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Resumen

El mielomeningocele (MMC), la forma mas severa de espina bifida, es
una malformacién del tubo neural que se presenta en tres de cada diez mil
nacimientos, y que provoca un grave dafio neurolégico y un complejo cuadro
clinico en el feto en desarrollo. Aunque sus causas son desconocidas, se esta
ahondando en el conocimiento de las mismas asi como en el desarrollo de
nuevas terapias, incluyendo las basadas en medicina regenerativa que se dirigen
a la reparacidn prenatal del defecto, mediante estrategias de regeneracion del
tejido neural dafiado con el fin de revertir el dafio causado por el defecto
congénito sobre la médula espinal.

En este estudio, se analizaron los liquidos amniéticos (LA) de fetos
sanos y afectos con MMC para caracterizar los distintos tipos celulares e
identificar y aislar las células con propiedades de precursores neurales; también
se analizaron las diferentes poblaciones celulares presentes en el liquido
cefalorraquideo (LCF) procedentes de muestras de pacientes afectados por
MMC y se evalud su capacidad de diferenciacion in vitro a células de linaje
neural con el fin de demostrar sus propiedades como progenitores neurales
(NPCs).

Se ha demostrado la presencia de NPCs en el LA de pacientes con MMC
que no se observaron en muestras de LA de individuos sanos. Se pudo
demostrar que estas células se encuentran presentes en el LCF y que su
presencia en el LA de fetos con MMC se debe posiblemente a la pérdida de LCF
desde el canal medular hacia la cavidad amnidtica a través del defecto de MMC,
por lo que pueden ser idéneas para una futura estrategia terapéutica basada en
la terapia celular en pacientes con MMC.

Una vez demostrado el potencial de estas células como progenitores
neurales, se llevaron a cabo ensayos de trasplante celular en modelos animales.
En primer lugar se ensayo la técnica de trasplante celular en un nuevo modelo
de MMC quirurgico en conejo y tras demostrar que estas células permanecen en
el lugar del trasplante y que no se vio afectada su viabilidad tras la implantacion
sobre la zona lesionada de la médula espinal, se extrapoldé esta metodologia al
modelo de MMC en oveja, consiguiendo también resultados positivos, y
demostrando la presencia y viabilidad de las células trasplantadas mas de dos
meses después de la realizacion del trasplante y sin haberse producido rechazo
inmunoldgico.

Los prometedores resultados obtenidos en el presente trabajo podrian
ser la antesala para el desarrollo de una novedosa estrategia basada en terapia
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celular para la regeneracion del tejido neural de la médula espinal mediante
intervencidon prenatal en fetos con MMC. Esta nueva estrategia terapéutica
podria permitir el ensayo de la terapia celular basada en el trasplante autélogo
de NPCs aisladas a partir del LA del propio paciente en futuros ensayos clinicos
en pacientes con espina bifida.
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1. Defectos en el tubo neural

Los defectos en el tubo neural (NTDs) son anomalias congénitas del
sistema nervioso central, es decir, se pueden producir en el cerebro, la médula 'y
la columna vertebral y se basan en un defecto en el cierre de diferentes
estructuras éseas. Junto a las cardiopatias y los defectos genito-urinarios, se
encuentran entre las malformaciones congénitas mas frecuentes con una
incidencia de 3-4 casos cada 10000 nacimientos. (Dolk, Loane et al. 2010)

Hay diferentes tipos de NTD, en funcién de los cuales se establece la
gravedad de la enfermedad (Copp and Greene 2013) la explicacién de cada uno
de ellos es la que continlda y quedan reflejados en la Figura 1:

1. NTDs abiertos: Normalmente van acompafiados de una pérdida de liquido
cefalorraquideo (LCF), son las lesiones mas graves, pueden afectar al cerebro
o a la médula espinal:

a. Exencefalia: Se produce un fallo de cierre a nivel craneal, asi, los
pliegues neurales permanecen abiertos y expuestos. Con el continuo
crecimiento y diferenciacién el epitelio neural aparece como una
protuberancia, dando lugar a la exencefalia. La region queda abierta y la
bdéveda del craneo no se forma.

b. Anencefalia: También se produce por un defecto en el cierre a nivel
craneal. Se puede dividir en dos tipos en funcidn de cual sea la principal zona
afectada; si corresponde al cerebro caudal y a la bdveda se denomina
meroacrania, si afecta a la parte posterior del cerebro y a la subbdveda
cerebral se denomina holocrania.

Ni la exencefalopatia ni la anencefalopatia son compatibles con la vida, por lo
que los fetos afectados o bien mueren durante la gestaciéon o a las pocas

horas de nacer.

c. Espina bifida abierta: El fallo del cierre en los tejidos de la zona lumbar

se produce a nivel espinal, a lo largo del cuerpo axial. Normalmente, son
compatibles con la vida pero con un elevado nivel de afectacién del sistema
motor, sensorial o el genitourinario. El primero de los NTD mas comunes es
el mielomeningocele (MMC) en el cual el tejido neural expuesto queda
rodeado de un fino quiste; el segundo defecto mas comun es el mielocele, en
este caso el tejido neural queda directamente expuesto al liquido amniédtico
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(Copp, Greene et al. 2003). En el MMC el quiste que se forma alrededor del
tejido neural expuesto estad lleno de liquido cefalorraquideo (LCF) vy, si las
membranas de este quiste se perforan o sufren algin dafio durante la
gestacion, el LCF se libera hacia el liquido amnidtico (Meuli and Moehrlen
2014).

2. NTDs cerrados: Son menos severos e incluso pueden ser asintomaticos, dado
que o bien, no existe exposicion del tejido neural o no hay pérdida de LCF.
Normalmente, afectan a la médula espinal y los sintomas pueden ir
aumentando con la edad aunque actualmente existen diversas técnicas
quirargicas para paliar las posibles secuelas. Ejemplos de NTDs cerrados son
la espina bifida oculta o el sindrome de la médula espinal anclada (McComb
2015).

Cc Craniorachischisis Open spina bifida

Neural fold

Encephalocele

Iniencephaly Closed spina bifida

Figura 1- Clasificacion de los distintos tipos de defectos del tubo neural
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1.1. Desarrollo del tubo neural en la embriogénesis

La formacion del tubo neural en etapas embrionarias recibe el nombre
de neurulacién. La neurulacion se divide en dos fases: La primera ocurre durante
las semanas 3 y 4 de gestacion y consiste en la formacién del cerebro y del tubo
neural desde la region caudal hasta el nivel por encima del hueso sacro, la
segunda etapa completa el sacro distal y las regiones del coxis (Padmanabhan
2006).

Los fallos en la primera neurulacion son los que se asocian a los NTDs
abiertos, como la anencefalopatia, el mielomeningocele y la exencefalia. Las
condiciones de NTDs asociadas con lesiones en la cobertura de la piel situada en
la estructura de la médula espinal, conocido como espina bifida oculta y el
sindrome de la médula espinal anclada se clasifican dentro de los NTDs cerrados
y se corresponden con un fallo en la segunda neurulacidn (Copp and Greene
2013; Puvirajesinghe and Borg 2015).

Las dos formas mas comunes de NTDs en la clinica humana son la
espina bifida y la anencefalopatia. Ambas malformaciones suelen producirse
normalmente entre los dias 21 y 28 de desarrollo (Botto, Moore et al. 1999) vy,
aunque se desconocen las causas exactas del desarrollo de este tipo de
malformaciones congénitas se sospecha que se deben a una casuistica
multifactorial entre las que se encuentran factores genéticos y ambientales
(Puvirajesinghe and Borg 2015).

A pesar de la elevada incidencia de los NTDs, afectando a uno de cada
mil embarazos, y que estos defectos congénitos se han descrito desde la
antigliedad, el conocimiento de las causas que los provocan y su prevencién es
hoy en dia insuficiente (Copp and Greene 2013), por ello en los ultimos afios se
han realizado diversos estudios dirigidos a elucidar qué factores pueden influir
en la aparicion de NTDs.

Hasta el momento, se ha descrito como una de las posibles causas el
déficit de vitamina B9 (acido fdlico) en la alimentacién materna, por ello, se
sugiere que con una ingesta adecuada de acido félico, de, como minimo, 4
mg/dia por parte de la madre en los meses previos a la concepcidn y durante las
primeras etapas del embarazo, podria prevenir al menos la mitad de los casos de
NTD. (Lary and Edmonds 1996; Botto, Moore et al. 1999)
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1.2. Laespina bifida

La espina bifida, es una de las formas mas frecuentes de NTD en bebés
nacidos vivos y, al ser compatible con la vida, es la que mas secuelas vy
morbilidad provoca en pacientes afectos de NTDs. La espina bifida es
generalmente compatible con la supervivencia postnatal, pero conlleva un
progresivo deterioro neuroldgico por debajo del nivel donde se localiza el
defecto, que conlleva a la pérdida de sensibilidad, problemas locomotores y
sensoriales y a la incontinencia de esfinteres.

Otras condiciones asociadas a la espina bifida incluyen hidrocefalia,
cuyo tratamiento requiere una derivacion del fluido cerebroespinal a través de
una sonda intracraneal, ademds de deformidades vertebrales y desdérdenes
genitourinarios y gastrointestinales. En la Figura 2 se puede observar la imagen
del defecto lumbar en un recién nacido afectado de MMC (Copp and Greene
2013).

Figura 2- Recién nacido afectado de espina bifida. Fuente: Humpath.com

En la embriogénesis normal, la formacion del sistema nervioso
comienza cuando el embrién cambia de una organizacion circular a una axial, es
entonces cuando comienza a formarse la primera estructura del sistema
nervioso: la placa neural. En el siguiente paso, los limites de esta placa
comienzan a curvarse hacia dentro hasta que se cierran totalmente; este
proceso ocurre en dos estadios correspondientes a la primera y la segunda
neurulacion. La primera neurulacién dara lugar al tubo neural del que después
se desarrollara el cerebro y la mayor parte de la médula espinal. Tras la primera
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neurulacion, en los niveles mas bajos del tubo neural, ocurre la segunda
neurulacion que dara lugar a la parte mas inferior de la médula espinal y a la
region sacra y caudal (Greene and Copp 2009). En la situacion idénea, los arcos
vertebrales migran dorsalmente rodeando el tubo neural cerrado, antes de
diferenciarse a tejido cartilaginoso y dseo. Sin embargo, cuando el tubo neural
no se cierra y permanece abierto, los tejidos de los arcos vertebrales son
incapaces de cubrir el neuroepitelio y da lugar a la espina bifida debido a que la
placa neural queda al mismo nivel que la piel, como se ilustra en la Figura 3.

