cellular Growth and

Reproductive System Disease -I_
Embryonic Development -I-
FI-

MNervous System Development
and Function

Figura 27: Funciones biolégicas o enfermedades asociadas a cambios en los genes
analizados segun la base de datos del IPA. La grafica recoge las 10 funciones con mayor
valor p de nuestra lista de genes, la altura de la barra representa el valor p asignado. Las

funciones resaltadas con la elipse roja son aquellas relacionadas con este trabajo.

Basandonos en los resultados de las dos redes de mayor puntuacion, se
selecciond una lista de 12 genes, de acuerdo al nivel de expresion (mayor
induccién en FP-MSC) y a las funciones biolégicas asignadas por el IPA
(“Proliferacién y Crecimiento Celular” p-valor <0,05 y/o “Movimiento Celular” p-
valor <0,05) (Tabla 7).

Estos 12 genes fueron validados por RT-PCR en los dos tipos celulares (FP-
MSC y hAMSC) para todos los pacientes, y ademas, en una pareja extra de
FP-MSC y hAMSC de un paciente nuevo. Los resultados obtenidos de las RT-
PCR confirman los FC obtenidos por los microarrays, entre las hAMSC vy las
FP-MSC para todos los genes seleccionados. Los datos quedan resumidos en

la Tabla 7. De acuerdo a la prueba t para datos pareados, la mayoria de los
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genes presentan un valor medio de FC significativo en las FP-MSC con
respecto a las hAMSC (1 p<0.1; *p<0.05), con lo cual podemos afirmar que

estos genes han aumentado su expresion en las FP-MSC.

Con esto, se puede definir un perfil de expresion de genes concretos, que

caracterizan el fenotipo de las FP-MSC en medio EGM-2.

Red Funcioén Biologica Paciente Paciente Paciente Paciente PromedioFC
Genes Asignada Asignada L060605 L100605 L110605 L020609 (Prueba-T pareada)

migracion celular,

ALOX15B 2 proliferacion celular 2.156,4 1.683,7 1.269,1 566,8 1.703,0 *
migracion celular,

CCL20 2 proliferacion celular 761,2 582,1 46,7 38,4 463,4 ns.
migracion celular,

CNR1 1 proliferacion celular 375,2 38,8 334,5 168,3 249,5 *

FKBP5 1 proliferacion celular 82,6 69,9 54,9 14,7 69,1 *
migracion celular,

HGF 1 proliferacion celular 186,8 19,7 20,8 20,0 75,7 *
migracion celular,

PTGER2 1 proliferacion celular 105,8 798,2 101,2 807,7 3351 *
migracion celular,

ZBTB16 2 proliferacion celular 8.991,2 290,6 1.175,7 276,3 3.485,8 *

AREG/ migracion celular,

AREGB 1 proliferacion celular 86,4 180,3 715,1 58,6 327,2 T

CPM 2 proliferacion celular 176,2 121,3 147,3 37,8 148,3 *
migracion celular,

EFNB2 1 proliferacion celular 70,7 73,4 966,3 24,9 3701 *

HSD11B1 1 proliferacion celular 857,6 260,8 917,4 241,8 678,6 T

MAOA 2 migracion celular 631,8 192,1 675,9 62,3 499,9 *

Tabla 7: Resumen del andlisis IPA y validacion por RT-PCR. Columna “Red Asignada™:
red a la que pertenece cada gen segun el programa IPA; columna “Funcion Biologica
Asignada”: funciones biolégicas asignadas segun IPA y que coinciden con nuestro criterio.
Valores de FC de las FP-MSC con respecto a las hAMSC para cada paciente, en gris los
valores de la muestra nueva. La media del grupo de los pacientes para cada gen fue

analizada mediante la prueba-t para datos pareados (p<0,05; + p<0,1).

6. Origen del fenotipo FP-MSC: SELECCION O INDUCCION

Los resultados anteriores muestran que el fenotipo FP-MSC es un fenbmeno
reproducible caracteristico de las hAMSC. Sin embargo, la poblacién
mesenquimal es heterogénea por definicidon, y para determinar si este cambio
fenotipico se reproduce a nivel celular se estudi6 mediante clonaje celular, el

efecto del EGM-2 sobre clones celulares, cuyo fondo genético es idéntico.

Sin embargo, cabe especular que las FP-MSC o son una subpoblacion

preexistente entre las definidas como células mesenquimales que se ha
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seleccionado por el cambio de medio de cultivo o, por el contrario, el FP-MSC

puede ser un fenotipo inducido en las hAMSC por el cambio de dicho medio.

Para determinar el efecto del EGM-2 a nivel celular, se llevo a cabo la siguiente
estrategia de clonaje celular. Se tomaron células hAMSC de uno de los
pacientes (L020609) y mediante clonaje por dilucién limite se sembrdé una
célula por pocillo, en 5 placas de 96-pocillos en DMEM (Figura 28). De éstas,
aproximadamente el 6,7% de los pocillos (32) generaron colonias procedentes
de una unica célula con fenotipo mesenquimal. Estas colonias fueron divididas
en dos, una mitad se mantuvo en medio DMEM vy la otra se pas6é a EGM-2
(condiciones de cultivo de las FP-MSC). El 30% de estas colonias pudieron ser
expandidas por mas de 15 PD en ambas condiciones. El tiempo de duplicaciéon
medio de los diferentes clones en los dos medios, fue significativamente
diferente: 1.79 dias en EGM-2 frente a los 3.74 dias en DMEM (p<1E-6), tal

como se habia estimado anteriormente.

5 X PLACAS
(96 pocillos)

LN -
1/2 células 1/2 células
+EGM-2 +DMEM

Extraccién G
RNA (~15PD)

Figura 28: Esquema de la estrategia de clonaje celular para estudiar el efecto del cultivo
en EGM-2.

Seleccionamos 3 parejas de clones representativos en cuanto al numero
maximo de células obtenidas se refiere (mayor crecimiento en DMEM, mayor

crecimiento en EGM-2 y un crecimiento equivalente en ambos medios) (Tabla
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8). A cada clon se le asigno la inicial del medio en el que ha sido crecido para

poder diferenciarlas, “D” crecidas en DMEM y “E” crecidas en EGM-2.

Clon M05 Clon M17 Clon M27
DMEM EGM-2 DMEM EGM-2 DMEM EGM-2
(M05-D) Mo5-E) | Mo17-D) | (Mo17-E) | (Mo27-D) | (Mo27-E)
NUmero maximo
de células 800.000 35.000 63.000 405000 | 1730.000 | 3.830.000
Tiempo (dias) 82 46 85 43 78 43
PD (maxima) 19,61 15,10 1594 18,63 20,72 21,87
Tiempo de
Duplicacion 3,47 212 4,45 1,56 3,00 1,33

Tabla 8: Propiedades proliferativas de los diferentes clones seleccionados en las
condiciones de cultivo DMEM y EGM-2. Cada clon tiene la inicial del medio en el que se
ha cultivado, “D”, DMEM; “E”, EGM-2. La fila “Tiempo” indica los dias de cultivo
necesarios para llegar al niumero maximo de células para cada condiciéon. PD, capacidad
de duplicacién poblacional maxima alcanzada. El Tiempo de Duplicacién esta expresado

en dias.

Se extrajo el RNA total de estas 3 parejas de clones, en DMEM y EGM-2,
cuando alcanzaron un numero aproximado de unas 30.000 células (~15PD)
para cada medio. Este RNA se emple6 para realizar RT-PCR para los 12 genes
inducidos caracteristicos del fenotipo FP-MSC. ElI cambio de expresion para
cada clon crecido en EGM-2 con respecto a su “hermano” crecido en DMEM se
resume en la Tabla 9. En la mayoria de los casos, se observa una cambio de
(FC)

independientemente de sus propiedades proliferativas en los diferentes medios.

expresion superior al 1,5 veces para los diferentes genes,
Si aplicamos un T-test comparando el FC de los 3 clones con respecto a los FC
de los 4 pacientes, resulta, para todos los genes, una p>0.05, indicando que los
FC no se pueden considerar estadisticamente distintos, es decir a nivel
transcripcional estos clones no son diferentes de las poblaciones de origen. En
otras palabras, tanto si comparamos colonias hermanas con caracteristicas de
expresion diferentes, crecidas en DMEM o EGM-2, cuyo fondo genético es
idéntico y la principal variable es el medio de cultivo;, como si comparamos
poblaciones heterogéneas derivadas de 4 pacientes diferentes, obtenemos un
patron similar en los cambios de expresion de esta lista de genes concreta.

Teniendo en cuenta que se parti6 de colonias unicas con caracteristicas
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proliferativas especificas en cada medio de cultivo y fenotipo MSC, estos
resultados apoyan la hipétesis de que el medio EGM-2 es el que induce el
fenotipo FP-MSC observado.

Pomedio FC clones

Genes Clon M05 Clon M17 Clon M27  (T-test pacientes vs clones)
ALOX15B 6.165,9 3.029,5 2.176,3 3.790,5 p>0,05
CCL20 1604,4 15,7 5,9 542,0 p>0,05
CNR1 0,3 19,0 0,1 6,5 p>0,05
FKBP5 4,2 130,0 18,6 51,0 p>0,05
HGF 70,6 10,7 1,6 27,6 p>0,05
PTGER? 27 248 9,8 12,4 550,05
ZBTB16 1.804,8 2.040,0 408,5 1.417,8 p>0,05
AREG/

AREGB 464,1 173,0 301,7 313,0 p>0,05
CPM 25,6 15,1 272 22,6 p>0,05
EFNB2 69,9 1.748,5 180,5 666,3 p>0,05
HSD11B1 13125 457,9 357,4 709,3 p>0,05
MAOA 76,6 29 4,4 28,0 p>0,05

Tabla 9: Valores de RT-PCR indicativos de los cambios de expresion para cada uno de
los clones. Valores de FC del clon crecido en EGM-2 con respecto a DMEM para cada
clon y gen. El grupo de los clones fue comparado con el grupo de los pacientes (Tabla 3)
mediante una prueba-T para grupos de diferente varianza. Para todos los genes p>0.05,
no habiendo indicios para considerar ambos grupos estadisticamente diferentes.

7. Reversibilidad del fenotipo FP-MSC

Los resultados anteriores, demuestran que la induccion al fenotipo FP-MSC es

un suceso consistente, tanto a nivel de poblacion como a nivel celular.

Para determinar si dicho fenotipo es una propiedad reversible y exclusiva del
medio de cultivo, llevamos a cabo un intercambio en las condiciones de cultivo
tanto en la poblacién heterogénea como en uno de los clones. Estudiamos el
efecto de dicho intercambio en las células procedentes del paciente L020609 y
del clon M27.

Los pasos que llevamos a cabo, se representa en la Figura 29. Las hAMSC y

FP-MSC del paciente L020609, crecidas en sus correspondientes medio,
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fueron divididas en dos: una parte se mantuvo en su medio de partida, y la otra
parte se pas6 al medio contrario, por ejemplo, para el caso de las FP-MSC, una
parte se mantuvo en EGM-2 y la otra parte se pasé a DMEM. Se extrajo ARN
total de las células, en la primera y segunda semana después del cambio de
las condiciones de cultivo, y se analizaron por RT-PCR los doce genes sobre-
expresados, caracteristicos de las FP-MSC (Tabla 10). El cambio de las
hAMSC al medio EGM-2 reproduce el proceso de cambio al fenotipo FP-MSC
previamente observado, y asi, los doce genes estudiados se pasan a sobre-
expresar con respecto a las hAAMSC mantenidas en su medio original (DMEM),
como venimos viendo en los experimentos anteriores. Sin embargo, cuando las
FP-MSC se cultivan en medio DMEM, la expresién de estos doce genes cae
drasticamente. Se pierde el fenotipo de célula de gran capacidad proliferativa, y
los niveles de expresion de los genes estudiados se parecen mas a los de las

hAMSC crecidas en DMEM que aquellas crecidas en EGM-2.