NEURULACION NORMAL e
¥ 2 aesta nn
RGO NLURAL

] o LCTOOERMD CUTANED

IET00IAMG ATAME Pt wuRsL

nﬂmﬂbmﬂ: —a ’f““\ g
[— : ~. ﬂi ‘

ELEVACION DE PUEGUES NEURALES

CIERRE COMPLETO DE TUBO NEURAL
] X -

CINTRO ,-/ “ ,'-\. 3 \
PLACA BASA — Nstoniod wSE) T Y
Punts de articulbcidn medial m— -

Figura 3- Proceso de neurulacion primaria

En humanos la mayoria de casos de espina bifida son cisticos, es decir,
se produce una protuberancia formando un quiste en forma de saco en la zona
del defecto localizado en la espalda del feto.

Tessulo
Mdolia spanale Colonna acr;:m

vertebrale

LQuato
cerobrorpinate

Tessuto
adipeso

M ‘ _emidots

meningocele mielocele mielomeningocele

Figura 4- Tipos de espina bifida cistica
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En funcidén del contenido de este saco se ha establecido una division
practica de los casos de espina bifida:

a. Sien este saco estan las meninges se denomina meningocele.
Si estd la médula ésea se conoce como mielocele.

c. Sien el contenido del saco se encuentran tanto las meninges como
la médula dsea se denomina mielomeningocele (MMC).

Estos tres tipos de espina bifida cistica se resumen en la Figura 4, donde
se representan las diferentes formas de espina bifida dependiendo del
contenido cistico y que establecen esta clasificacion.

Existe un cuarto tipo de espina bifida, la espina bifida oculta. Es la
menos grave de todas y, pese a que si que existe un defecto en el cierre 6seo, no
aparece quiste ni hay dafio en el tejido neural, por lo que en muchas ocasiones
ni siquiera presenta sintomas.

La espina bifida oculta se asocia con duplicaciones medulares,
teratomas o médulas espinales ancladas, a nivel superficial se pueden observar
mechones de pelo densos en la zona lumbar donde existe el defecto y también
hoyuelos cutaneos. (Montarini, 2002).

En la Figura 5 se puede observar una comparativa de los cuatro tipos
generales de espina bifida.

Figura 5- Afectacion de la médula espinal en funcion del tipo de NTD.
(Patten 1952)
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El mielomeningocele (MMC) es el tipo de espina bifida mas grave y
representa un importante problema en la clinica pediatrica, ya que afecta
aproximadamente a 3,3 de 10.000 nacimientos, y, aunque es compatible con la
vida, el MMC afecta gravemente a la médula espinal y al cerebro (Lary and
Edmonds 1996).

Dependiendo del nivel del defecto el MMC da lugar a diferentes
patologias como paraplejia, hidrocefalia, deformaciones esqueléticas y retraso
mental (Hunt 1990; Dias and McLone 1993). El MMC se detecta generalmente
mediante ecografia o resonancia magnética (Figura 6) durante el control que se
realiza a las 18-20 semanas de gestacion.

Originalmente, se asumia que la espina bifida era la consecuencia de un
defecto en la formacidn del tejido neural durante la primera neurulacién, sin
embargo, en los ultimos afios, diversos estudios han demostrado que el MMC es
un proceso que ocurre en dos estadios diferenciados.

Figura 6-Métodos de diagndstico de MMC: ecografia (A) y RMN (B)

Asi, el primero de ellos se debe a un defecto de cierre y formacion de
las vértebras, musculo y piel en la zona del defecto que se produce durante el
proceso de neurulacion primaria; pero el dafo sobre el tejido neural se produce
por la exposicion de la médula espinal al ambiente intrauterino y a un efecto
tanto de erosion mecdnica, al rozar con las paredes del saco amniético, como
quimica, al estar en contacto con el liquido amniético (LA), lo que da lugar a un
dafio abrasivo y traumatico. De esta manera, el dafio sobre el tejido neural va
aumentando de forma progresiva a medida que avanza la gestacion, sufriendo
incluso una lesién adicional en el momento del parto, cuando el feto debe
atravesar el canal vaginal (Meuli, Meuli-Simmen et al. 1997; Meuli and Moehrlen
2014).
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La teoria de que el dafio neural en fetos con MMC tiene un doble
origen, esta respaldada por diversos estudios entre los que destacan el de
Koreromp, en el que se documentaron movimientos normales en las caderas y
rodillas de fetos afectos por MMC en la semana 16-17 de gestacién (Korenromp,
van Gool et al. 1986), o el de Sival, que estudié el movimiento de fetos con MMC
comparando los resultados con la funcién postnatal. En particular, el estudio de
Sival observé que la mayoria de pacientes con MMC durante la gestacidn,
presentaban un patron de movimiento normal, sin embargo, en el momento del
nacimiento todos salvo dos tuvieron malformaciones en las piernas, hallazgo
que explican con el hecho de que este dafio en la médula ocurrié mientras la
gestacién avanzaba y también en el momento del parto (Sival, Begeer et al.
1997).

Ademas de estos estudios, modelos de ratones con MMC inducidos
mediante la administracidon de teratogénicos han demostrado que inicialmente
el neuroepitelio que rodea la zona de la lesién es sano y que va degenerando
conforme avanza la gestacion (Stiefel, Copp et al. 2007). Por otro lado, se han
realizado experimentos in vitro en los que se ponen en contacto tejido medular
de rata con LA y se ha visto que éste es toxico para la médula espinal (Heffez,
Aryanpur et al. 1990; Drewek, Bruner et al. 1997). Se ha demostrado hasta tal
punto la toxicidad del LA que se ha propuesto un cambio en su composicién
para disminuir el efecto toxico del mismo sobre la médula (Olguner, Akgur et al.
2000).

Respecto al dafio que puede causar el parto natural en nifios con MMC
se han realizado estudios en los que se ha visto una clara mejora de la funcion
motora en funcion de si el feto afecto por MMC nacié por parto vaginal o
cesarea (Luthy, Wardinsky et al. 1991).

2. Terapias actuales para el MMC

Actualmente, las alternativas al alcance de los padres a cuyo hijo se le
ha diagnosticado un caso de MMC son limitadas. Una de ellas es la interrupcién
voluntaria del embarazo, si la ley lo permite en el pais donde residen, y la otra
pasa por realizar una intervencion quirdrgica prenatal o postnatal para la
correccion del defecto congénito. La cirugia prenatal se debe realizar cuando el
feto aun se esta desarrollando, con el consiguiente riesgo para la madre y el
feto, y la cirugia postnatal se realiza tras esperar al momento del nacimiento
para intervenir quirdrgicamente y cerrar el defecto.
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2.1. Intervencion quirdrgica pre- y post-natal

Hace varias décadas, ante un caso de MMC si los padres decidian
continuar con el embarazo, era necesario esperar al nacimiento del bebé para
realizar una intervencidn postnatal. Debido a la agresividad que conlleva este
tipo de intervencion, un 14% de los nifios operados postnatalmente no llegaban
a los 5 afios y este numero aumentaba hasta el 35% si a la espina bifida le
acompafiaba la malformacién de Arnold- Chiari Il (Johnson, Sutton et al. 2003).

A estos porcentajes de esperanza de vida tan bajos que acompafiaban a
la intervencion postnatal se sumé la teoria que postula que la gravedad del
MMC aumenta conforme avanza la gestacion, por ello, comenzé a tomar fuerza
la posibilidad de operar al feto antes de su nacimiento mediante cirugia
prenatal, con el objetivo de mejorar la supervivencia de estos nifios y minimizar
el dafio neural que se producia durante la gestacion.

Se realizaron diversos estudios comparativos entre los resultados con la
cirugia pre y posnatal, de hecho, el Instituto Nacional de la Salud de EEUU
conduce, aun en la actualidad, una serie de ensayos clinicos en un estudio
prospectivo, randomizado y multicéntrico (Management of Myelomeningocele
Study, MOMS: www.bsc.gwu.edu) para determinar la eficacia de la reparacion

prenatal ( ).

Las impresiones de este estudio postulan una clara mejora de los nifios
nacidos a los que se les ha practicado la cirugia prenatal, evitando la colocaciéon
de una valvula intracraneal tras el nacimiento y mejorando sus capacidades
neuroldgicas, incluyendo la posibilidad de caminar sin la ayuda de aparatos
ortopédicos, ademds, se ha demostrado que la cirugia abierta en la etapa
prenatal reduce la morbidez neuroldgica postnatal (Adzick, Thom et al. 2011).
Por ello, en base a los resultados positivos, la intervencion prenatal esta
cobrando fuerza respecto a la intervencidn posnatal de los recién nacidos.

Idealmente, la intervencion prenatal se debe realizar entre las semanas
19 y 25 de gestacidn ( ). Consiste en realizar una apertura abdominal
y uterina de la madre, exponer la zona lumbar del feto y, en la lesion de MMC,
practicar una diseccion de la placoda, el cierre de la dura y una sutura multicapa.
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En la Figura 7 se pueden observar algunas de las etapas de la cirugia
fetal abierta actual, donde se ha afadido la cobertura del defecto con un parche
y un sellante bioldgico.
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Figura 7- Imagenes de la reparacion de MMC mediante cirugia prenatal abierta.
Colocacion de la madre (A), exposicion de la zona lumbar del feto (B), reparacion del
MMC.

De esta manera, se evita el empeoramiento del dafio medular por
interaccion con el liquido amnidtico, aunque el dafio previo que se haya
producido hasta el momento de la cirugia es ya irreparable (

). Asi, se ha demostrado que los fetos intervenidos antes de las 25
semanas de gestacion presentan una clara mejora en la funcién sensorial y
motora y también una minimizacién de la hidrocefalia y de la malformacién de
Chiari Il. Sin embargo, si la cirugia se practica cuando el embarazo estda mas
avanzado y la degeneracidn de la médula ya ha comenzado, estas funciones son
ya irrecuperables (Bruner, Tulipan et al. 1999; Sutton, Adzick et al. 1999; Li,
Gindler et al. 2003; Watanabe, Li et al. 2016).
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Pese a las claras ventajas que, a priori, podria presentar la cirugia
prenatal, aun se encuentran en fase de evaluacién las ventajas que genera y que
justifiquen la decisién de realizar esta intervencion. Primeramente, porque el
MMC no es una enfermedad letal, por lo que algunas familias consideran la
intervencidon como un riesgo afadido, ademas, el estudio del MOMS aun se esta
llevando a cabo y las conclusiones derivadas del mismo se pueden considerar
tempranas. Por otro lado, se necesitaria un mayor nimero de casos para que los
resultados fuesen totalmente concluyentes, y un seguimiento postnatal de estos
fetos intervenidos. Ademas, esta técnica de reparacion fetal no esta disponible
en todos los paises al carecer de personal especializado en cirugia fetal, por lo
que no todas las familias la tienen a su alcance (Al-Shanafey, Fontecha et al.
2013).

A esta situacion se debe afiadir que la cirugia prenatal, es evidente que
conlleva también un riesgo potencial para la morbilidad tanto materna como
fetal debido a la laparotomia e histerectomia que se lleva a cabo durante la
intervencion. Entre las complicaciones que pueden surgir se incluyen la
prematuridad, la ruptura de membranas, la ruptura del uUtero y hemorragias
maternas y una posible afectacion que esta cirugia abierta puede tener para
embarazos futuros.

2.2. Sellantes y fetoscopia

A causa de las complicaciones que pueden ocurrir en una intervencion
mediante cirugia prenatal abierta, en los ultimos afios se ha estado
desarrollando la utilizacion de la fetoscopia, la cual consiste en realizar la
intervencidn quirdrgica minimamente invasiva mediante el uso de un fetoscopio
introducido a través de una pequefia incisién en el abdomen materno. La
fetoscopia se postula como una excelente alternativa a la cirugia abierta, y se
estd alzando como la técnica mas adecuada para las intervenciones prenatales,
reduciendo la morbidez materna y fetal (Peiro, Fontecha et al. 2013).

Ya en los aifos noventa se empezd a pensar en la sutura de la lesidn
mediante la fetoscopia como una posibilidad para la terapia de MMC (Bruner,
Tulipan et al. 2000) y afios mas tarde se afiadié la posibilidad de cerrar el defecto
mediante un parche, suturando también la piel sana de alrededor del defecto al
parche para evitar que éste se moviese (Kohl, Hering et al. 2006; Kohl,
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Tchatcheva et al. 2009) sin embargo, estas aproximaciones incluian un cierre
final en multicapa, lo que conllevaba a una elevada manipulacién del feto.

Por ello, en los ultimos afios se han desarrollado nuevos métodos de
cierre con un manejo menos invasivo para el feto, como el uso de sellantes
bioldgicos, los cuales ya han sido ensayados con éxito en modelos animales
(Fontecha, Peiro et al. 2009) para el tratamiento del MMC. Este nuevo método
de cierre del defecto congénito, consiste en la cobertura del defecto mediante la
aplicacién de una membrana biocompatible la cual se fija con un sellante
quirargico, minimizando asi la manipulacion del feto y reduciendo
considerablemente los riesgos tanto fetales como maternos (Fontecha, Peiro et
al. 2011).

Pese a todos los esfuerzos realizados en la investigacion de la cirugia
prenatal para poder reducir los riesgos de la intervencion y conseguir aumentar
la calidad de vida de los pacientes con MMC, a la edad gestacional a la que se
realiza la reparacién no es posible revertir los dafios neuronales ya causados, ni
tampoco se ha conseguido una prevencién total de la malformacion de Arnold
Chiari ll, relacionada directamente con el MMC.

Con esta situacion, un objetivo a asumir en la terapia de esta
enfermedad seria, a la vez que se repara el defecto del MMC poder regenerar,
en el momento de la intervencion, las estructuras de la médula espinal que
hayan sido dafiadas previamente. En este aspecto, la medicina regenerativa se
estd abriendo como un campo de investigacion muy importante ya que
permitiria la reparacién del tejido medular dafiado mediante la aplicacion de
células madre en el momento de la intervencidn prenatal.

3. Bioingenieria celular y tisular

La ingenieria celular y tisular es un campo que forma parte de la
medicina regenerativa y que estd adquiriendo mucha fuerza en los ultimos afios
como terapia alternativa para una multitud de enfermedades. Se basa en la
utilizacion de células y tejidos que provengan del mismo paciente, de un
donante o incluso de células creadas in vitro para reparar o prevenir algun dafo
en el organismo.

El objetivo de la medicina regenerativa es restablecer la funcion de un
6rgano o tejido en pacientes con enfermedades graves y cuyo organismo no es
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capaz de curar. Actualmente, esta nueva rama de la medicina utiliza células
madre para crear tejidos vivos y funcionales para reparar tejidos y drganos
dafiados por diversas patologias, defectos congénitos o por la edad.

Las células madre tienen la capacidad de actuar sobre las areas dafiadas
y regenerar el tejido con células nuevas y de esta manera restaurar la
funcionalidad. Un ejemplo de utilizacion de la medicina regenerativa actual seria
el trasplante de médula ésea o algunas terapias que se basan en derivar células
madre a partir de la sangre del cordén umbilical.

3.1. Las células madre

Uno de los puntos claves de la medicina regenerativa son las células
madre. Las células madre para ser caracterizadas como tal, deben cumplir tres
caracteristicas: Tener la capacidad de regenerar su propia poblacion celular (self-
renewing), tener una elevada capacidad de proliferacion y ademas deben ser
capaces de poder diferenciarse a diferentes tipos celulares con propiedades
diversas. El esquema en el que se basa la terapia con diferentes tipos de células
madre se puede observar en la Figura 8.
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Diabetes, Alzheimers, Parkinson's,
spinal cord injury. Low Gehnig's Disease.
cancer, carchovascular disease,
ioid arthritis, efc.

Figura 8- Esquema de potenciales estrategias en terapia celular y medicina regenerativa
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Esta capacidad de proliferacién y diferenciacion de las células madre es,
a su vez, su criterio de clasificacion, y, por ello, en funciéon de su potencialidad,
podemos distinguir los siguientes tipos de células madre:

Células _madre totipotenciales: Estan presentes en el estadio

embrionario de mérula y pueden generar cualquier tipo de célula. Son capaces
de generar un individuo completo si son trasplantadas in utero.

Células_madre pluripotenciales: Células de origen embridnico, fetal,

procedentes del liquido amnidtico o modificadas genéticamente (células madre
pluripotenciales inducidas, iPSCs) que pueden generar cualquier célula que
provenga de las tres capas embrionarias (mesodermo, endodermo vy
ectodermo), es decir, cualquier tipo de célula del tejido adulto y algunos tipos
embrionarios (cuerpos embridnicos).

Células madre multipotenciales: Estan presentes en la médula dsea, en

la sangre o en tejidos adultos y son capaces de diferenciarse a varios tipos de
linaje celular. Pueden generar varios tipos celulares adultos.

Células madre oligopotentes: Tienen la habilidad de diferenciarse en

células de su propio tejido, o de linajes celulares similares.

Células _madre unipotenciales: Localizadas en los tejidos adultos.

Unicamente pueden generar células de un linaje especifico, pero tienen la
propiedad de auto-renovarse (requisito indispensable para caracterizar a una
célula madre).

Uno de los tipos celulares mas prometedores en el campo de la
medicina regenerativa son las células madre embrionarias (ESCs); sin embargo,
conseguir células de este tipo es muy dificil dado que se deben extraer de
morulas en desarrollo y ademas de las dificultades técnicas de obtencidon vy
manipulacidn, a las ESCs les acompafian numerosos problemas éticos de
utilizacion a causa de su origen embrionario y a su elevada potencialidad de
crecimiento que podria provocar la aparicién de tumores. Por ello, actualmente,
las células mas utilizadas en medicina regenerativa son las células madre
multipotenciales somaticas debido a que es relativamente facil conseguirlas y
ademds no conllevan tantos problemas éticos, legales o religiosos como las
células embrionarias.
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3.1.1. Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSCs) son una poblacién de células
madre pluripotentes con la capacidad de diferenciarse a una gran variedad de
tejidos de origen mesenquimal entre los que se incluyen el hueso, el cartilago, el
musculo, tendén y una elevada variedad de tejidos conectivos (Pittenger,
Mackay et al. 1999; Tsai, Lee et al. 2004).

Las MSCs presentan una morfologia caracteristica en forma de huso
cuando se encuentran indiferenciadas. Se han identificado MSCs en muchos
tejidos humanos como en la médula dsea, en sangre periférica tanto adulta
como fetal, higado, placenta, el bazo fetal y el tejido adiposo (Zuk, Zhu et al.
2002; Bieback, Kern et al. 2004; Fukuchi, Nakajima et al. 2004; De Coppi, Bartsch
et al. 2007; Gargett, Schwab et al. 2009).

El potencial terapéutico de estas células en enfermedades neuroldgicas
reside en la capacidad de diferenciarse hacia linajes neurales y también en los
efectos paracrinos que pueden tener en la regeneracidon tisular y en la
modulacién de la respuesta inmune (Hung, Chen et al. 2002; Hermann, Gastl et
al. 2004; Yi, Lee et al. 2012).

La presencia de MSCs ha sido descrita en muchos tejidos, incluido el LA
humano. Las MSCs ya han demostrado diversas propiedades terapéuticas, como
por ejemplo, el cierre a nivel epitelial del defecto del MMC en modelo de rata
tras su inyeccion en el saco amniédtico de fetos con MMC (Dionigi, Ahmed et al.
2015).

3.1.2. Células Madre Mesenquimales del LA

Hace ya algunos afios que se evidencio la existencia de células madre
en el liquido amnidtico. Estas células tienen las mismas caracteristicas que las
MSCs, s6lo que derivadas del liquido amnidtico y son conocidas como amniotic
fluid mesenchymal stem cells (afMSCs) (Kaviani, Guleserian et al. 2003). Las
afMSCs presentan marcaje positivo para Oct4 o c-Kit, los cuales son tipicos
marcadores de pluripotencialidad y definen un potencial uso terapéutico en el
campo de la medicina regenerativa. Estas células provienen del feto en
desarrollo y se observd que son capaces de diferenciarse hacia células del linaje
hematopoyético, neurogénico, osteogénico, condrogénico y adipogénico bajo
determinadas condiciones de induccidn, por lo que las afMSCs aparecen con
unas propiedades similares a las ESCs, si bien es cierto que su papel bioldgico
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aun no esta claramente descrito (McKay 1997; Prusa, Marton et al. 2004; Tsai,
Lee et al. 2004; De Coppi, Bartsch et al. 2007; Rosner, Schipany et al. 2012).