Podemos afirmar que el fenotipo FP-MSC esta intimamente ligado al medio
EGM-2. Dicha propiedad es reversible, es decir, si estas células vuelven a ser
cultivadas en el medio estandar de las células mesenquimales (DMEM), las
células tornan a la apariencia y velocidad de crecimiento caracteristicos de las
hAMSC, y por otro lado, los niveles de expresidon para los doces genes

estudiados bajan, siendo mas similares a las hAMSC que a las FP-MSC.

Intercambilo de las
condiclones de cultivo

ExtracciGn RNA <=

mantenidas mantenidas cambiadas
(1 semana) en DMEM en EGM-2 & DMEM
Extracclén RNA @ eesmnnmsanasn ¥ i'

(2 semana) @ @

Figura 29: Esquema del proceso de intercambio de las condiciones de cultivo en la

poblacion celular del paciente L020609.
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Fold Change (FC) Respecto su Medio Orginal

. Qontrol .| hAMSC cambiadas a EGM-2 | FP-MSC cambiadas a DMEM
(sin intercambio

de medios) 1 semana 2 semanas 1 semana 2 semanas
ALOX15B 110,62 273,32 480,37 -17,10 -19,32
AREG 11,24 15,35 9,77 -16,21 -5,91
CCL20 1,79 51,10 40,18 2,00 1,25
CNR1 17,76 6,88 3,36 -5,59 -541
CPM 790 7,80 10,26 -1,60 -164
EFNB2 4,02 4,36 2,32 -2,06 -2,01
FKBP5 535 4,20 4,46 -14,72 -12,15
HGF 3,10 1,28 2,23 -2,71 -3,11
HSD11B1 16,11 2643 81,51 1,05 1,27
MAOA 12,11 1,97 4,72 -2,23 -2,82
PTGER2 14,20 5,93 15,70 -5,08 -3,09
ZBTB16 66,37 2593,13 881,02 -5,65 -591

Tabla 10: Resultados del analisis por RT-PCR para evaluar el efecto del intercambio de
medio en las células de la paciente L020609. En esta tabla se representa el FC tras 1 0 2
semanas de cultivo en el medio contrario, respecto al medio original. Columna “Control”,
es el FC de las células empleadas en este experimento sin cambiar sus condiciones de
cultivo (FP-MSC versus hAMSC). Las columnas “hAMSC cambiadas a EGM-2”
representan el cambio de expresion, respecto a las mantenidas en DMEM, después de
una y dos semanas de cultivo con el cambio de medio a EGM-2. Las columnas “FP-MSC
cambiadas a DMEM” representan el cambio de expresion, respecto a las mantenidas en
EGM-2, después de una y dos semanas de cultivo con el cambio de medio a DMEM. En

rojo, se representan la inversa de los valores cuyo FC ha sido inferior a 1.

A nivel celular, se realiz6 el mismo procedimiento que en el caso anterior para
el clon M27, con gran capacidad proliferativa tanto en DMEM como en EGM-2.
El clon M27 crecido en EGM-2 o DMEM (M27-E o M27-D, respectivamente),
fue dividido en 2, una parte se mantuvo en el medio de partida, y la otra parte
se cambid al medio contrario, segun se muestra en la Figura 30. EI ARN total
extraido tras la primera y segunda semana de cultivo después del cambio, se

analizé por RT-PCR para la lista de genes estudiados.

Después de la etapa de “intercambio de las condiciones de cultivo”, el clon
M27-D, cambiado a medio EGM-2, pasa a sobre-expresar los genes que
caracterizan el fenotipo FP-MSC excepto por dos genes (CCL20 y HGF) un
patrén caracteristico para este clon. Dentro del patrén general de expresion, los
niveles de expresion de cada uno de los genes sufren cambios con el tiempo,

como se puede observar en la Tabla 11.
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En el caso del M27-E cambiado a DMEM, las células van reduciendo su
velocidad proliferativa y los niveles de expresion de los diferentes genes
“caracteristicos” van disminuyendo en funcién al tiempo expuesto a DMEM.
Los FC son inferiores a los del control, y aunque no se llega a los niveles
basales, se muestra una clara tendencia a la disminucidén de la expresion de
dichos genes. Pareceria que el hecho de haber seleccionado el clon con mayor
potencial proliferativo, para ese experimento en particular, haya resultado en
cierta inercia y que el cambio de expresion en estos genes requiera mayor
tiempo en DMEM.

Podemos concluir que el cambio de medio a DMEM revierte el fenotipo FP-
MSC a hAMSC, tanto a nivel de velocidad de crecimiento celular como a nivel
de expresidon de los diferentes genes seleccionados, y que este fendbmeno se

observa tanto en la poblacion heterogénea y como a nivel celular.

| 1
N U
112 células /__'& 112 célules
+EGM-2 +DMEM

Clon M27

Intercamblo de las
condiciones de cultivo

M27-E M27-E M27-D Mz7-D
mantenida cambiado cambiado mantenido
Extracciéon RNA <——m | en EGM-2 a DMEM a EGM-2 en DMEM
{1 semanay) B :
¥ ¥

.

h =
et

Extraccién RNA
(2 semana) <N sesmEEEEEmEnE Q

Figura 30: Esquema del proceso de intercambio de las condiciones de cultivo para el clon
M27.

118



RESULTADOS

Fold Change (FC) Respecto su Medio Orginal

_Control | \57.D cambiadoa EGM-2 | M27-E cambiado a DMEM
(sin intercambio

de medios) 1 semana 2 semanas 1semana 2 semanas
ALOX15B 83743 2251,25 757,82 239,24 63,80
AREG 10,03 83,25 7,42 4,84 6,31
CCL20 54,05 69,43 158,21 13,12 21,00
CNR1 0,88 1,31 0,31 1,00 0,74
CPM 138,88 204,95 45,78 6,31 4,27
EFNB2 167,09 103,56 12,11 20,71 7,15
FKBP5 26,01 48,59 17,03 10,83 12,57
HGF 0,93 1,67 0,01 6,21 1,04
HSD11B1 40,92 61,06 11,09 10,62 5,30
MAOA 28,80 17,60 2412 4,60 0,51
PTGER2 8,39 10,45 5,39 7,87 7,20
ZBTB16 4057,64 7984,37 4593,82 45242 61,86

Tabla 11: Resultados del andlisis por RT-PCR para evaluar el efecto del intercambio de
medio en las células del clon M27. Columna “Control”, es el FC de las células empleadas
en este experimento sin cambiar sus condiciones de cultivo (M27-E versus M27-D). Las
columnas “M27-D cambiadas a EGM-2” representan el cambio de expresion, respecto a
las mantenidas en DMEM, después de una y dos semanas de cultivo con el cambio de
medio a EGM-2. Las columnas “M27-E cambiadas a DMEM” representan el cambio de
expresion, respecto a las mantenidas en EGM-2, después de una y dos semanas de

cultivo con el cambio de medio a DMEM.

8. Capacidad de formar estructuras tipo vascular in vitro

La capacidad de las hAMSC para diferenciarse a linaje endotelial esta bien

documentada®14¢.

El MatrigeITM, un material derivado de la matriz extracelular de sarcoma de
raton Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) que proporciona una variedad de factores
capaces de inducir diferenciacion celular, se emplea para evaluar la capacidad
de diferenciacién al linaje endotelial. Una vez las células son implantadas sobre
esta matriz, comienzan una serie de cambios y reorganizaciones que culminan
en la formacion de estructuras tipo vascular que se pueden cuantificar de
diversas maneras. En esta tesis se valor6 la capacidad de formar estructuras
tipo vascular, mediante la contabilizacion de circulos completamente cerrados
(Circulos/mm?) en Matrigel, Los datos representados en la grafica de la Figura
31 muestran el promedio del numero de circulos formados por las hAMSC vy las

FP-MSC de todos los pacientes (n=6 pocillos por paciente y hora). Los analisis
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de la formacion tubulogénica muestran que las FP-MSC sembradas en
Matrigel, no solo producen mayor cantidad de estructuras tipo capilar (*p<0,01
y **p<0,001), sino que ademas, estan mejor organizadas y duran mas en el

tiempo que las hAAMSC.

hAMSC

FC-MSC

40 1 mmm msc
1 FP-MSC * ek

Circulos/imm?

1 2 3 4 5 ] 7 8

Tiempo (horas)

Figura 31: Panel superior, imagenes representativas de las estructuras tubulares
generadas por hAMSC y FP-MSC en Matrigel a diferentes tiempos. Abajo, histograma
representando los datos de capacidad de formacion de estructuras de tipo vascular
(circulos/mm?) en Matrigel™ in Vitro (prueba-t comparando los valores de FP-MSC con

los de hAMSC para cada tiempo * p<0.01; **p<0.001).
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II. APLICACION DE LAS FP-MSC PARA TERAPIA
CELULAR

Tal como describimos anteriormente, las FP-MSC son una fuente segura para
obtener grandes cantidades de células. Si las comparamos con las hAMSC de
las cuales provienen, se pueden conseguir la misma cantidad de células en un
periodo 4.4 veces mas corto, es decir, si queremos producir 10'° células,
necesitaremos dos meses y medio de cultivo de hAMSC y poco mas de una
quincena con las FP-MSC. El tiempo que se gana, en este caso practicamente
dos meses, puede ser critico para el paciente y ello confiere una gran ventaja a
las FP-MSC en tratamientos con células autbélogas. La modificacion de la
funcion biolégica de migracion, y la induccidon de genes relacionados con
procesos de reparacion y anti-inflamatorios registrada en los arrays, junto a una
mayor capacidad angiogénica in vitro, podria influir favorablemente en el

transcurso del procedimiento terapéutico.

Con el fin de valorar el potencial de aplicaciéon terapéutica de las FP-MSC las
comparamos con las hAMSC originales, en varios modelos bien establecidos
de terapia celular, el tratamiento contra el cancer y la terapia regenerativa,

concretamente regeneracion cardiaca.
1. Tratamiento contra el cancer

Existen diversas formas de terapia celular y/o génica contra el desarrollo del

cancer.

En nuestro caso, comparamos la eficiencia de estos dos tipos celulares como
vehiculo de diferentes genes suicidas en el tratamiento de un tumor. Se
emplearon dos modelos de tumor bien establecidos en ratones SCID: (1)
implantacion de U87 (linea celular de glioma humano) en el cerebro del raton, y
(2), inoculacion de PC3 (linea celular de cancer de prostata humano) en los

muslos del ratdn. En ambos modelos estudiamos el efecto de diferentes genes

121



RESULTADOS

citotoxicos, en la poblaciéon de células tumorales, mediante seguimiento de

imagenes no invasivas de bioluminiscencia.