En base a estos datos, el LA se ha postulado como una nueva fuente de
células de origen fetal con multiples propiedades terapéuticas para un posible
uso en el tratamiento de diferentes malformaciones congénitas, asi como la
obtencion de células para ingenieria tisular.

Las afMSCs se han impuesto como una util herramienta en la ingenieria
tisular por diversos motivos, el primero de ellos es su facil obtencidn ya que el
liguido amnidtico se puede obtener de manera muy sencilla a partir de una
amniocentesis practicada a la madre, y que comporta un riesgo muy bajo de
problemas en la gestacidon (Kaviani, Perry et al. 2001). Por el contrario, la
obtencion de MSCs a partir de otros tejidos es mucho mas compleja, como por
ejemplo, para obtener células de la médula ésea se requiere un método invasivo
de puncidn intra-6sea. Ademas,se ha demostrado que las afMSCs participan en
el cierre de heridas fetales y también se ha observado que se pueden llegar a
diferenciar a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos en modelos animales
(Kakishita, Nakao et al. 2003), por lo que pueden ser idéneas para reparar
tejidos dafados en fetos con malformaciones congénitas.

Comparando las afMSCs con otras MSCs obtenidas de la médula ésea o
de la sangre del cordén umbilical se ha observado que las primeras crecen hasta
dos veces mas rapido en cultivo bajo las mismas condiciones, es decir, tienen
una cinética de crecimiento muy particular y que permite tener un elevado
namero de células en poco tiempo, lo cual es de gran importancia en medicina
regenerativa y, en particular, si se disefia una estrategia de trasplante autélogo
con células del propio paciente (Dionigi, Ahmed et al. 2015).

Las caracteristicas de potencialidad de las afMSCs son similares a las
que tienen las células embrionarias, pero, la obtencién y utilizacion de estas
Ultimas conllevan un menor inconveniente en cuanto a problemas éticos. Por
tanto, dada la facilidad de obtencién y manipulacién de las afMSCs, y al evitar
problemas éticos, la utilizacién de estas células pueden proporcionar las mismas
ventajas que las ESCs pero evitando los inconvenientes derivados del uso de
células embrionarias. Otra de las ventajas que presentan las afMSCs es que se
pueden obtener en las primeras fases de la gestacion por lo que pueden servir
para un trasplante autélogo antes o después del nacimiento en caso de que se
requiriese.
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3.1.3. Células Madre Neurales (NSCs)

La cirugia de correccién prenatal del MMC ha tenido un auge
importante en los uUltimos afios y, actualmente es una practica extendida en la
clinica humana para el tratamiento del MMC. Sin embargo, pese a que se han
descrito los posibles beneficios de esta intervencidn, como la prevencion de la
colocacién de una valvula para disminuir la herniacidon ventricular o la de
producir una mejora en la funcién neuroldgica, tiene también algunas
limitaciones y no todos los pacientes pueden beneficiarse de esta reparacion
debido a los estrictos criterios de inclusion.

Ademas, se debe afiadir que los pacientes a los que se les ha sometido a
la reparacién prenatal no han tenido aun un seguimiento a largo término, y que,
pese a que en el momento neonatal se podia ver la mejora de algunas de las
funciones, hay algunas de ellas, sobre todo neuroldgicas, que no se recuperan en
todos los casos, quedando secuelas permanentes (Johnson, Sutton et al. 2003).
Esto se debe principalmente a que, si bien es cierto que con la reparaciéon
prenatal se evita el dafio neural causado por la interaccion con el ambiente
intrauterino y el progresivo deterioro del tejido, la intervencién quirurgica para
la correccion del defecto se lleva a cabo entre la semana 21- 26 de gestacion y el
dafio de la médula espinal que se produce hasta el momento de la intervencion
no se repara. Ademas, tampoco existe actualmente una terapia farmacoldgica
para tratarlo, por lo que en los Ultimos afios estd adquiriendo fuerza la
utilizacion de la medicina regenerativa mediante el trasplante celular para
reparar el daifio en el tejido neural de la médula espinal que se ha producido
previamente a la intervencion y asi poder alcanzar en estos pacientes unos
niveles neurales, sensoriales y locomotores similares a los de un nifio sano
(Bottai, Scesa et al. 2014).

En caso de plantear una posible terapia basada en la medicina
regenerativa para la reparacion del tejido neural, y tal y como se ha descrito en
numerosos estudios previos en modelos animales (Cummings, Uchida et al.
2005; Vishwakarma, Bardia et al. 2014; Doeppner, Traut et al. 2016) el tipo
celular mas especializado para reparar el tejido neural son las células madre
neurales (NSCs). Las NSCs son células diferenciadas al linaje neural y aunque han
perdido la capacidad pluripotencial, son células madre especializadas en la
generacion de células especificas del sistema nervioso, tales como neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos (Weiss, Reynolds et al. 1996; Reubinoff, Itsykson et
al. 2001; Vishwakarma, Bardia et al. 2014). Las NSCs se localizan en el sistema

Alejandra Ferndndez Martin 21



Regeneracion neural en la espina bifida

nervioso central (CNS), mantienen la capacidad de self-renewing y son
altamente especializadas en diferenciarse hacia células del linaje neural.

En general, las NSCs son unas células de dificil obtencién vy
manipulacién. En mamiferos adultos hay varias fuentes de NSCs: la zona
subgranular del hipocampo, la zona subventricular del cerebro anterior (SVZ), el
tejido encefalico o la médula espinal (Vescovi, Parati et al. 1999; Gonzalez-Perez
2012). Sin embargo, las caracteristicas de las NSCs conseguidas varian mucho, ya
que depende de la edad del donante, la viabilidad y la contaminacién de la
muestra, entre otros factores.

Como dato importante, cabe destacar que se han encontrado NSCs en
el LA de fetos con MMC, de manera que se han descrito numerosos protocolos
de derivacién de NSCs a partir del LA de fetos con algun tipo de NTD, llegando,
incluso a conseguir la diferenciacién hacia los tres linajes neurales. Estas NSCs se
han encontrado en el LA de fetos afectados con NTDs y no en LAs de sanos, lo
que corrobora el hecho de que el LCF se mezcla con el LA en fetos que presentan
este tipo de patologias (Turner, Klein et al. 2013).

Las NSCs crecen como neuroesferas en suspension y presentan una
elevada capacidad de proliferacion y diferenciaciéon in vitro, generando de
manera muy eficaz los diferentes subtipos neurales (Begum, Guoynes et al.
2015). Uno de los inconvenientes de su uso es conseguir que las NSCs se
mantengan indiferenciadas a partir de cultivos primarios ya que son muy
sensibles a las condiciones de crecimiento, afectdndoles todo tipo de factores,
como el tipo de medio de cultivo, el ambiente externo, la superficie con la que
puedan estar en contacto o el nicho que las rodee (Chang, Su et al. 2015;
Hrebikova, Cizkova et al. 2015).

Las caracteristicas y dificultad de obtencién de las NSCs hacen que sus
aplicaciones terapéuticas presenten algunas limitaciones, que ya se han tratado
de evitar mediante el establecimiento de lineas celulares de NSCs inmortalizadas
(Ryder, Snyder et al. 1990; De Filippis, Ferrari et al. 2008). Estas lineas
inmortalizadas presentan una mayor velocidad de proliferacion que las NSCs
obtenidas directamente de pacientes y contindan teniendo la habilidad de
diferenciarse a los tipos celulares neurales. Sin embargo, implican un elevado
riesgo asociado en su uso en aplicaciones médicas debido a la utilizacion de
oncogenes y vectores virales para su establecimiento.
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También se han generado otras lineas inmortalizadas de NSCs a partir
de células embridnicas o de stem cells pluripotenciales, (Reubinoff, ltsykson et
al. 2001; Zhang, Wernig et al. 2001; Chambers, Fasano et al. 2009) pero, el alto
grado de indiferenciacién y pluripotencialidad de estos tipos celulares puede
conllevar una mayor dificultad en dirigir las células hacia la regeneracién de
tejidos especificos, e incluso puede conllevar un riesgo de formacion de
teratomas al ser trasplantadas.

A pesar de las dificultades en la obtencién y uso de las células madre,
en los ultimos afios, las terapias en las cuales se intenta regenerar la zona
dafada mediante tejidos biocompatibles o tejidos trasplantados con NSCs han
adquirido mucha importancia. En estos estudios se ha demostrado la capacidad
de las NSCs para poblar nichos neurales en desarrollo o dafiados, ademas de su
capacidad para diferenciar hacia cualquier célula de linaje neuronal y/o glial, lo
que las convierte en las candidatas ideales para el desarrollo de una posible
terapia en el tratamiento del MMC. También se ha demostrado que las NSCs son
capaces de migrar y repoblar el subtipo celular del que hay una deficiencia o
sustituir aquellos tipos celulares que no son adecuados por otros mas
apropiados (Yandava, Billinghurst et al. 1999; Hosseini, Farahmandnia et al.
2015). Adicionalmente, se ha descrito que el injerto de NSCs en el CNS puede
inducir a la reparacién y a la recuperacién funcional después de un dafio en el
CNS, no sélo formando nuevas neuronas sino liberando factores tréficos y de
proteccién contra el dafio neural en el drea de la zona dafiada (Reynolds and
Weiss 1992).

3.1.4. Células Progenitoras Neurales (NPCs)

El sistema nervioso tiene una limitada capacidad de auto-renovarse
debido a que el tejido nervioso maduro estd conformado por células
completamente diferenciadas, y que han perdido la capacidad de regenerarse.
Sin embargo, en los Ultimos afios se ha investigado profundamente sobre la
neurogénesis y la presencia de NSCs en el humano adulto.

Los primeros trabajos sobre la biologia de las NSCs son de Sally en el
1989, donde se describieron algunas areas concretas del cerebro de los ratones
donde habia una poblacién celular neural con capacidad de auto-renovacion.
Posteriormente, en el 1992, Reynols y colaboradores, describieron el
procedimiento para aislar células madre neurales de la zona subventricular (SVZ)
de tejidos adultos, mediante un protocolo que denominaron “Ensayo de

Alejandra Ferndndez Martin 23



Regeneracion neural en la espina bifida

neuroesferas” (Reynolds and Weiss 1992). En este ensayo se disocio tejido del
sistema nervioso central y se seleccionaron las poblaciones celulares que
formaban colonias indiferenciadas y crecian en suspension; ademas en el cultivo
las células mas diferenciadas morian, y, sin embargo, observaron que
permanecian dos tipos de poblaciones: las neuroesferas que crecian en
suspension y que se auto-renovaban y otro tipo celular, que eran producto de
las primeras, crecian adheridas a la base de la placa de cultivo y que eran
capaces de generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Este segundo tipo
celular también presentaba, aunque en menor medida que las NSCs, la
capacidad de auto-renovarse y de diferenciarse a células de linaje neural. A esta
nueva poblacion celular la denominaron células progenitoras neurales (NPCs).

Como se observa en la Figura 9, las NPCs se generan a partir del proceso
de diferenciacidn de las NSCs. El proceso de generacidén de NPCs se lleva a cabo
a partir de dos tipos diferentes de mitosis por parte de las NSCs: divisiones
simétricas, donde la progenie resultante mantiene las caracteristicas de célula
madre y las divisiones asimétricas, de las que se generan las NPCs. Las NPCs son
células que ya no crecen en suspensidn ya que conservan una elevada velocidad
proliferativa y presentan una gran capacidad de diferenciarse a neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos (Weiss, Reynolds et al. 1996; Reubinoff, Itsykson et
al. 2001; Vishwakarma, Bardia et al. 2014).
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Figura 9- Proliferacion y diferenciacion de las NSCs (Vishwakarma, Bardia et al. 2014)
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Aunque el origen de las NPCs es todavia incierto, actualmente hay
descritas tres zonas del cerebro adulto donde pueden encontrarse, coincidiendo
con los nichos donde también se encuentran las NSCs: La SVZ del ventriculo
lateral, la capa germinal externa del cerebelo y la zona subgranular del giro
dentado. Dado que se generan a partir de las NSCs y, aunque las NPCs tienen
diferentes caracteristicas, desde el punto de vista de la medicina regenerativa
las convierten en unas candidatas muy interesantes para la terapia de diferentes
enfermedades del SNC. Pese a que las NPCs se producen enddégenamente y
tienen unos ratios de supervivencia y diferenciacion mas reducidos que las NSCs,
se postulan como una interesante herramienta terapéutica para su
administracion exdgena en zonas dafadas del tejido neural debido a sus
caracteristicas de célula madre multipotencial y a su elevada especializacion
para la generacion de células del linaje neural (Florio and Huttner 2014). En la
Figura 10 se puede ver la estructura de la SVZ humana y la distribucién celular en

la misma.
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Figura 10- Estructura del SVZ y distribucion celular(Vishwakarma, Bardia et al.
2014)

Se han llevado a cabo una elevada cantidad de estudios en diversas
lesiones del sistema nervioso y en diferentes modelos animales en los que se ha
realizado el trasplante de NPCs. Todos concluyen en que las NPCs son capaces
de sobrevivir, diferenciarse e integrarse en el parénquima neural dafiado, lo que
lleva a una recuperacion motora, sensorial y funcional. Ademas, las NPCs
expresan diferentes citoquinas con propiedades terapéuticas que ayudan a
disminuir los sintomas de las enfermedades en las que se han probado (Mitsui,
Shumsky et al. 2005; Hjelm, Grunseich et al. 2016; Jin, Bouyer et al. 2016). En la
Tabla 1 se puede ver un resumen de las nuevas terapias basadas en ingenieria
celular que se estan llevando a cabo en la actualidad.
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Sno.  Disease Cause Sympioms Available New strategies for
L
1 Parkinson Degeneration of Hypokinesia, Tremor, DA Antagoni Transpl
dopaminergic neurons Rigidiny. Enzyme inhibitors.  of hNSCs or
postural instability Deep brain dopaminergic
stimulation, etc. DEUFas 0o
striatum of
substantia nigra
2 Alzheimer Impaired formation of Memory impairement,  [f-amybosd Transplantation
hippocampal neurons cognitive immunotherapy of hNSCs or
in subgranular zone of declne, dementia basal fibroblast
the dentate gyrus producing NGF or
BDNF
3 Spinal Loss of neurons and gha, Loss of movement, No pharmacological Transplantation of
cord injury scar formation, demyelination wnsation and Lreatment OPCs, BMSCs and
coatrol below the hNSCs
injured spinal
segment
4 Huntington Deefective huntingtin protein, Loss of motor function, Fluoxetine, sertraline, Transplantation of
Progresive nearodegeneration decline in mental nonripiyline hNSCs producing
in striatum and cortex abilities and GDNF into the
behavioral and striatum
psychiatric problems
5 ALS Weakness of cerebral cortex and Muscle atrophy and Riluzole (Riluick),  Delivery of motor
brain stem muscles fasciculations, trihexyphenidyl or  neurons, ANSCs and
muscle spasticaty, amitriptyline hMSCs at mubiiple
dysanthria, dysphagia sites along the spinal
cord
6 Mubiiple Demyelination of neurons Hypoesthesia, Fingolimod (Gilenya) Transplantation of
sclherosis paresthesia, ataxia, hNSCs an the site of
dysarthria mjury
7 Brain tumor Uncontrolled ocll division in brain Intracranial Surgery radiotherapy Modified NSCs to
hypertension cogniti hemoth prod ¥
and behavioral cytokines
impairment
8 Stroke  lschemic Ebolic Formation of embolus Motor, sensory or Tissue plasminog Cell repl.
in any part of the body cognitive impainments’, activator (1-FA) therapy using hNSCs
which travels in the Loss of consciousness, and Aspirin or MSCs
blood vessd headache, and vomiting
Thrombolic Formation of clot within
the
blood vessel
Hemorrhage Intracerebral bleeding caused
by the rupture of
a vessel in the brain

Tabla 1- Ensayos clinicos que se estan llevando a cabo en la actualidad con NSCs

En estos estudios basados en el trasplante celular se ha demostrado
como las NPCs aumentan la supervivencia neural y reparan los tejidos del SNS,
demostrando ademas la capacidad de remielinizar axones, lo que hace aumentar
las posibilidades de tratar enfermedades cuya principal afectacion sea la
desmielinacidon axonal. Las NPCs son capaces de sobrevivir y diferenciarse
aunque el ambiente en el que sean trasplantadas esté dafado y presente signos
de inflamacién y degeneracion tisular (Cummings, Uchida et al. 2005). Las NPCs
han demostrado ademads la capacidad de rescatar neuronas axotomizadas a
partir de la muerte celular retrégrada, y la atrofia, reduciendo la formacién de
tejido cicatrizante y promoviendo la regeneracidon axonal (Lepore and Fischer
2005; Doeppner, Traut et al. 2016).
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Aungue no se conocen claramente cudles son los mecanismos por los
que actuan las NPCs, si se ha demostrado que son capaces de secretar factores
neurotroficos (GDNF y BDNF), IGF-1 y VEGF, los cudles protegen y aumentan la
supervivencia de las motoneuronas y que podrian ayudar a prolongar la vida de
las células trasplantadas en los animales utilizados como modelo de lesidn. Estos
factores también liberan moléculas antiinflamatorias que ayudan a aumentar la
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, asi como otras moléculas como
BMP4, EGF, HGF, NGF y TGFPB que juegan papeles muy importantes. Sin
embargo, son necesarios muchos mas estudios para elucidar los mecanismos
paracrinos de las NPCs en los tejidos del SNC.

Para clasificar las NPCs se utilizan distintos marcadores caracteristicos
para cada célula en funcién de su potencialidad y su nivel de diferenciacion. Con
estos marcadores definidos y la utilizacién de técnicas de inmunoseleccién se
pueden seleccionar determinadas poblaciones de NPCs. El primer autor que
describid la técnica de inmunoseleccidn fue Johansson que utilizé un anticuerpo
contra Notchl para enriquecer de NSC un cultivo de cerebro de raton.
Posteriormente, Uchida y colaboradores llegaron a aislar una poblacién celular
enriquecida en NSC fetales mediante una seleccién con Cd133+, Cd34- y Cd45-,
ya que se describid que las neuroesferas después de pases repetidos comienzan
a producir células que presentan el antigeno Cd133+ en su superficie, lo que las
hace Unicas para separar del resto de poblacién ayudando a una seleccidon
negativa para Cd34 o Cd45. En la Tabla 2 se puede observar un resumen de
marcadores especificos para células del linaje neural (Vishwakarma, Bardia et al.
2014).

Type of cells Positive markers Negative markers
NSCs Prominin-1 (CD133), CD56 (NCAM), Nestin, Sox-2, Oct-4, Notch-2, ABCBI, CD34, CD45
ABCG?2, RBPI, RBP2, RBP7, HSPA4, HSPAY, HSPA 14
Neuronal progenitors PSNCAM, P75 Neurotrophin Receptor -
Astrocyles progenitors CD44, A2B5 -
Olidodendrocyte progenitors NG2, PDGFR-2, Olig-2 -
Neurons MAP-2, Doublecortin (DCX), f-tubulin 111, RNA Binding Protein -
(HuC), Neuro D, Neu N
Astrocyles GFAP -
Oligodendrocytes Olig-1, Olig-4, Galactocerebrocide (Gal C) -
Tabla 2- Marcadores especificos de células del linaje neural.

Fuente:(Vishwakarma, Bardia et al. 2014)
La Figura 11 complementa la tabla anterior; en esta figura se ve un

esquema del proceso de diferenciacion que siguen las células neurales y los
marcadores que las caracterizan en cada una de las etapas.
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Newral Stem Cell Differentiation Markers
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Figura 11- Marcadores especificos de células neurales. Fuente: R&D company

Para evaluar la capacidad de diferenciacion de las NPCs, generalmente,
se exponen a diferentes sefales 0 a componentes de la matriz extracelular que
les guian en su diferenciaciéon, como la poly- L- ornithina, la laminina o el
matrigel. Si bien es cierto que actualmente se han publicado diferentes
protocolos especificos de diferenciacidn para conseguir células de linaje neural
partiendo de distintas poblaciones de células progenitoras, quedan ain muchos
aspectos que mejorar en esta linea de estudio. Uno de los puntos a clarificar es
el patron de marcadores caracteristicos que presentan las células en funcion de
su potencialidad y del momento de diferenciacién en el que se encuentran, de
esta manera se podrian identificar dentro de una poblacidn celular, aunque ésta
fuese muy heterogénea o aunque las células a identificar fueran muy poco
numerosas.