La eficiencia del tratamiento va a depender de conceptos tan complejos como
son la interaccion de la célula terapéutica con la célula tumoral, por ello la
eleccion de un tipo celular adecuado va a determinar si el tratamiento puede

ser efectivo o no.
1.1 Modelo de glioma en ratones SCID tratado con Timidin-Kinasa (TK)

La estrategia terapéutica consiste en utilizar células como vehiculos
genéticamente modificados para expresar enzimas que convierten pro-farmaco
no toéxico, en sustancias tdoxicas que, no solamente matan a las células
terapéuticas sino también a las vecinas. Esta estrategia tiene la ventaja de
producir concentraciones de agentes citotoxicos relativamente elevadas solo en

la proximidad de las células tumorales por lo cual no tiene efectos sistémicos.

La estrategia de nuestros experimentos consistié en marcar tanto los tumores
como las células terapéuticas con genes de luciferasas y proteinas
fluorescentes. Esto nos permite monitorizar y cuantificar el comportamiento

celular en animales vivos mediante imagenes de biluminiscencia (BLI).

Para conocer la eficiencia de las FP-MSC en el tratamiento de gliomas, se
usaron diferentes genes trazadores de luciferasas, que nos permitieron
monitorizar in vivo los cambios en la dinamica de ambas poblaciones: las
células terapéuticas y las células tumorales. Las células tumorales U87 se
trasfectaron con la construccion Pluc-ires-EGFP y las células terapéuticas (FP-
MSC y hAMSC) se trasfectaron con el vector CMV:hRLIuc:RFP:tk; que codifica
para una proteina quimérica triple portadora de: Renila luciferasa (Rluc), RGF,
y una version truncada de la timidin- kinasa del virus herpes simplex, todo ello
regulado bajo el promotor constitutivo CMV. La TK es capaz de fosforilar la pre-
farmaco ganciclovir (GCV) y convertirla en su forma activa (di y trifosfato) que

tienen un efecto toxico en la célula, conduciéndola a la muerte.

En estos experimentos se inocularon conjuntamente U87 y FP-MSC o hAMSC

en una proporcion 1:4 por duplicado, un grupo recibiria la pre-farmaco y el otro
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PBS, como grupo control se implantaron U87 solas, cada grupo consta de una
n=7. Después del 5° dia de la implantacién, se administré diariamente, durante

toda la extension del experimento, GCV a 100mg/Kg de raton.

En la Figura 32, se representa la dinamica de la poblacién de las U87 en los
diferentes grupos estudiados, mediante el seguimiento in vivo por BLI. De todas
las condiciones ensayadas, sélo el grupo hAMSC + GCV presenta un efecto
negativo sobre el crecimiento de las U87; se observa una reduccion del tamafio
del tumor del 93%, en comparacién con el grupo control U87 solas. El grupo
FP-MSC + GCV no mostro efectos citotoxicos visibles. Contrariamente a lo que
cabia esperar, el tumor aumento 32.4 veces con respecto a las U87 solas. Los
controles hAMSC+PBS y FP-MSC+PBS, también promocionaron el crecimiento

del tumor, 23.7 y 15.8 veces respectivamente.

Estos datos cuestionan la eficiencia de las FP-MSC como portadoras del efecto
citotéxico mediado por el gen TK en un tratamiento anti-tumoral. Una de las
explicaciones que se barajan, es si estas células establecen o no algun tipo de
unién con las células tumorales; segun los datos publicados'®'® |a TK
requiere de uniones tipo gap para tener un efecto citotoxico en las células
vecinas. Puede ser que las FP-MSC, a diferencia de las hAMSC, no
establezcan este tipo de uniones y por ello no interfieran negativamente con el

crecimiento de las U87.
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Figura 32: Seguimiento in vivo de los tumores U87 en un modelo de glioma en ratén.
Panel superior, la grafica muestra la cantidad de luz generada por las células tumorales
en funcién del tratamiento, a los tiempos indicados. El tratamiento con GCV se inicio el
dia 5, n=7. Panel inferior, imagenes representativas mostrando la emisién de luz por los

tumores tras 28 dias de tratamiento.

1.2 Modelo de tumor de préostata PC3 ectdpico en raton SICD tratados con
CDUPRT.

El experimento anterior sugiri6 que la falta de eficacia de las FP-MSC en el
tratamiento del glioma U87 podria ser debida a la necesidad de establecer
interacciones entre las células terapéuticas y tumorales. Por ello, decidimos
probar un tipo de gen suicida que no requiriese la intervenciéon de contactos
inter-celulares. Elegimos la fusion génica citosina desaminasa con uracilo
fosforibosiltransferasa (CDUPRT), esta construccion es capaz de convertir la

pro-droga 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-fluoro-uridina monofosfato (5-FUMP), un
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componente tdéxico capaz de matar a la célula que lo porta y por efecto

colateral a la célula vecina, sin necesidad de estar en contacto con ella.

Para este estudio, nos centramos en el estudio del efecto terapéutico
unicamente de las FP-MSC y ademas, cambiamos a un modelo de tumor de
prostata PC3 ectépicamente implantado en muslo de raton SCID, que ademas
de ser mas accesible nos daba la oportunidad de tener en el muslo

contralateral del mismo animal el tumor control no tratado

Se transfectaron las células FP-MSC con el vector CDUPRT-puro y
posteriormente fueron seleccionadas gracias al gen de resistencia a puromicina
que llevaba incorporado el vector, permitiéndonos tener una poblacién 100%
transfectada con el gen de la CDUPRT. Una vez seleccionadas, se realiz6 una
segunda transfeccion con el vector CMV:hRLuc:RFP:tk para incorporarles el
reporter Renila luciferasa (RLuc) para su seguimiento. Las células tumorales

fueron transfectadas con CMV-Pluc-ireEsps-EGFP

La 5-FC a determinadas concentraciones resulta ser toxica para algunas
células. Comenzamos por determinar la concentracién de profarmaco a la que
se deberia trabajar. Para ello, se analizd el porcentaje de viabilidad de las
diferentes células a concentraciones crecientes de 5-FC. Sembramos para
cada tipo celular (PC3, FP-MSC y FP-MSC portadoras del gen CDUPRT) y
concentracion, 4 pocillos con 3000 células en placas de 96 pocillos, y se
incubaron durante 5 dias. Para determinar el numero de células viable
empleamos un ensayo colorimétrico comercial basado en una reaccion de
reduccion de uno de sus componentes llevado a cabo por las células vivas, y
cuyo producto coloreado se puede detectar en un espectrofotometro de placas.
Tal como se observa en la Figura 33 las células PC3 no sobreviven a partir de
la concentracién 250 ug/ml 5-FC, sin embargo, las FP-MSC que no llevan el
gen suicida, se mantienen viables independientemente de la concentracion. En
el caso de las FP-MSC portadoras de la CDUPRT, se observa una caida
progresiva en el numero de células vivas proporcional a la cantidad de 5-FC, a
partir de los 300 ug/ml el porcentaje de células que sobreviven se mantiene

relativamente constante. Basandonos en estos resultados, tomamos como
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concentracién de trabajo: 100 ug/ml, concentracién a la cual se observa una
caida importante en la viabilidad de las células portadoras de la CDUPRT, al
35%, y las tumorales pueden sobrevivir al efecto toxico propio de la pre-

farmaco (sobreviven un 65% aproximadamente).

Efecto del 5-FC
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Figura 33: Ensayo de viabilidad celular. Efecto de la concentracion del pre-farmaco 5-FC

en la supervivencia de los distintos tipos celulares.

El siguiente paso fue confirmar, in vitro, si las FP-MSC que expresan el gen
suicida CDUPRT eran capaces de afectar a las células adyacentes en cultivo,
en este caso las PC3. En este experimento, determinamos la viabilidad celular
por BLI. Como hemos mencionado anteriormente, cada tipo celular lleva una
luciferasa diferente que ademas utiliza un sustrato no intercambiable. Este
sistema nos permite conocer que ocurre con cada tipo celular dentro de un
mismo pocillo de cultivo. Se sembraron en placas de 48 pocillos, 10.000 células
por pocillo (10.000 PC3 o FP-MSC; 5.000 PC3 + 5.000 FP-MSC) con o sin 5-
FC (100 upg/ml). Se determiné la luz emitida en cada pocillo por cada tipo

celular el dia 1y 6.

En la Figura 34, se representan en base a los datos de bioluminiscencia el
porcentaje de células que sobreviven en comparaciéon con los controles no
tratados. Cada valor proviene de la relacion: “luz emitida por célula crecidas
con 5-FC*100” / “luz emitida por células crecidas sin 5-FC”. Se puede observar
que el grupo control de las PC3 se ve afectado por la presencia de la pre-
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farmaco, con una caida al 61% en su supervivencia celular; confirmandose los
valores obtenidos previamente por el test de viabilidad. Del mismo modo
confirmamos que 6 dias de tratamiento con 5-FC, reduce la supervivencia de
las FP-MSC portadoras del gen de la CDUPRT, al 32%. El efecto citotdxico
colateral lo podemos comprobar en el grupo denominado “PC3+FP-MSC”, en
estos pocillos, se analiza conjuntamente la luz de las dos células, PC3 y FP-
MSC. En la categoria con nombre “PC3+FP-MSC” se analiza la luz emitida por
las PC3 (Pluc), y en la categoria “FP-MSC+PC3” la luz emitida por las FP-MSC
(Rluc) . Mientras que la caida de las FP-MSC en presencia de las PC3, es muy
similar a la de las FP-MSC solas, hemos conseguido disminuir el % de
supervivencia de las PC3 al 24%, con lo cual podemos interpretar que la
diferencia entre el 61% (PC3 solas) y el 24% (PC3+FP-MSC) se debe al efecto
citotéxico de las FP-MSC portadoras del gen de la CDUPRT.

Efecto Citotoxico de CDUPRT por BLI
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Figura 34: Efecto citotoxico colateral del CDUPRT mediado por las FP-MSC in vitro.
Andlisis obtenido en base a los datos de bioluminiscencias, especifico para cada tipo
celular. Cada barra representa el porcentaje de células que sobreviven en comparacion
con los controles no tratados. Las dos categorias de la izquierda: “PC3” Y “PC3+FP-MSC”
se han obtenido mediante la cuantificacién de PLuc de las PC3; Las dos categorias de la
derecha “FP-MSC” Y “FP-MSC+PC3” mediante la cuantificacion de la RLuc de las FP-
MSC.

Para los estudios in vivo, se implanté intramuscularmente, una mezcla de PC3

y FP-MSC en una proporcién 1:4, en uno de los muslos de ratones SCID,
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mientras que en el muslo contralateral se implanté solo PC3, como controles
internos. Los animales implantados se dividieron en dos grupos (n=6) segun
recibieron la pre-farmaco 5-FC o PBS. En la Figura 30, se recogen los valores
de proliferacion de las células PC3 a partir de los datos de BLI. Se observan
claramente dos tendencias de crecimiento separadas por 3 oOrdenes de
magnitud: el crecimiento de las PC3 solas y el de las PC3 con las FP-MSC. Las
PC3 inoculadas en conjunto con las FP-MSC presentan una caida post-
inoculacion amortiguada y un crecimiento celular exponencial. Parece ser, que
las FP-MSC tienen un efecto protector y/o estimulador en las PC3, superior al
propio efecto citotéxico. Aunque en la grafica los puntos de las PC3+FP-MSC,
con y sin 5-FC, parezcan iguales, los datos muestran que el tratamiento con 5-
FC reduce a la mitad el aumento de las PC3; sin embargo, en comparacion con

las PC3 solas, crecen del orden de 1000 veces mas.