Como ya se cité anteriormente, en la SVZ del cerebro humano se

encuentra una poblacién de células con caracteristicas de células madre, es
decir, estas NPCs se pueden encontrar en el LCF del individuo, hecho que se
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demostro en el ensayo de Reynolds donde a partir de la SVZ mediante el “ensayo
de neuroesferas” se consiguieron NPCs (Gonzalez-Perez 2012). Se ha descrito
que las NPCs se pueden encontrar en el liquido cefalorraquideo (LCF) de
pacientes con hidrocefalia (Krueger, Wu et al. 2006), ya que en el cultivo de
muestras de LCF de neonatos con hidrocefalia post-hemorragica se han hallado
células con marcaje positivo para Nestin y GFAP. La explicacion que se le da a
este hallazgo es que las NPCs pueden llegar hasta el LCF a través de las
disrupciones del epéndimo que se dan en la hidrocefalia. Sin embargo, la
cantidad de NPCs que se pueden recuperar del LCF son escasas (Krueger, Wu et
al. 2006).

En el incesante estudio de las propiedades que tienen las células del
liguido amnidtico, se ha demostrado que existe per se, una poblacién celular que
tiene capacidades neurogénicas, es decir, que bajo los correctos medios de
diferenciacion pueden llegar a dar lugar a células de la estirpe neural (Prusa,
Marton et al. 2004). Sin embargo, aunque esta capacidad neurogénica se pueda
encontrar en las células que forman parte de los LAs en general, se ha descrito
que los LAs obtenidos de pacientes con MMC o algin otro NTD, tienen una
mayor cantidad de células positivas para GFAP (marcador neural) y que pueden
diferenciarse en mayor cantidad a células del linaje neural (Danzer, Zhang et al.
2011; Maraldi, Bertoni et al. 2014).

Estas células con caracteristicas de NSCs/NPCs que se encuentran en el
liguido amnidtico de pacientes con algun tipo de NTD vy, especialmente con
espina bifida, provienen del LCF que se han escapado al LA a través de la lesion
producida por el defecto del tubo neural, lo cual corresponde con una de las
caracteristicas principales del MMC que es la pérdida de LCF a través del defecto
congénito (Chang, Su et al. 2015), sin embargo, la proporcion de estas NPCs
depende de la dindmica del LCF y del tamafio y tipo del defecto (Pennington,
Gray et al. 2013).

En células del LA procedente de pacientes con MMC se han descrito
marcajes positivos de proteinas del desarrollo del tubo neural como BMP4 vy
Shh, ademas de una elevada cantidad de células positivas para GFAP, Sox2 y
Cd133, lo que corrobora la presencia de NPCs en LAs de pacientes con NTD
(Golob, Paige et al. 2008; Tsurubuchi, Ichi et al. 2013).
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3.2. Scaffolds

Una vez establecido qué células serian las iddneas para trasplantar a la
zona lesionada de MMC, éstas se tienen que integrar dentro de un vehiculo, el
cual se denomina en inglés scaffold.

En ingenieria tisular hay diferentes modelos de scaffold en funcién de si
contiene o no células, de los componentes de los que estd hecho o de la
consistencia y propiedades fisico-quimicas. El scaffold ideal seria aquel que
permitiese una maxima adherencia celular y crecimiento vascular, pero sin
comprometer la elasticidad de las células y debe servir como un soporte
funcional y estructural para las células (Kaviani, Guleserian et al. 2003).

Evans y colaboradores, en su estudio del 2000, identificaron los cuatro
componentes necesarios para un scaffold éptimo para utilizar en el tejido
nervioso y seria aquel que tenga: factores de crecimiento, matriz extracelular
(ECM), soporte celular y moléculas que promuevan la regeneracidon axonal
(Evans 2000). El scaffold se puede utilizar para que las células sean capaces de
injertarse tanto entre ellas como con el tejido huésped, ademas sirve para evitar
la cicatriz glial, que estd descrito que inhibe la regeneracion axonal (Skop,
Calderon et al. 2016). Las interacciones entre la matriz extracelular que tiene el
scaffold y las integrinas del tejido dirigiran la proliferacion celular, la
supervivencia y diferenciacion.

Sin embargo, dependiendo de la zona a reparar, el scaffold deberd
cumplir unas determinadas caracteristicas para ayudar a la supervivencia y
diferenciacion correcta de las células in vivo. Hay diferentes estudios
relacionados con la repoblacién celular, sobre todo, después de una lesidn
aguda de la médula espinal, en los cuales se describe la arquitectura de las vias
axonales. Esta arquitectura se pierde cuando se sufre un traumatismo, por lo
que es necesario que el scaffold que se utilice tenga la capacidad de guiar a las
células por la via correcta para la repoblacién, actuando como un puente y
formando una estructura en 3D. Ademas, se debe demostrar tanto in vitro como
in vivo que el scaffold no sea toéxico y que las células puedan anidar en él de
manera correcta (Zhu, Wang et al. 2010; Tian, Prabhakaran et al. 2015).

Vacanti y sus colaboradores, en sus estudios sobre ingenieria tisular
dirigidos para reparar médulas que habian sufrido una lesién aguda
desarrollaron un scaffold que simulaba la estructura de una médula espinal sana
mediante un esqueleto de polimero artificial sembrado con NSCs. De esta
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manera, la parte interna del scaffold, que estimulaba a la materia gris de la
médula espinal, fue sembrada con NSCs y actud tanto de soporte tréfico como
de emplazamiento celular. La parte externa del scaffold estimulaba la parte
blanca de la médula, con poros orientados axialmente para ayudar a la guia de
los cuerpos axonales; esta porcion también tenia una porosidad radial que
permitiria el transporte del fluido inhibiendo el crecimiento del tejido
cicatrizante (Langer and Vacanti 2016).

3.3. Modelos animales de MMC

Pese a que el MMC tiene una elevada incidencia y causa serios
problemas a las personas que lo padecen, hay muchos aspectos de esta
enfermedad que permanecen desconocidos. Por ello, para estudiar la patologia
del MMC desde diferentes enfoques, intentando elucidar hechos como el origen
de la enfermedad, los mecanismos moleculares que intervienen en su origen y
desarrollo e incluso diferentes terapias, son necesarios distintos modelos
animales que simulen el MMC humano.

Hay diferentes tipos de patrones de MMC realizados en modelos de
experimentacién animal. Un primer tipo son aquellos basados en la creacion
quirurgica del defecto que tienden a replicar el efecto del fallo en la primera
neurulacion en el MMC (Housley, Graf et al. 2000; Fontecha, Peiro et al. 2009), y,
un segundo tipo de modelo de MMC, que son aquellos inducidos de manera
congénita mediante la administraciéon de teratogénos a la madre gestante
(Danzer, Schwarz et al. 2005; Quemelo, Lourenco et al. 2007). Estos ultimos
reproducen el dafio neural causado por los dos efectos, tanto el primer hecho
del fallo de la neurulacion como la interaccion del tejido neural expuesto con el
ambiente, sin embargo, este segundo tipo no imita tan bien la casuistica del
MMC en humanos y normalmente, en estos modelos animales, la espina bifida
estd acompafiada por otros defectos del tubo neural.

3.3.1. Modelo de MMC en roedores

Tanto para los ratones como para las ratas se han descrito modelos de
creacion del MMC y otros NTDs, administrando &acido retinoico (RA) en
diferentes fases de la gestacidn. En el caso de los ratones, se ha descrito que con
la administracion de 70mg/kg de RA en el dia 7 de gestacion se obtienen
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elevados porcentajes de defectos en el tubo neural, defectos como los que se
pueden observar en la Figura 12 (Quemelo, Lourenco et al. 2007).

Figura 12- Modelos de MMC en raton (Stiefel, Copp et al. 2007; Escobedo,
Contreras et al. 2013)

En el caso de las ratas, con la administracion 60mg/kg el dia 10 de
gestacion, también se consigue un elevado nimero de fetos afectos de NTD,
como los de la Figura 13 (Danzer, Schwarz et al. 2005).

Figura 13- Modelo de MMC en rata. (Ma, Bao et al. 2012)

Ademds, se han descrito modelos de hamster en los que a las 10 horas
de administrar 20.000 unidades universales de vitamina A a las madres
gestantes se alcanzaban las mayores alteraciones a nivel mesodérmico de los
embriones, causando un colapso de este tejido y derivando en el fallo del
desarrollo del tejido neural (Marin-Padilla 1966).
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El modelo de roedor tiene la ventaja de que el tiempo de gestacion es
muy corto lo que permite tener rdpidamente resultados de los experimentos
realizados, ademas de que las camadas obtenidas son muy grandes permitiendo
restringir el numero de animales utilizados en la experimentacion vy
disminuyendo el nimero de madres gestantes. En cambio, son animales de
pequeio tamafio, por lo que es dificil técnicamente trabajar con ellos y poder
extrapolar adecuadamente los resultados a los humanos, dado que se han
observado diferencias entre el desarrollo de ratones y humanos (Al-Shanafey,
Fontecha et al. 2013). Otra de las desventajas que tiene el modelo de roedores
es que es extremadamente sensible al momento en el que se administra el acido
retinoico, lo que produce que haya grandes diferencias en la literatura en lo
referente a los ratios de dosis de RA versus tasas de defectos provocados
(Danzer, Schwarz et al. 2005).

3.3.2. Modelo de MMC en aves

Para inducir los NTDs en el modelo de pollo se han descrito en la
literatura diferentes aproximaciones. Se puede inducir de manera mecanica,
eliminando quirdrgicamente el tubo neural ya cerrado, o mediante Ia
eliminacién del albumen del huevo fertilizado o incluso inyectando la toxina del
tétanos en el huevo (Pilowsky, Hodgson et al. 1982). En este estudio, ademas, se
descubrid que en el LA de los embriones que presentaban defectos en el tubo
neural habia una elevada concentracion de acetilcolinesterasa, enzima que se
postula como un biomarcador para el diagndstico de NTDs (Brennand, Jehanli et
al. 1998; Dady, Havis et al. 2014; Flick, Krakow et al. 2014).

Otras maneras de inducir NTDs en el pollo es crear una ventana en el
cascaron del huevo fertilizado, 26 horas después de la fertilizacién, o bien
inyectando RA en el saco embrionario; también se ha demostrado que la
inyeccién de elevadas dosis de progesterona puede dar lugar a la aparicién de
NTDs, lo cual se representa en la Figura 14 (Campbell, Ball et al. 1987; Kohga and
Obata 1992; Pamir, Ali et al. 2006).
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Figura 14- Modelo de MMC en pollo, corte sagital (A) y longitudinal (B).
(Pamir, Ali et al. 2006)

El pollo es el modelo utilizado por excelencia en trabajos de
investigacion del desarrollo embrionario porque es muy facil observarlo in vivo
debido a la transparencia de membranas, ademas requiere un manejo muy
sencillo y dado el periodo de incubacion corto permite analizar los resultados
rapidamente. Respecto a la formacién del tubo neural en el pollo es muy similar
al desarrollo en el humano, por lo que el estudio del mismo puede ser clave para
el entendimiento del proceso en los humanos.

3.3.3. Modelo de MMC en lagomorfos

Hace algunos afios se publicé un modelo de MMC en conejo en el cual
se postulaba como un buen modelo para el estudio de esta patologia (Housley,
Graf et al. 2000).

Este modelo ha sido utilizado para diferentes estudios, en concreto,
nuestro grupo de investigacion realizé un trabajo en el que se estudiaba el
efecto de la interaccidon con el LA de la médula expuesta y también la accién de
los esteroides en el parto prematuro. En este modelo, en el dia 23 de gestacion
se realizaba una laparotomia a la hembra gestante y se exponian ambos cuernos
uterinos. Se realizaba una histerectomia y se creaba el defecto espinal mediante
la escisidn de los arcos posteriores de las tres Ultimas vértebras lumbares, tras la
apertura de la duramadre se exponia el tejido neural, permitiendo el flujo hacia
el exterior del liquido cefalorraquideo.

Posteriormente, a dia 29 de los 30 que dura la gestacién en lagomorfos,
se realizaba una cesarea para poder recoger las muestras del estudio (Fontecha,
Peiro et al. 2007) en la Figura 15 se puede observar el momento de creacién del
defecto de MMC (A) y el estado de la lesion cuando el feto nace (B).
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Figura 15- Creacion de la lesion en feto de conejo (A) Lesion de MMC en
feto de conejo nacido (B)

Este modelo tiene un coste relativamente bajo, ademads, por una madre
gestante se obtiene un elevado numero de crias, aunque menor que en los
roedores. El tiempo de gestacion es mas largo que en roedores, pero el tamafio
de las crias es mas grande, por lo que facilita la manipulacion tanto de los fetos
como de los recién nacidos, ademas de una mas facil evaluacion macroscopica
de los defectos causados por la lesion.

3.3.4. Modelo ovino de MMC

El modelo de creacion de la lesion del MMC en el modelo ovino ha sido
ampliamente utilizado. Generalmente, cuando la oveja gestante alcanza el dia
70-72 de gestacion se le practica una laparotomia y se realiza una histerectomia.
El liqguido amnidtico de la bolsa es extraido mediante una puncidon para disminuir
la presidn de la bolsa y poder realizar la incision con mayor facilidad.

Una vez la zona lumbar del feto es expuesta se escinden los musculos
paravertebrales y se realiza una laminectomia total entre la L1 y la L3, y se
realiza la apertura de la duramadre para permitir que el LA entre en contacto
con la médula espinal reproduciendo lo que ocurre en fetos humanos.
Posteriormente, se cierra la bolsa amnidtica, el LA se repone, y se procede al
cierre del Utero y de la laparotomia por cierre en capas. En la Figura 16 se
muestran dos momentos de la cirugia de creacién del defecto en el feto ovino
(Fontecha, Peiro et al. 2009).
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Figura 16- Cirugia de creacion del MMC en oveja. Apertura de las estructuras mediante
laminectomia (A) y de la duramadre para exposicion de la médula espinal (B)

Ya en el afio 1995, Meuli demostré que el modelo ovino presentaba
grandes similitudes con los casos de MMC humanos, debido a que en sus
experimentos, los fetos ovinos desarrollaban quistes que contenian tejido neural
en su interior, necrosis de la médula espinal y pérdida de tejido neural en las
zonas expuestas, al igual que se observa en los casos de MMC humanos (Meuli,
Meuli-Simmen et al. 1995).

El modelo en oveja de MMC es, actualmente, uno de los mas utilizados,
dado que tiene un tiempo de gestacion suficientemente largo como para poder
realizar varias intervenciones en la misma gestacion, y, tanto el tamafio como las
caracteristicas del feto ovino son muy similares al feto humano. Sin embargo,
por cada oveja gestante se obtiene uno o dos fetos por lo que es necesario un
elevado nimero de ovejas gestantes para el abordaje de los experimentos.

Este modelo de MMC ovino, ha recibido ciertas criticas sobre si se
podria extrapolar los resultados al humano debido a que se realiza de manera
quirdrgica; la cirugia se realiza en mitad de la gestacidn ovina y porque ademas
la duracién del embarazo es la mitad que en la especie humana. Estas criticas se
han contrarrestado con el hecho de que en la intervencidn se abre la dura madre
y la lesién se realice en, como minimo, tres vértebras de manera muy parecida al
defecto en fetos humanos. Otra de las ventajas que tiene este modelo es que el
feto ovino es muy similar en cuanto a tamafio y anatomia al feto humano.

36



Introduccion

3.3.5. Modelo de MMC en primates no humanos

Inicialmente, los modelos de MMC creados en primates no humanos se
basaban en la administracién de algln tipo de corticoesteroide sintético, como
por ejemplo el acido valproico, a la madre gestante. Sin embargo, este tipo de
inducciones teratogénicas del MMC iban acompariadas de otros defectos, por lo
gue no se conseguia tener animales con la espina bifida como defecto aislado
(Michejda and McCollough 1987).

Por ello, comenzaron a realizarse modelos quirurgicos de MMC en
primates, de manera que entre los dias 110 y 125 de gestacion se realizaba una
laparotomia a la madre y se exponia la zona lumbar del feto, al cual se le
realizaba la escision de tres vertebras (L3, L4 y L5) y se dejaba la médula
expuesta (Figura 17) consiguiendo asi, evaluar el efecto téxico del LA sobre el
tejido medular cuando se realizaba la cesarea del feto al finalizar la gestacidn,
entre los dias 160 y 165 de gestacion (Michejda 1984; Galvan-Montano,
Cardenas-Lailson et al. 2007).

N

Figura 17- Modelo de MMC en Macaca Mulatta. Fuente: (Galvan-
Montano, Cardenas-Lailson et al. 2007)

El modelo en primate de MMC representa un modelo experimental
poco econdémico, debido a que los animales tienen un elevado coste y cada
primate gestante presenta normalmente un uUnico feto. Los problemas éticos
que acompafian a la utilizacion de primates no humanos son muchisimos y se
necesitan permisos e instalaciones especiales para el desarrollo de experimentos
con ellos. Por otro lado, el tiempo de gestacién de un primate es de mas de
cinco meses lo que ralentiza la evaluacion de los resultados.
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En cambio, su similitud al feto humano y el elevado tiempo de gestacién
son ventajas, dado que permite imitar fielmente al modelo de lesién detectada
en la clinica humana y permite hacer varias intervenciones con un tiempo
adecuado de recuperacion entre las mismas, por lo que se pueden plantear
experimentos de creacion del defecto de forma quirudrgica y semanas después,
abordar la intervencion para la reparacion del defecto lumbar mediante
diferentes aproximaciones terapéuticas.
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Hipoétesis de trabajo

Uno de los dafios neurales que el feto afecto de MMC sufre durante su
desarrollo es la progresiva pérdida de LCF a través del defecto en el cierre de la
zona lumbar, de esta manera las células del liquido cefalorraquideo se mezclan
con las células del liquido amnidtico.

Como ya se ha citado anteriormente, el LCF podria contener células
madre o progenitoras neurales con capacidad de diferenciacién hacia los tres
linajes neurales (neuronal, astrocitario y oligodendrocitario). Dado que en los
pacientes con MMC podemos encontrar dos situaciones diferentes, por un lado
fetos con saco quistico sobre el defecto congénito (el cual contiene LCF), o bien
casos de fetos con MMC abierto donde se produce la progresiva pérdida de LCF
hacia la cavidad amnidtica, la presencia de células progenitoras neurales se
presentaria bien el LCF contenido en el quiste lumbar o bien en el liquido
amnidtico en los casos de espina bifida aperta.

En caso de poder identificar y aislar células progenitoras neurales a
partir de muestras de LCF o de LA de pacientes con MMC, y proceder a su
expansion en cultivo primario, éstas células podrian ser las candidatas idéneas
para su utilizaciéon en nuevas estrategias terapéuticas basadas en terapia celular
autdloga dirigida a promover la regeneracion del tejido neural dafiado en la
médula espinal de fetos con MMC.

Por ello, planteada esta situacién, nuestra hipotesis de trabajo se basa
en la posible existencia de una poblacion de células progenitoras neurales en el
LCF de fetos humanos, las cuales podrian ser aisladas a partir de muestras de
LCF o LA de pacientes con MMC y que podrian ser utilizadas para el trasplante
celular en la zona lesionada de la médula espinal. El ensayo de la terapia celular
en modelos animales de espina bifida, con el fin de evaluar su implantacion y
posterior estimulacidon de la regeneracion neural del tejido medular dafiado,
podria generar nuevas estrategias terapéuticas futuras en la clinica humana.
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es el estudio y desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas con el fin de promover la regeneracién neural
de la médula espinal en fetos que presentan la patologia de la espina bifida,
mediante la obtencidn y trasplante de células progenitoras neurales obtenidas a
partir de muestras de pacientes con MMC.

De esta manera, para el desarrollo de la presente tesis nos planteamos
los siguientes objetivos especificos:

1. Establecimiento de cultivos primarios de células procedentes de
muestras de LCF y LA de pacientes con MMC y de modelo ovino de espina bifida:

i. Modelo animal en oveja: Cultivo primario de células a partir de
muestras de liquido cefalorraquideo y liquido amnidtico de fetos de ovejas con
MMC y fetos sanos.

ii. Muestras humanas: Cultivo primario de células a partir de liquido
cefalorraquideo y liquido amniédtico de pacientes con MMC y sanos.