Efecto Citotoxico del CDUPRT in vivo
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Figura 35: Efecto citotoxico de la CDUPRT in vivo. La grafica, muestra la produccion de
luz por los tumores PC-3.PLuc resultante del tratamiento con las células terapéuticas

indicadas y el pro-farmaco 5-FC.

Las FP-MSC han hecho que las células tumorales PC3 se desarrollen con

gran agresividad, superando incluso cualquier efecto citotéxico que pretendiese
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frenarlas. Posiblemente, sus propiedades paracrinas, inmunomoduladoras y/o

angiogénicas han contribuido con este desmesurado desarrollo.

Los dos previos resultados sugieren que las células FP-MSC son de poca

utilidad en el tratamiento de este tipo de tumores.
2. Regeneracion tisular: Modelo de isquemia cardiaca

Uno de los modelos mejor estudiados de regeneracion celular, es el de
isquemia cardiaca murina. Este modelo se basa en la induccién de un infarto
agudo de miocardio (IAM) mediante la ligadura de la arteria coronaria
descendiente anterior izquierda. Diferentes trabajos sugieren que la aplicacion
de hAMSC en |IAM, mejora la estructura y funcion cardiaca y aumenta la
revascularizacion de la zona infartada, ya sea por propia diferenciacion de las

células implantadas o por efectos de la secrecién de determinadas citoquinas.

En el ultimo capitulo de este trabajo, comparamos la aplicabilidad de las FP-
MSC con las hAMSC en un modelo de isquemia cardiaca en ratdn, utilizando

parches de fibrina como soporte de las células.
2.1 Estrategia de trabajo

Con el objetivo de conocer mejor el comportamiento de las células
implantadas en el miocardio, empleamos una plataforma de seguimiento in vivo

por imagenes BLI.

Usaremos diferentes genes trazadores de luciferasas, que nos permitiran
monitorizar in vivo cambios a nivel de expresion génica. Para ello, las hAMSC y
FP-MSC fueron doblemente transducidas, primero: con el vector de expresion
constitutiva CMV:hRLIuc:RFP, cuya expresion constitutiva se utilizard como
sistema de referencia, y a continuacion, con un vector hPECAM-1p:Pluc:EGFP
o hcTnPIp:Pluc.EGFP, para la expresion inducible de una segunda luciferasa
(que servira como reporter de diferenciacion al linaje endotelial o
cardiomiocitico, respectivamente, tal como se representa en el esquema de la
Figura 31). Las células asi marcadas se sembraron en una matriz de fibrina y a

continuacion fueron implantadas en la zona infartada del ventriculo.
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La combinacion de estos dos tipos de vectores nos permitira monitorizar
importantes parametros en la regeneracion cardiaca, como son: la viabilidad
celular, determinado por la luz regulada por el promotor constitutivo vy la
capacidad de diferenciacion a linaje cardiaco y endotelial, obtenido a partir de
la relacién entre la emision de luz regulada por el promotor constitutivo y la luz

emitida y regulada por el promotor especifico

hAMSC FP-MSC
(RSN {7}

(N W]
{‘\Tj Rluc WRFP rx'r? Tnu NRFP nc'r7

|

/ﬁ\ }ﬁ( S /ﬁ\(\ éﬁé

'R ppECAMAP PLuc eGFP m R perp PLuc #GFP I-Tl LTR hPECAM-1p PLuc eOFP I-TR LR pernip PLuc earp LTR

Figura 36: Esquema de las construcciones lentiviricas utilizadas y estrategia de
transduccion en hAMSC y FP-MSC.

2.2 Estudio in vivo por bioluminiscencia

Las células implantadas en la zona infartada del raton fueron monitorizadas
durante un periodo de 3 semanas, se tomaron imagenes semanalmente de la

cantidad de luz generada por los dos tipos de luciferasa.

La cuantificacion de fotones emitidos por las diferentes luciferasas en los dos
tipos celulares muestran un incremento con el tiempo en la relacion Pluc/Rluc:
tanto cuando el promotor inducible es hPECAM-1p como cuando es
hcTnPlp.Estos resultados sugieren que ha habido un cambio en la expresion
de genes relacionados con la diferenciacion a linaje cardiaco y endotelial,
respectivamente. Durante la primera semana, el cociente Pluc/Rluc fue mas

alto en las hAMSC, comparado con las FP-MSC. Sin embargo, en la segunda
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semana el mismo cociente en las FP-MSC aumenta hasta superar los valores
de las hAMSC, aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas.
Cuando comparamos la expresion especifica de ambos genes en la semana 2,
observamos una expresion de Troponinal mas alta que la de PECAM1, en los
dos tipos celulares, estas diferencias fueron significativas con respecto a las
semana 0 (* p<0.05, 1 p<0.1) (Figura 37).
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Figura 37: Monitorizacion de cambio de expresién génica mediante BLI in vivo. Panel

superior histograma mostrando los resultados del cociente Pluc/Rluc medio en el tiempo,
que muestra el incremento en la expresion de PECAM-1 y Troponinal con respecto a la
semana 0. Panel inferior, imagenes representativas mostrando a tiempo 0 y 2 semanas la
expresion de luciferasa regulada por promotores constitutivos (columnas Rluc) y la
regulada por el promotor especifico hPECAM-p (columna Rluc de la izquierda),o hcTnPlp

(columna Rluc de la derecha).
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2.3 Identificacion de las células trasplantadas

Después de 3 semanas de la implantacion de las células, los ratones fueron
sacrificados. Los corazones extirpados fueron analizados ex vivo mediante un
sistema de imagen de bioluminiscencia y fluorescencia. La Figura 38 muestra
la presencia del parche en la zona infartada (extrema izquierdo). Las imagenes
de bioluminiscencia y epifluorescencia ratifican la presencia de las células
implantadas después del periodo de estudio; incluso, se puede detectar la
sefal GFP indicativa de la expresion especifica de los genes hPECAM-1p o

Troponinal.

Corazon ex vivo

Figura 38: Imagenes de un corazén entero después de las 3 semanas de observacion por

BLI. Izquierda, las puntas de las fechas sefialan el parche de fibrina sobre la zona
infartada, la zona mas palida. Imagenes de bioluminiscencia y fluorescencia estan

sobrepuestas a imagenes en blanco y negro del mismo corazén. Barra de escala, 1mm.

También se llevdé a cabo analisis histolégico de los corazones. Los resultados
del analisis por microscopia confocal confirmaron, en todos los casos, la
presencia de células rojas fluorescentes dentro del parche de fibrina,
correspondiéndose con las hAMSC y FP-MSC que constitutivamente expresan

RFP regulado por el promotor del CMV.

La deteccion de sefal GFP (hPECAM-1p:PLuc:eGFP y hcTnlp:PLuc:eGFP) en
las células implantadas, indica la actividad de los promotores PECAM1 y
Troponinal, corroborandose los resultados obtenidos por BLI. Para demostrar la
presencia de las proteinas PECAM1 y Troponinal, se realizaron tinciones
inmunohistoquimicas anti-PECAM-1 y anti-Troponinal, respectivamente. Los

resultados corroboran que ambos tipos celulares se diferenciaron a linaje
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endotelial y cardiaco. La expresion de la proteina co-localizaba con la sefal
GFP (Figura 39).
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Figura 39: Validacion mediante andlisis histolégico de los resultados de BLI. Las
imagenes de microscopia confocal fluorescente muestran los trazadores RFP (células
implantadas) o eGFP células diferenciadas, al linaje cardiomiocitico, (promotor de
troponina) (A) o al linaje endotelial (promotor de PECAM1) (B). En cada caso, las cuatro
imagenes superiores corresponden a células FP-MSC, y las cuatro imagenes inferiores
corresponden a células hAMSC. La tincién con anticuerpo anti-Troponina o anti-Pecam,
se muestra en blanco (imagen inferior izquierda de cada grupo). La superposicion de las
imagenes anteriores mas la tincién Hoescht se indica como “Hoescht+Overlay” (imagen

inferior derecha de cada grupo).

2.4 Funcion cardiaca
Una vez comprobada la capacidad para diferenciarse de ambos tipos celulares,
estudiamos la contribucién de estas células a la mejora de la funcién cardiaca
mediante analisis de la densidad vascular, analisis morfométrico y

ecocardiografia
e Analisis de la densidad vascular

Para estudiar el efecto del implante en la densidad vascular, se generaron
secciones de miocardio de la zona del implante y se determiné la proporciéon
del area vascular mediante tincién con lectina GSLIB4, especifica para las
células endoteliales. Se tomaron imagenes tanto de la region del margen del
infarto como de la zona mas distal, no se observaron diferencias significativas

entre estas dos zonas, no considerandose como una variable.

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la fraccion del
area vascular en aquellos corazones que han sido tratados. Los ratones
tratados con los implantes con células, presentan valores significativamente
superiores a los del grupo control MI+Fibrina. Sin células, tanto para las
hAMSC como para las FP-MSC, 137.70+28.21% y 159.05+39.48%,
respectivamente (p<0.05), aunque la diferencia entre los dos tipos de células
no son significativas. El grupo control MI+Fibrina presenta también un aumento
en la densidad vascular con respecto al grupo control MI sin fibrina
(76.44+21.58% y 40.11 £8.61%, respectivamente), lo cual sugiere que la propia

fibrina tiene un efecto positivo en la formacion de vasos (p<0.05) (Figura 40).
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Figura 40: Efecto vasculogénico del procedimiento terapéutico. El histograma muestra el
porcentaje de area vascular en los grupos control y tratados (*p<0.05; 1<0.005 respecto al

grupo Ml sin fibrina). Los valores se representan como media + SD.

e Analisis morfométrico

La tincidén tricromica de Masson nos permite diferenciar entre cardiocitos sanos
y la matriz de colageno, resultado de la cicatriz del infarto. Mediante esta
tincion podremos analizar morfométricamente los corazones, nos permitira
calcular el tamafo de la cicatriz del infarto después de 3 semanas del
trasplante, y por consiguiente evaluar el estado de reparacién del miocardio. El
area infartada se calcula como el promedio de las superficies ricas en colageno

respecto al promedio de la superficie total del ventriculo izquierdo.

El analisis morfométrico muestra que los corazones que recibieron el trasplante
celular, tienen una cicatriz superior al de los dos grupos controles, aunque
estos valores no son estadisticamente significativos, en ninguno de los grupos:
MI+Fibrina, MI+hAMSC y MI+FP-MSC, respecto al grupo control Ml (Figura 41).
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Figura 41: Evaluacion del tamafio de cicatriz. El histograma muestra el porcentaje de area
de cicatriz con respecto al area total del ventriculo izquierdo. Los valores se representan

como media + SD.

Este tipo de analisis tiene ciertas limitaciones, ya que el tamafo de la cicatriz
va a depender mucho del tamafio del infarto provocado, del cual no tenemos
valor de referencia. Por ello, se valora mucho mas analisis que se pueden
realizar a lo largo del desarrollo del experimento, sin la necesidad de sacrificar

a los animales, como es el caso de las ecocardiografias.

e Ecocardiografias

La funcion cardiaca se evalu6 a partir de la fraccién de eyecciéon (FE) calculada
a partir de ecocardiografias. Imagenes ecocardiograficas transtoracicas en el
modo M fueron tomadas en diferentes tiempos: pre-infarto (datos basales),
post-infarto (2 dias después de provocarles el infarto) y pre-sacrificio (después
de 3 semanas del infarto). La FE calcula la disminucién del volumen del
ventriculo izquierdo del corazén en sistole (contraccion), respecto a la diastole
(reposo). De modo que, una FE del 50% significa que el corazén al contraerse
reduce el volumen de su ventriculo izquierdo a la mitad, respecto a su posicion
relajada. A mayor FE, mas volumen de sangre es expulsado a través de la

aorta durante el periodo de contraccion.
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En la grafica de la Figura 42, se representan los cambios sufridos en la FE
después de la induccion del infarto y antes de sacrificarlos. El decremento de
FE post-infarto, se determin6 a partir de la diferencia entre los datos basales
(pre-infarto) y los datos post-infarto; del mismo modo, la diferencia entre los
datos pre-sacrificio y los valores post-infarto nos indican el grado de
recuperacion de FE para cada grupo. El decremento post-infarto varia entre los
diferentes grupos, lo que refleja la variabilidad en la generacién de las
isquemias. En base a estos datos, podemos detectar que los animales tratados
con Fibrina y con Fibrina+FP-MSC, presentan los valores mas alto de mejora
respecto al grupo control MI, 18.40 y 17.48% respectivamente. Los ratones
tratados con Fibrina+hAMSC presentan un valor medio de mejora, ligeramente
superior al del control Ml sin Fibrina (10.31 frente al 8.96%). Como en el caso
del analisis de vascularizacién, la fibrina por si sola parece tener un efecto

positivo detectable, superior al propio efecto de las hAMSC.
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Figura 42: Analisis ecografico de la fraccion de eyecciéon. Panel superior, histograma
mostrando los valores de los cambios sufridos en la FE durante el experimento. Barras
negras: caida de la FE después de la induccion del infarto, barras blancas: recuperaciéon
de la FE al finalizar el experimento. Los valores se representan como media £ SD. Panel
inferior, ecocardiografias representativas correspondientes a los diferentes grupos antes

de sacrificarlos.
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La terapia celular con hAMSC es hoy en dia una realidad. Las hAMSC son
consideradas células capaces de promover la regeneracion y la reparacion de
los tejidos dafiados, por ello, tienen un inmenso potencial en la medicina
regenerativa y la terapia celular. Sin embargo, para su uso en aplicaciones
clinicas, particularmente en el tratamiento de grandes lesiones, es necesario

realizar grandes expansiones in vitro.

Hemos detectado, que la exposicion de las hAMSC al medio EGM-2 las dota
de un fenotipo altamente proliferativo, lo cual les concede un especial atractivo
para su uso en terapia celular. Propiedades similares, fueron descritas por
primera vez en hAMSC cultivadas en EGM-2 en el 2007, por el equipo de
Yoshimura'*. En dicho trabajo, caracteristicas como el tiempo de duplicacion,
la capacidad de diferenciaciéon, o los marcadores de superficie fueron

comparados entre las células crecidas en DMEM y EGM-2.

El medio EGM-2 se emplea generalmente en el cultivo de células endoteliales.
Sin embargo, recientemente, el EGM-2 se ha empezado a utilizar con otros

fines; se usa tanto para promover la induccion a diferenciacion a célula

' o embrionaria’®, como para cultivar

7

endotelial en células madre adulta
células no-endoteliales, como por ejemplo células dendriticas'® o progenitoras
de musculo liso'®® '8 Hasta la fecha, pocos trabajos han utilizado este medio
para cultivar hAMSC. En esta tesis, hemos profundizado en la caracterizacion
de dichas células explorando su seguridad y aplicabilidad en diferentes
modelos de terapia celular. A un nivel mas fundamental, nos hemos planteado
si el fenotipo especifico FP-MSC era reproducible a nivel celular, y si dicho
fenotipo, intimamente ligado al medio de cultivo, era una propiedad reversible

para estas células.

Las cantidades de células que se requieren en terapia celular son muy
variables, dependiendo del proceso terapéutico en particular y del autor del
estudio. Sin embargo, se podria utilizar como referencia un valor del orden de 2
x 10° células por Kg. de peso del paciente; lo que implicaria que para un

individuo de 75 Kg. se necesitarian 1.5 x 108 células. El hecho que inicialmente
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nos llamé la atencion fue que las hAMSC crecidas en EGM-2, y que ahora
denominamos FP-MSC, se dividen, aproximadamente 4.4 veces mas
rapidamente que las hAMSC crecidas en DMEM (tiempo de duplicacién de 1.5
dias frente a los 5.1 dias respectivamente); esto se traduce en que para
obtener un total de 10'° células, en EGM-2 se requiere poco mas de quince
dias, mientras que en DMEM se necesita dos meses y medio de cultivo. Este
es un factor relevante ya que el tiempo de cultivo in vitro se considera uno de
los factores determinantes de la aparicién de aberraciones gendmicas®:5%%°,
De hecho, diferentes ensayos clinicos con mesenquimales cultivadas en
condiciones estandar, fueron incapaces de obtener 108 células en menos de 4

Semanas190,191 ,192

. Muchos grupos dedican grandes esfuerzos a mejorar la
productividad celular, ya sea por combinacion de diferentes medios de cultivo o
por adicion de distintos agentes o factores de crecimiento*®**°"*2 E| medio
EGM-2, en este aspecto, concede una gran ventaja a las células cultivadas en
el ya que favorece considerablemente la proliferacién celular, a la vez que
mantiene la capacidad de duplicacién poblacional maxima (PD) a un nivel
similar al de las células cultivadas en DMEM'®. Asi, nuestros experimentos,
revelan que la PD maxima tanto para las hAMSC como para las FP-MSC
derivadas de ellas es muy similar y que los dos tipos celulares tienen,
independientemente del medio de cultivo un crecimiento finito; después de un
periodo de expansion in vitro, inversamente proporcional a su velocidad de
replicacion, entran en una fase estacionaria de tipica de senescencia, que se

caracteriza por la expresion de R-Galactosidasa.

Una propiedad de las células con aplicacion terapéutica debe ser su capacidad
de diferenciacion a otros tipos celulares. Por ello fue importante establecer que
las FP-MSC crecidas en EGM-2, que presentan una clara diferencia
morfolégica y funcional con las hAMSC, mantienen la capacidad de
diferenciacion y siguen siendo multipotentes. Nuestros resultados muestran
que el crecimiento en EGM-2 no afecta la capacidad de diferenciacion y tanto
a pase temprano como a pase tardio, las FP-MSC se pueden diferenciar a
linajes tales como el osteogénico o el adipogénico. El medio de cultivo también
puede influir en la expresion de los marcadores de superficie. Por ello, se

analizaron un conjunto de marcadores caracteristicos de diferentes tipos
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celulares. La expresiéon de los marcadores que definen a las MSC (CD105,
CD73 y CD90, y ausencia de CD34)* se mantienen en las FP-MSC pero en
una proporcion significativamente menor. También se analizaron otros
marcadores de mesenquimales genéricos y especificos de tejido adiposo, y se
encontré que aunque las FP-MSC, son positivas para los mismos marcadores
que las hAMSC, salvo para el CD106 ausente en hAMSC, la proporcién en que
se expresa la mayoria de ellos es diferente, generalmente inferior. Muchos de
los marcadores estudiados son también marcadores de células endoteliales,
dado que el medio EGM-2 es un medio empleado en la diferenciacion a células
endoteliales, es logico pensar que dichas moléculas de superficie se vean
modificada por el cambio de medio. Se observé un incremento en el porcentaje
de CD106 y CD49d y una disminucién en CD54 y CD105 en FP-MSC con
respecto las hAMSC. También se analizaron marcadores propios del linaje
endotelial tales como son: CD31, VEGFR2 y CD144, de los cuales ninguno fue
expresado por las FP-MSC. La vascular cell adhesion molecule o CD106, se
expresa principalmente en células endoteliales, esta implicada en la regulacién
de la migracion de los leucocitos a través de la pared de los vasos sanguineos
y provee puntos de anclaje para el desarrollo de endotelio durante la
angiogénesis'94:19°19
hAMSC y en FP-MSC esta comprendida entre el 11,9% vy el 20,2% en FP-MSC

a pase temprano y tardio respectivamente, lo que supone un pequefio

. La expresion media de este marcador es nula en

incremento relacionado posiblemente al tiempo de exposicion a EGM-2. CD49d
o VLA-4a (Very-late antigen 4) es un miembro de la familia de las integrinas
relacionado con la adhesion celular. Puede actuar como receptor de matriz y
unirse a un dominio concreto de la fibronectina'®’:'%
unirse al CD106'%"%° La interaccion entre el CD49d y el CD106 juega un

importante papel estabilizando la adhesion de los linfocitos a las células
199

, 0 como receptor celular y

endoteliales ™ y mediando la adhesion de los precursores de linfocitos B a las
células estromales de la médula 6sea. Su expresion media pasa de 25.4% en
hAMSC, a 576 y 61.2% en FP-MSC de pase temprano y tardio
respectivamente, duplicandose la expresion basal de las hAMSC. Este
aumento puede deberse tanto al cambio de medio a EGM-2 como por

cobertura de fibronectina de las superficies donde fueron crecidas estas
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células. También se estudio la expresion media del CD133 y c-Kit, marcadores
de células progenitoras. Ambos marcadores se encontraron ausentes en
hAMSC, pero presentes en una proporcion baja en FP-MSC. En el caso
concreto del CD133 de pase temprano, la proporcion media positiva fue
significativamente superior a la de las hAMSC. Esta molécula se expresa en
células progenitoras hematopoyéticas, endoteliales y gliales entre otros tipos

200,201

celulares . Aunque es un buen marcador de células progenitoras, se

desconoce cual puede ser la implicacion funcional en las FP-MSC?".

Para la aplicacion clinica es indispensable que las células cumplan con el
requisito de ser un agente terapéutico seguro. De forma indirecta, la entrada en
senescencia sugiere que estas células no han sufrido ningun proceso de
transformacion neoplasica, y de hecho algunos trabajos relacionan la entrada
en senescencia a un mecanismo de seguridad que protege del desarrollo de
tumores®®. Las células mesenquimales humanas expandidas a gran escala in
vitro, para su uso clinico, presentan baja susceptibilidad de transformacion
neoplasica®. Sin embargo diversos trabajos indican que los periodos
prolongados de cultivo poden resultar en la generacion espontanea de

aberraciones cromosomicas®®8%%

, Yy llegar a formar carcinomas en ratones
inmunosuprimidos®®, aunque también podemos encontrar en la literatura,
casos donde el proceso de transformacion se ha debido a contaminacién
cruzada con células tumorales y/o a otros artefactos®>**%>%_ Sin embargo,
otros estudios demuestran que las MSC con y sin aberraciones, pueden ser
inoculadas en ratones inmunodeprimidos o incluso en pacientes (transplante
alogénico), y no desarrollar ningun tipo de tumor, después de un seguimiento
de 8 semanas (ratdén) y 2 anos (pacientes) (R78). En nuestro caso, las FP-
MSC y hAMSC fueron analizadas por Hibridacidn Comparativa de Genoma
(CGH) para conocer si hubo algun tipo de ganancia o pérdida cromosomica
asociada a la ventaja de crecimiento in vitro. No se detect6 ningun tipo de
cambio gendmico significativo con respecto a las hAMSC parentales (PD medio
~10), tanto a pase temprano (PD medio ~9) como tardio (PD medio ~18),
coincidiendo con los trabajos que defienden la estabilidad genémica en las
mesenquimales®’. Cabe apuntar, que mientras dos de las muestras empleadas

presentaron un cariotipo normal, una tercera tuvo una trisomia del cromosoma
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21, que pudimos demostrar que era pre-existente en las hAMSC de origen y
que se mantuvo en las FP-MSC. Aunque tanto la entrada en senescencia como
la estabilidad gendmica se pueden considerar como buenos indicadores de que
estas células son seguras, consideramos prudente profundizar en este punto,
dada su relevancia en las aplicaciones clinicas verificando que las FP-MSC de
ninguno de los pacientes, crecidas in vitro tanto a pases tempranos como
tardios eran capaces de formar tumores en ratones inmunosuprimidos. En
estos experimentos, utilizamos un gen de luciferasa como trazador, que nos
permiti®6 monitorizar por imagenes de bioluminiscencia no invasiva el
comportamiento de las células durante un periodo de mas de 22 semanas (160
dias). Aunque en este tiempo, s6lo una fraccién de las células implantas fue
capaz de sobrevivir mas alla del dia 25 post-inoculacién, no hubo indicacién
alguna de proliferacion celular excesiva ni de generacién de tumor,

corroborando de nuevo la seguridad de estas células.

Las caracteristicas especiales de las FP-MSC sugieren cambios especificos en
la expresidn génica que podrian utilizarse no solo para comprender sus
propiedades sino también para establecer un patron caracteristico que nos

sirviese en el futuro como control de calidad.

Para ello continuamos la caracterizacion de las FP-MSC examinando las
diferencias a nivel de expresion génica con las hAMSC, mediante analisis de
microarrays. La aplicacion del programa IPA a la coleccion de genes
diferencialmente expresados entre ambos tipos celulares revela que las dos
redes biologicas de mayor puntuacién encontradas estan relacionadas con
propiedades ya detectadas e interesantes para la terapia celular, a saber:
“Proliferacion y Crecimiento Celular, Morfologia Celular, y Muerte Celular’
(Network 1: puntuacion 82) y “Movimiento Celular, Sefalizacién e Interaccion
Célula-a-Célula, Desarrollo Celular” (Network 2: puntuacion 34). En ambas
redes, se registra una predominancia de moléculas reguladas al alza en las FP-
MSC. Aunque no podemos determinar si estd contribucion favorece o
desfavorece dichas funciones sélo con los datos de expresion génica, si
sabemos que las FP-MSC proliferan mucho mas rapido que las hAMSC en

condiciones de cultivo in vitro. Basandonos en los resultados de las dos redes
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de mayor puntuacién, se seleccion6 una lista de 12 genes, de acuerdo a los
niveles de mayor expresion y a las funciones biolégicas asignadas por el IPA
(“Proliferacion y Crecimiento Celular” p-valor <0,05 y/o “Movimiento Celular” p-
valor <0,05). Estos 12 genes fueron validados por RT-PCR en los dos tipos
celulares (FP-MSC y hAMSC), para todos los pacientes, y en una pareja extra
de FP-MSC y hAMSC de un paciente nuevo. Este estudio confirmé en todos los
casos, la existencia de un patrén de cambio significativo en la expresion de la
mayoria de estos genes, entre las hAMSC y las FP-MSC. Esto nos permite
definir un grupo de genes que constituyen un perfil para caracterizar el fenotipo
FP-MSC en el medio EGM-2.

El fenotipo FP-MSC es un fendmeno reproducible y caracteristico de las
hAMSC como poblacion. Sin embargo, debido a que la poblacion mesenquimal
es heterogénea, decidimos estudiar el efecto del medio EGM-2 a nivel celular y
determinar si todas las células tienen capacidad para responder del mismo
modo al cambio de medio. Para ello, clones de células aisladas de un unico
paciente, fueron expuestos a ambos medios. Esta estrategia nos permitio
eliminar variables como la diversidad genética de la poblacién y/o de los
pacientes. El 30% de las colonias generadas pudieron ser expandidas por mas
de 15 PD en ambas condiciones. El tiempo de duplicacién medio de los clones
en los dos medios, fue significativamente diferente: 1.79 dias en EGM-2 frente
a los 3.74 dias en DMEM, valores similares a los que hemos ido encontrando
en las células de los diferentes pacientes. Sin embargo, el PD maximo, fue una

caracteristica de cada clon e independiente del medio de cultivo.

Verificamos la adquisicion del fenotipo FP-MSC a nivel celular analizando la
expresion de los 12 genes inducidos caracteristicos de las FP-MSC mediante
RT-PCR, en 3 parejas de clones representativas. El cambio de expresidén para
cada clon crecido en EGM-2 con respecto a su “hermano” crecido en DMEM
muestra mayoritariamente, una activacion de la coleccion de los genes del
perfil FP-MSC, independientemente de su PD maximo. Si comparamos
estadisticamente, el comportamiento a nivel de expresién génica de estos tres
clones con el de las cuatro poblaciones de los pacientes estudiados, resulta

que para todos los genes, p>0.05, indicando que los FC no se pueden
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considerar estadisticamente diferentes. En otras palabras, tanto si comparamos
las colonias hermanas crecidas en DMEM o EGM-2, cuyo fondo genético es
idéntico y la principal variable es el medio de cultivo; como si comparamos
poblaciones heterogéneas derivadas de 4 pacientes diferentes, obtenemos un
patrén similar en los cambios de expresion de esa lista de genes concreta. Por
lo que estos resultados apoyan la hipétesis que el medio EGM-2 induce el

fenotipo FP-MSC tanto a nivel poblacional como a nivel celular.

La induccion al fenotipo FP-MSC se repite consistentemente, podria ser
interesante conocer si este proceso es irreversible, o si depende del medio de
cultivo. Para determinar si se puede revertir al fenotipo hAMSC, se
intercambiaron las condiciones de cultivo tanto en las células derivadas de un
paciente como las de uno de los clones, y se analizé la expresion de los 12
genes del perfil FP-MSC.

Nuestros resultados demostraron que el fenotipo FP-MSC esta intimamente
ligado al medio EGM-2 y es una propiedad reversible. Es decir, si las células
FP-MSC se cultivan en el medio de las células mesenquimales (DMEM), las
células tornan a la apariencia y velocidad de crecimiento caracteristicos de las
hAMSC, y por otro lado, los niveles de expresion de los doces genes del “perfil”
estudiados disminuyen, haciéndose mas similares a los de las hAMSC. Para el
caso del paciente analizado, se observo una clara bajada del FC para todos los
genes al cabo de s6lo una semana de intercambio de medio, que se mantuvo
durante la segunda semana. En el clon FP-MSC estudiado, el FC para cada
gen mostroé una tendencia a disminuir con el tiempo, aunque nunca se alcanzé
el nivel basal observado en las hAMSC. Posiblemente el hecho de haber
elegido el clon con mayor potencial proliferativo haya influido en los resultados

obtenidos.

Gracias a esta plasticidad celular, podriamos obtener grandes cantidades de
células en un periodo corto de tiempo, y podriamos elegir si queremos trabajar
con células tipo hAMSC o FP-MSC.
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APLICACIONES TERAPEUTICAS

Las FP-MSC ademas de por su similitud con ciertas propiedades de las
hAMSC y su ventaja de crecimiento in vitro, presentaron dos resultados en
nuestro analisis, la expresion de genes asociados a los procesos de reparacion
y anti-inflamatorios y una mayor capacidad angiogénica que sugirieron su

potencial de las FP-MSC como agentes terapéuticos.

Tanto el tejido de origen de las células mesenquimales como las condiciones
de cultivo, influyen en la expresion de los diferentes genes. De acuerdo con los
resultados de un estudio reciente que compara la expresion diferencial entre
las células mesenquimales de origen adiposo y las de la médula 6sea las
primeras secretan, cantidades significativamente, mayores de factores de
crecimiento, pro-angiogénico, y citoquinas reguladoras de la inflamacién y la
coagulacion. Estas moléculas podria favorecer el proceso de regeneracion por
efecto paracrino®, El hecho de que las FP-MSC de este estudio también se
hayan inducido genes relacionados con la secrecibn de moléculas, como los
factores de crecimiento: AREG/AREGB y HGF, y las citoquinas: TNFSF4,
CXCL5, CCL20 de entre los cuales, CXCL5 y CCL20 coinciden con la
referencia anteriormente comentada®®, hace pensar que podrian presentar
cierta ventaja a nivel terapéutico debido al efecto paracrino de dichas

moléculas.

Por otra parte, aunque el medio EGM-2 se suele usar para inducir la
diferenciacion de células al linaje endotelial, en nuestro analisis de expresion
génica no encontramos que el cultivo en este medio hubiese inducido genes

1'% . A pesar de esto, nuestro analisis

especificos asociados al linaje endotelia
funcional utilizando Matrigel para promocionar la formacion de estructuras de
tipo vascular indicd6 que las células crecidas en EGM-2 son capaces de
desarrollar  estructuras tubulogénicas no sélo en una cantidad
significativamente mayor, sino también mejor organizadas y mas estables en el
tiempo, que las hAMSC de las que provienen. Este resultado pone de
manifiesto la necesidad de complementar los analisis de expresion génica con

ensayos funcionales para la caracterizacién celular
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Diversos trabajos respaldan el uso de las hAMSC como vehiculos terapéuticos
contra los tumores. Se ha observado que existe una interaccion dinamica entre
las células mesenquimales y las células tumorales, in vitro, y que las MSC son
capaces de migrar hacia los tumores en los que se establecen y sobreviven in
vivo®®®. Ademas de compartir propiedades similares con las MSC, las FP-MSC
se pueden expandir rapidamente asi como generar estructuras tubulogénicas,

que a priori, podrian favorecer un procedimiento terapéutico.

Se decidié explorar la posibilidad de que estas células pudiesen aportar
ventajas como vehiculos para la expresidn de agentes citotoxicos en un modelo
de terapia anti-tumoral. Para ello modificaron genéticamente las FP-MSC con el
gen de la timidina kinasa del herpes como agente citotéxico en un modelo de
glioma en ratones SCID, procedimiento que ya habia demostrado eficacia en
nuestro laboratorio?*®?"”. E| analisis comparativo del tratamiento del tumor con
ambos tipos celulares, confirmé la eficacia de las hAMSC en el tratamiento anti-
tumoral, reduciendo en un 93% el tamafo de los tumores en comparacion con
controles no tratados. Sin embargo, en el caso de las FP-MSC no se
detectaron efectos citotoxicos y contrariamente a lo que cabia esperar, los
tumores aumentaron 32.4 veces con respecto a los controles U87 no tratados.
Segun los datos recogidos en los microarrays, las FP-MSC tienen una mayor
capacidad de expresidon para una serie de genes entre los que podemos
encontrar varios factores de crecimiento (AREG/AREGB Y HGF) y diversas
citoquinas (TNFSF4, CXCL5 y CCL20) que han demostrado promocionar el
avance de los tumores, incluso a nivel metastatico?*®2%%:2'° por consiguiente,
podriamos plantear como hipétesis que las FP-MSC promueven el crecimiento
tumoral mediante la accion, directa o indirecta, de algunas de las moléculas
mencionadas anteriormente?®®?'%211:212. quedando el efecto citotdxico

enmascarado por su potente efecto pro-cancerigeno.

Una explicacién alternativa podria ser la falta de uniones intercelulares (gap
juntions) entre las células tumorales y sus vecinas, lo que reduciria la eficacia

del efecto bystander base de la estrategia terapéutica.
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Para comprobar esta segunda hipétesis, utilizamos un modelo de tumores de
prostata PC3 ectopicamente implantado en muslos de raton SCID, mas
accesible y con la posibilidad de tener en un mismo animal el control negativo
(tumorales solas). Ademas decidimos utilizar como sistema citotéxico CD-
UPRT, la combinaciéon citosina desaminasa y uracilo foforiltransferasa
genéticamente introducidas en las FP-MSC ya que la actividad citotoxica de
este sistema no depende de la existencia de “gap-junctions” entre las células
tumorales y FP-MSC. . A pesar de estos cambios, el efecto citotdéxico de la CD-
UPRT quedd oculto bajo el dominante efecto pro-carcinogénico de estas
células, que aument6é en mas de mil veces el tamafio del tumor con respecto al
control PC3 solas. En consecuencia concluimos que el efecto pro-
carcinogénico de las FP-MSC prevalece por encima del efecto citotdxico de
cualquiera de estos dos genes suicidas empleados, independientemente de las

uniones celulares que pueda establece o no las FP-MSC.

La capacidad promotora del crecimiento de las FP-MSC sugirié una utilizacion
alternativa en terapias de regeneracion de tejidos, en concreto la regeneraciéon

de tejido cardiaco.

Estudios independientes de diferentes laboratorios han demostrado que la

administracion de células mesenquimales de tejido adiposo puede actuar

favorablemente en la revascularizacion de tejidos isquémicos?'®214:215 y

mejorar la funcién del ventriculo izquierdo en modelos animales de infarto
miocardico agudo y crénico?'®?'". Se han propuesto diferentes mecanismos
por los cuales las hAMSC podrian tener tales efectos: (1) la diferenciacion de

las propias células a cardiomiocitos®'®, a células del musculo liso o células

endoteliales®™; (2) secrecién de citoquinas y factores de crecimiento, como el

VEFG o el HGF, con capacidad de inducir la diferenciacién endotelial, , la

migracion y la formacion de vasos?'9:?%%:22"; (3) |a atenuacion de la inflamacion

222,223; (4) I

en la zona dafnada mediante funciones inmunosupresivas a

estimulacion de la reparacién endogena®**?%,

Para valorar la capacidad reparadora de las FP-MSC, decidimos compararlas

con las hAMSC, en un modelo de isquemia cardiaca en ratén SCID, basado en
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el uso de parches de fibrina como soporte. Debido a que en estos estudios nos
interesaba analizar la capacidad de diferenciacion de las células terapéuticas,
éstas se marcaron para la expresion de dos trazadores de bioluminiscencia
uno de ellos de expresidon continua y el otro regulado por promotores de genes
que se inducen durante la diferenciacion a los linajes cardiomiociticos vy
endoteliales. Con esta estrategia se podrian seguir los cambios en la expresiéon
génica de las células de modo no invasivo, en animales vivos. Es mas, la
relacion entre la luz emitida por la luciferasa regulada por el promotor
especifico y la luz emitida por la luciferasa expresada de modo constitutivo, nos
permitiria conocer como variaba la expresibn de estos genes
independientemente de los cambios en el numero de células. Nuestros
resultados indicaron que a) se podia observar el proceso de diferenciacion de
los dos tipos celulares, b) que las FP-MSC y MSC son equivalentes en su
capacidad de diferenciaciéon endotelial, c) que los dos tipos celulares tienen
equivalente potencial de diferenciacion al linaje cardiomiocitico. En conclusion,
debido a la mayor capacidad de proliferacion de las FP-MSC, estas serian el

mejor candidato como agentes en la terapia celular del miocardio.

Los datos obtenidos por BLI fueron corroborados independientemente
mediante analisis inmunohistoquimico que demostro la expresion de los genes
PECAM1 y Troponinal, y la presencia de dichas proteinas en las células

implantadas.

El analisis histologico de la densidad vascular en aquellos ratones que han sido
tratados con célula, tanto hAMSC como FP-MSC, demostréo incrementos
significativos del 137.70£28.21% y 159.05+39.48% respectivamente,
comparados con los controles sin parche (40.11+8.61%) y para los parches de
fibrina sin células (76.44+21.58%). La mejora en la densidad vascular puede
venir tanto por diferenciacion de las células implantadas como por efecto
paracrino de las mismas. A pesar de estar bien documentada la capacidad de

diferenciacion de estas células®'+?'®

, ciertos investigadores especulan que la
principal contribucion de estas células es mediada a través de los factores de
crecimiento y citoquinas que secretan®'®. El HGF es un factor de crecimiento

relacionado con diversos efectos en los procesos de regeneracion de tejidos:
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efecto anti-apoptotico, inmunomodulador y mejora de la cicatriz®®. Esta
molécula se expresa en las hAMSC, pero en las FP-MSC se expresan de
media 5,6 veces mas segun los datos del microarray, y 75,7 veces mas segun
la validaciéon por RT-PCR. Este aumento en la expresién en ésta y otras
moléculas de secrecidn, puede jugar un papel importante en el desarrollo de
una terapia regenerativa. El analisis morfométrico, de la fraccién de area de
tejido fibrotico, respecto al area total del ventriculo, muestra que los corazones
que recibieron el trasplante celular, tienen de media una cicatriz superior al de
los grupos controles, aunque las diferencias no fueron significativas. Estos
valores nos permiten conocer el tamafo de la cicatriz en el momento de
finalizacion del experimento, sin embargo, no nos permiten saber como ha
evolucionado cada grupo durante el periodo de tratamiento. Debido a que
aunque la induccion del infarto se haga de forma sistematica, no todos tienen el
mismo grado de isquémica, por ello es preferible trabajar con un sistema de
analisis que nos permita seguir a los ratones durante todo el periodo de
estudio. La funcién cardiaca se puede valorar a partir de la fraccion de eyeccidn
(FE), que a su vez, se puede calcular en base a los registros ecocardiograficos
tomados a diferentes tiempos. En nuestros experimentos, la diferencia entre los
datos basales y los valores post-infarto, nos sirvié para calcular el decremento
de FE post-infarto, y la diferencia entre los datos pre-sacrificio y los valores
post-infarto nos indican el grado de recuperacion de FE para cada grupo. El
decremento post-infarto varié entre los diferentes grupos, lo que refleja la
variabilidad en la generacién de las isquemias. Pudimos observar que los
animales tratados con Fibrina y con Fibrina+FP-MSC, presentan los valores
mas alto de mejora respecto al grupo control MI, 1840 y 17.48%
respectivamente. Los ratones tratados con Fibrina+thAMSC presentaron un
valor medio de mejora ligeramente superior al del control Ml sin Fibrina (10.31
frente a los 8.96%). Como en el caso del analisis de vascularizacion, la fibrina
por si sola parece tener un efecto positivo detectable, superior al propio efecto
de las hAMSC. El mecanismo responsable del efecto terapéutico de la fibrina
se desconoce. Sin embargo, es posible que esté relacionado con el mecanismo
que promueve la cicatrizacién de las heridas, donde actua como matriz natural

para la angiogénesis. Algunos trabajos han demostrado el potencial como
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inductor angiogénico de la fibrina tanto en implantes exdgenos subcutaneos?®?

227

como en ensayos en membrana corioalantoide de pollo*’, ademas de su

capacidad como reservorio de varios factores de crecimiento®?®

y enzimas
fibrinoliticas??°. Aunque el fenémeno de que la fibrina sola es superior a las
hAMSC para la recuperacion de la FE es una observacion repetida en trabajos
similares en nuestro laboratorio, todavia queda por esclarecer el mecanismo

subyacente.

Una posible explicacion podria ser que la fibrina y las células FP-MSC tiene un
efecto positivo en la recuperacion de la FE por mecanismos diferentes y que
las hAMSC inhiben el mecanismo de la fibrina sin aportar un efecto positivo
propio.Estas hipétesis abren nuevas lineas de trabajo, que podrian focalizarse

en la investigacion de estos procesos.

Este trabajo recoge una extensa caracterizacion de las FP-MSC, hAMSC
crecidas en EGM-2, que incluye estudios a nivel de proliferaciéon in vitro,
parametros relacionados con las propiedades mesenquimaloides, perfil
genético y bioseguridad. Los datos recogidos de la experimentacion in vitro,
apuntan a estas células como una alternativa en el uso de hAMSC en terapias
celulares, dada las ventajas anteriormente detalladas. Las FP-MSC fueron
probadas en dos tipo de terapias: anti-tumoral y regenerativa. La terapia anti-
tumoral mediada por las FP-MSC portadoras de un gen suicida, no produjo
ninguna mejora con respecto a las hAMSC crecidas en su medio estandar. Sin
embargo, en el ambito de la regeneracion cardiaca, las FP-MSC mostraron una
leve mejora con respecto a las hAMSC. Ambos tipos celulares fueron capaces
de diferenciarse al linaje endotelial y miocardico, sin embargo, a nivel de
funcién cardiaca las FP-MSC tiende a presentar ciertas mejoras en lo que se
refiere a densidad vascular y FE en comparacién con las hAMSC. Si a esto, le
sumados sus caracteristicas de crecimiento en EGM-2 y capacidad
vasculogénica, pareceria que estas células podrian ser una interesante y

novedosa opcioén para el tratamiento de la isquemia cardiaca.

Aun queda bastante por profundizar en el estudio de estas células, como por

ejemplo en lo referente al campo de los efectos paracrinos. Pero podemos
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decir que se abre un amplio campo en el ambito de la terapia celular donde
poder aplicarlas, ya que podemos obtener grandes cantidades de células
autdlogas para tratamientos terapéuticos en un periodo de tiempo breve;
pudiéndolas utilizar como sustitutas de las hAMSC u otro tipo de mesenquimal,
0 en combinacién con otro tipo celular para tener un efecto sinérgico, y mejora

el resultado terapéutico.
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CONCLUSIONES:

e El cultivo de las células mesenquimales de tejido adiposo en medio
EGM-2 resulta en una poblacion de células fenotipicamente diferentes

que denominamos FP-MSC en este estudio.

e Las células FP-MSC se parecen, pero no son idénticas a las hAMSC en
la expresion de marcadores de superficie y capacidad de

diferenciacion.

e La capacidad de replicacion de las FP-MSC es del orden de 4,4 veces
superior al de las hAMSC, aunque los dos tipos celulares se replican

un numero finito y similar de veces antes de llegar a la senescencia.

e Las FP-MSC expandidas in vitro son seguras, no muestran
aberraciones cromosdémicas Yy no producen tumores cuando se

implantan en ratones inmunodeprimidos durante largo tiempo.

e La comparacion de la expresion génica entre FP-MSC y hAMSC ha
puesto de manifiesto un patrén de expresion para una variedad de

genes que se pueden utilizar para caracterizarlas.

e Las FP-MSC se generan por induccién de cambios en la expresion
génica y no son el resultado de la seleccion de una subpoblaciéon

presente entre las hAAMSC.

Los estudios de aplicabilidad a terapéutica indican que:

e Las FP-MSC no se comportaron como buenos vehiculos terapéuticos
en terapias anti-tumorales, ya que promocionan el crecimiento tumoral

mas que el efecto citotoxico.

e Las FP-MSC tienen mayor potencial angiogénico que las hAMSC, en
Matrigel, produjeron mas estructuras tubulares, mejor organizadas y

mas estables que las hAMSC.
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e Las FP-MSC implantadas en miocardios infartados se diferenciaron al
los linajes endoteleiales y cardiomiociticos con una eficacia similar a la
de las MSC.

e Los miocardios infartados tratados con FP-MSC indujeron mejoras

significativas en la revascularizacién del miocardio infartado.

e La observacidon de que los miocardios infartados tratados con FP-MSC
tuvieron mejoras en la fraccidon de eyeccion superiores a las de las
hAMSC, aunque no mejores que las producidas por la fibrina sola,
sugiere que las FP-MSC generan efectos paracrinos diferentes a los de

la fibrina, ambos participantes en la reparacion del miocardio.

CONCLUSION GENERAL:

I. Las células FP-MSC son agentes terapéuticos prometedores.

II. Debido a su rapido crecimiento in vitro las FP-MSC permiten generar
grandes cantidades de células seguras y con potencial para promocionar

la reparacion del miocardio infartado.

lll. Es posible que una exploracibn mas extensa permita demostrar una
aplicabilidad mas amplia de estas células en el ambito de la terapia

celular.
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DESCRIPCION DE LOS MARCADORES DE
SUPERCIFIE ANALIZADOS

Viarcador

CD4 s CD73 (SH3 and SH4) | +vs
CD9 +ve _CDsi | nd
CD10 +ve CDg0 +ve
CDi1a -ve CD102 +ve
CDI3 +ve  CD10a | nd
CD14 -ve CD104 +Va
CD15 e  CD105 (SH2) +v2
' CDi18a -ve _CD106 +Ve
CD25 -ve CD108 nd
CDzo +ve CD113 nd
CD31 Ve CD117 -ve
CDa4 -ve _CD119 _| Ve
CD36 nl CD120a | +v0
CDaa 1'nd | CD120b +va
 CD44 | +ve | CD121 +Ve
CD45 -ve CD122 nd
CD49%a +ve CD123 [ #ve
CD49b +ve CD124 +Va
CD49c P CD125 +ve
" CD4od e | €D127 +ve
CD49e +ve CD140a +Va
CD50 -ve  CD1&4 nd
CD51 +ve _CD1es | +ve
" CD54 Ve LA class 1 +v2
CDs6 nd HLA-DR -ve
“CDss e ~INGFR +va
CD&1 | +ve | HiP12 [.nd
CDé62e e ~Beta 2 microglobulin | nd
CDse2L +ve KDR nd
CDe2p ~ve £k nd
 CD63 | nd | Fibroblast surface nd

cD71 +ve antigen

Tabla 12: Expresién de varios marcadores de superficie en MSC. +ve, positivas; -ve,
negativas, nd, no descrita. (Adaptada de Wagey R., 2008).

e CD105
Es una glicoproteina homodimera de 180KDa localizada en la superficie
celular. Forma parte del complejo receptor TGF-R1 (transforming growth factor
beta) implicado en la proliferacién celular, la diferenciacién y la migracién, a
pesar de que sus funciones en la interaccion receptor-ligando aun son poco

230,231

conocidas . Se expresa principalmente en células endoteliales y también

en células madre mesenquimales.
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e CD90

También conocida como Thy-1 debido a su identificacion en timocitos, es una
proteina de 25KDa muy conservada en vertebrados. Su expresién varia segun
la especie, pero generalmente se expresa en timocitos, neuronas, células
madre mesenquimales y hematopoyéticas, células NK, endotelio y en una
fraccion de fibroblastos; en humanos, sélo se expresa en neuronas®? y en
algunos tipos de célula madre?*%**, Su funcién no se conoce exactamente,
pero se especula que podria participar en las interacciones célula-célula y
célula-matriz, y participar en la regeneracion nerviosa, apoptosis, supresion de

tumores®®, metastasis, inflamacion y fibrosis.

e CD73

Es una enzima unida a la cara externa de la membrana, formada por un dimero
de 2 subunidades idénticas de 70KDa. Cataliza la conversion de 5'-
mononucleotidos a nucledsidos a pH neutro. Se expresan en una fraccién de
células B, células T, células endoteliales, pericitos, células dendriticas,
epiteliales, fibroblastos, cardiomiocitos, neuronas, osteoblastos,
oligodendrocitos, y células madre mesenquimales®®. Su funcién puede estar
relacionada con la permeabilidad de las células endoteliales, la secrecion de
cloruro por las células endoteliales o la adhesion de neutréfilos, aunque puede
presentar funciones independiente a su actividad enzimatica, transmitiendo una

potente sefal de activacion en las células T cuando se unen a los anticuerpos.

e CD34

Es una proteina transmembrana altamente glicosilada de 385 aminoacidos.
Esta presente en células madre linfohematopoyéticas, células endoteliales de
pequefios vasos, fibroblastos embrionarios y en algunas células de tejido
nervioso fetal y adulto®’. Participa en la union entre las células madre vy la
matriz extracelular de la médula désea o directamente con las células
estromales®®,  posiblemente  manteniendo el fenotipo de célula

progenitora/madre hematopoyética.
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e CD13

Es una glicoproteina N aminopeptidasa tipo || de membrana de 150KDa.
Podemos encontrarlo en granulocitos y monocitos, y sus precursores; aunque
también podemos encontrarlo en células no-hematopoyeticas como las células
endoteliales, epiteliales, en ciertas areas renales, fibroblastos, células del
cerebro, mesenquimales y células de los canaliculos biliares. CD13 es una
metaloproteasa de union al zinc implicada en el metabolismo de regulacion de

numerosos péptidos.

e CD29

Son cadenas Integrina beta de 130KDa que se expresan como un
heterodimero. Se asocia de manera no covalente con cadenas alfa especifica
de la familia CD49 (CD49a-f). Los miembros de la familia de las integrinas son
receptores de membrana implicados en adhesion celular y reconocimiento de
sefiales en diversos procesos como la embriogénesis, la hemostasis, la
reparacion tisular, la respuesta inmune y la difusibn metastasica de células

tumorales. El CD29 se expresa en leucocitos en reposo y activados®°,

e CD44

Es una glicoproteina transmembrana tipo | que tiene entre 80 y 250KDa. CD44
es la principal molécula de adhesion para el 4cido hialurénico®*®, ademas es un
importante mediador en regular la interaccion entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto de actina. CD44 se expresa en la mayoria de tipos celulares
humanas, y esta implicada en una gran variedad de procesos fisiologicos y
patolégicos, tales como el reclutamiento de linfocitos y su activacion, la
cicatrizacion, la migracién celular y también el crecimiento de células tumorales

y metastasis?*’.
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e CD49d

También conocida como integrina 04 o very-late antigen (VLA)-4 es una
glicoproteina implicada en la adhesién celular de 150KDa. Se asocian con otra
glicoproteina, la subunidad B, para formar un hetrodimero implicado en las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. La cadena [ del
complejo VLA-4 es el CD29. Cuando actua como receptor de la matriz, el
CD49d se une a un dominio concreto de la fibronectina?*#***. Cuando funciona
como receptor celular, se une al CD106'?%?* . La interaccion entre el CD49d y
el CD106 juega un importante papel estabilizando la adhesién de los linfocitos
a las células endoteliales'®” y mediando la adhesién de los precursores de
linfocitos B a las células estromales de la médula 6sea. También proporciona
co-estimulacion de los receptores de células T mediados por CD3. CD49d es
expresado en un amplio rango de células, incluyendo linfocitos T, células B,
monocitos, eosindfilos y basofilos, en células mesenquimales podemos
encontrarlo en células de origen adiposo pero no en las que proceden de la

médula 6sea.

e CD54

También conocida como molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-1), es una
glicoproteina de superficie celular que pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulina de moléculas de adhesion. Tiene un papel muy importante en
la estabilizacién en las interacciones célula-célula y facilitan a los leucocitos la
transmigracion endotelial. Su expresidon es baja en leucocitos, células
epiteliales y células endoteliales, al igual que en otros tipos celulares, pero su
expresion puede ser estimulada por el IFN-gamma, TNF-alfa, Interleucina-1
beta y LPS

e CD106

La vascular cell adhesion molecule-1 o CD106 es una glicoproteina

transmembrana tipo | de unos 110KDa. Esta implicada de manera critica en las

245,246

interacciones endoteliales de tejido conectivo CD106 se expresa
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constitutivamente en las células estromales de la médula 6sea, células
mieloides, y células dendritcas esplénicas. Su expresion en células endoteliales
estd inducida por citoquinas inflamatorias producida por tejidos

247,248,249

inflamados En general, estds moléculas regulan la migraciéon de

leucocitos a través de las paredes de los vasos sanguineos y proveen de

puntos de anclaje para el desarrollo de endotelio durante la angiogenesis®*®%*":

252

e CD133

Es una glicoproteina transmemebrana que se localiza especificamente en las
protusiones celulares. Se expresa en células madre hematopoyéticas, células
progenitoras endoteliales, células madre de la glia y neuronal, y ademas en
tejidos adulto como el rifidn, glandulas mamarias, traquea, glandulas salivares,
o placenta entre otros tipos celulares®*%**. A pesar de ser un buen marcador
de células madre se desconoce si tiene algun papel en sus caracteristicas

funcionales®*.

e CD31

También denominada como PECAM-1(platelet endothelial cell adhesion
molecule) tiene un papel clave en la eliminacion de neutréfilos viejos del
organismo. Se expresa en gran cantidad en células endoteliales, pero también
en plaquetas, macréfagos, fibroblastos y osteoclastos entre otros. CD31
participa en las uniones célula-células, en la migraciéon trans-endotelial de los

neutrofilos y esta implicado en la angiogénesis®>*:2*.

e VEGFR2

Es una proteina tirosina-quinas que actua como receptor de superficie celular, y
tiene unas 150KDa. Tiene un papel esencial en la regulacion de la
angiogénesis, el desarrollo vascular, la permeabilidad vascular y la

hematopoyesis embrionionaria. Promueve la proliferacion, supervivencia,
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migracion y diferenciacion de las células endoteliales. Esta implicada en la

reorganizacion del citoesqueleto de actina.
e CD144

CD144 o VE-caderina pertenece a una familia de moléculas de adhesion. La
células endoteliales expresan como minimo tres tipos de caderinas, entre las
cuales la VE-caderina se expresa de manera especifica en las uniones entre
las células endoteliales®’. Parece ser que son importantes en el
mantenimiento de la permeabilidad endotelial, y por tanto se cree que también

257,258

en el control de la transmigracion CD144 también regula diversos

procesos como la proliferacion celular y la apoptosis, y también modula las

funciones del receptor VEGF?°.

o c-Kit

También conocida como CD117 o stem cell factor receptor (SCFR), es el
receptor del factor de crecimiento stem cell factor (SCF). Es un receptor
transmembrana con actividad tiosina quinasa. Se expresa principalmente en
células madre hematopoyéticas y células progenitoras®°®, en células de

261

leucemia mieloide aguda®’, en mastocitos?®®** y en melanocitos, sistema

reproductivo y cerebro embrionario®®.
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