2. Estudio de la presencia y caracterizaciéon de células progenitoras
neurales en muestras de LCF y LA mediante analisis de la morfologia y expresion
de marcadores especificos por inmunocitofluorescencia (ICF), western-blot y RT-
PCR.

3. Ensayos in vitro de la capacidad de diferenciacion de progenitores
neurales hacia células de linaje neural utilizando distintos protocolos de
diferenciacion especifica (neurona, astrocitos y oligodendrocitos). Analisis de la
capacidad de diferenciacion neural mediante ICF.

4. Andlisis de la colonizacidon y viabilidad de células progenitoras
neurales en scaffolds biocompatibles como paso previo a su utilizacion en
trasplante celular in vivo.

5. Desarrollo de un nuevo modelo de lesién de MMC en fetos de conejo
sobre el que se realizaran los primeros estudios in vivo para el ensayo del
trasplante celular con progenitores neurales en scaffolds biocompatibles, como
paso previo al trasplante celular en el modelo ovino de MMC. Andlisis de la
implantacién de células progenitoras neurales en médula espinal del modelo de
conejo con MMC.
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6. Ensayos de terapia celular en modelo experimental de MMC en
oveja, basados en el trasplante de progenitores neurales obtenidos de LA del
propio individuo para reparacién de la lesion medular derivada del MMC.
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Materiales y métodos

1. Obtencion de muestras de LA y LCF

1.1. Muestras de LA

1.1.1. Origen ovino

Todos los procedimientos que se realizaron en el modelo experimental
de oveja fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacion
Animal (n2 CEEA 20/10) del Instituto de Investigacién del Hospital Universitario
Vall d’ Hebrdn.

El liquido amnidtico (LA) de origen ovino se recogio en cada una de las
intervenciones prenatales llevadas a cabo en ovejas gestantes. De esta manera,
a los 75 dias de gestacion, en el momento previo a la cirugia de creacidon
quirurgica del defecto del MMC, se recogieron unos 20ml de LA que fue
clasificado como LA sano y que fue utilizado para el establecimiento del cultivo
celular.

Veinte dias mas tarde, a los 95 dias de gestacion, se realizd una segunda
intervencidén a la oveja gestante, en la que se repard la lesion del MMC creada
en la cirugia anterior. También en esta cirugia, en el momento previo a la

intervencidn quirdrgica

r= de reparacién  del

defecto, se recogieron
unos 20ml de LA
procesado como LA
MMC vy que fue
utilizado para el

establecimiento del
Figura 18- Recogida de LA del ttero ovino cultivo celular primario
(Figura 18).

1.1.2. Origen humano

Todas las pacientes de las que se obtuvo LA fueron detalladamente
informadas del procedimiento y firmaron un consentimiento informado de
cesion de material para el protocolo experimental, el cual fue aprobado por el
Comité Etico del Hospital Universitario Vall d’ Hebrén (ID: PR (AMI) 65/2013).
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Las muestras de liquido amnidtico correspondientes a fetos afectos por
MMC se obtuvieron a partir de una amniocentesis previa a la cirugia de
reparacion del MMC o bien durante la cirugia fetal reparadora del defecto entre
las semanas 19 y 25 de gestacion. Todas las muestras de LA se obtuvieron tras
haber confirmado la presencia del defecto de MMC mediante ecografia o RMN
(Figura 19).

Figura 19- Externalizacion del utero en una cirugia reparadora de MMC
(A) y recogida de LA (B).

Las muestras de LA sano se obtuvieron de LA sobrante utilizado para las
amniocentesis de rutina en el servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital
Vall d’"Hebron. Todas las muestras de LA denominado como sano corresponden a
muestras de LA de fetos que no presentaron ningun defecto de tubo neural.

En todos los casos, se obtuvieron de cada paciente entre 15 y 20ml de
LA que fueron inmediatamente utilizados para establecer el cultivo celular
primario.

1.2. Muestras de LCF

1.2.1. Obtencién de muestras de LCF de origen ovino

Las muestras de LCF ovino que se utilizaron en el presente trabajo se
obtuvieron en el momento de la primera cirugia de creacion del defecto de
MMC. El LCF se obtuvo mediante aspiracion de liquido del canal medular tras la
cirugia de creacién del MMC, procedimiento que se detalla en el apartado 10 de
esta misma seccidon que consiste en la reseccion de la piel y musculos
paravertebrales de la regién lumbar del feto, laminectomia de las vértebras
lumbares y la apertura de la membrana duramadre y exposicién de la médula
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espinal. Las muestras de LCF obtenidas fueron de un volumen aproximado de
2ml, los cudles se utilizaron inmediatamente después de su obtencion para el
establecimiento de cultivo celular primario. En la Figura 20 se ilustra el tipo de
puncidn realizada en el feto ovino para obtencion de LCF.

Figura 20- Obtencion del LCF en la oveja a partir de la
cisterna magna (A) o del canal medular (B)

1.2.2. Obtencidon de muestras de LCF de origen humano

Las muestras de LCF de origen humano se obtuvieron a partir de fetos
afectos de MMC con quiste. En estos pacientes, el LCF se acumula en el quiste
que recubre la zona del defecto del MMC y se puede recolectar facilmente
durante la cirugia de reparacion quirurgica del MMC. En estos casos, una vez
expuesta la regién lumbar del feto durante la intervencidn quirirgica, el LCF se
obtuvo por puncién del quiste vy
aspiracion del LCF que contenia.

Las muestras obtenidas a partir
de quistes de pacientes con MMC
oscilaron entre 1.5-2.5 ml y fueron
utilizadas para el establecimiento de
cultivos celulares inmediatamente tras

su recoleccidn. En la Figura 21 se ilustra

el quiste que recubre el defecto del MmC  Figura 21- MMCcistico de donde se
obtiene el LCF humano durante la
intervencion quirurgica de reparacion
del defecto

en fetos humanos.
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2. Cultivo celular de LAy LCF

2.1. Establecimiento del control positivo

Con el fin de obtener una poblacién de células madre neurales que nos
sirviese como control positivo para comparar con las células con propiedades de
progenitores neurales obtenidas del LCF o del LA, decidimos establecer un
cultivo primario de NSCs (Neural Stem Cells) a partir de muestras de médula
espinal de fetos humanos y de oveja. Para ello, nos basamos en un protocolo
utilizado en médula espinal de rata y descrito con anterioridad (Reynolds and
Weiss 1992; Fauza, Jennings et al. 2008; Mothe and Tator 2013; Jin, Bouyer et al.
2016), el cual fue necesario optimizar para la obtencion y cultivo de
neuroesferas de origen humano y ovino que nos permitiese después comparar
con las células que se lograsen aislar de las muestras de LA y LCF procedentes de
fetos con MMLC.

Las neuroesferas se obtuvieron a partir del tejido de médula espinal de
cordero o de fetos humanos obtenidos de necropsias tras interrupcion legal del
embarazo y con aprobacién del Comité de Etica del Hospital Vall d’Hebrén (PR
(AMI) 65/2013). En ambos caso se recogié el tejido fresco y se disecciond
mecanicamente con una hoja de bisturi en PBS w/o Ca®* ni Mg”* (Biowest, L0615)
en condiciones de esterilidad.

Una vez la médula quedd suficientemente diseccionada se centrifugd a
1000rpm durante 5 minutos y el pellet se resuspendié con una solucién de
tripsina al 0,25% (Biowest, L0910-100) y se sembré en placa de cultivo
(Labclinics, PLC-20060) pretratada con fibronectina (PromoCell, C-43050) donde
el tejido medular diseccionado se incubd con tripsina durante 15 minutos a 372C
en un incubador en ambiente de CO, al 5%.

Tras la incubacion con tripsina se afiadié medio 1 [DMEM high glucose
with glutamine and sodium piruvate (Biowest- L0104-500) + 10% FBS (Gibco,
10270-106) + penicilina/estreptomicina (Biowest, L-0010)] y se centrifugé a 1000
rpm durante 5 minutos. El pellet resultante se resuspendié de nuevo con medio
1y se sembrd en la misma placa tratada utilizada anteriormente durante 1 hora.
Posteriormente, se recogié el medio con las células en suspensidn y se pasé por
un filtro de 100um (Labclinics, PLC93100) Una vez filtrada, la suspensién celular
se centrifugd a 1000rpm durante 5min y el pellet se resuspendié en medio
Neurobasal (Gibco, 21103-049) suplementado con B27 (Gibco, 17504-044) para
plaquearlo definitivamente en una placa de cultivo especifica para cultivos de
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células en suspensién (Cultek, 153261). El cultivo se expandié durante un
maximo de 10 dias en medio neurobasal en un incubador a 37 2Cy 5% de CO,.

2.2. Cultivo primario de LCF

Tras la recogida de las muestras de LCF, se inicio el cultivo celular
inmediatamente en condiciones de esterilidad. Las muestras obtenidas de LCF,
las cuales normalmente fueron de unos 1,5-2ml, se mezclaron con 15ml de
medio de proliferacidn, consistente en Dulbeccco’s modified Eagle’s médium
(DMEM) (Biowest, L-0104-500), medio M-199 (Biowest, L-0355-500) en
proporcion 3:1, suplementado con 10% FBS (Gibco, 10270-106) , 2mM glutamina
(Gibco, 25030081), 25ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico (FGF2)
(MiltenyBiotec, 130-093-837), 10ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (MiltenyBiotec, 130-093-825) y antibidtico/antimicético (Biowest, L-0010)
y se sembraron en un flascén de cultivo de 75cm’ (Nunc, 156499).

Tras 10-15 dias en cultivo celular a 372C, 95% de humedad y CO, al 5%,
comenzaron a aparecer las primeras colonias de células adherentes y fue
entonces cuando se realizé el primer cambio de medio, eliminando también las
células no adherentes y el debris celular. Cuando las células alcanzaron una
confluencia del 40-50%, se tripsinizaron y se sembraron sobre cubreobjetos
circulares de 200 mm de didmetro (Marienfeld, 0111600), previamente
colocados en placas de cultivo de 12 pocillos (Sardsted, 83.3921), a razén de
25.000 células/pocillo, para realizar los analisis mediante
inmunocitofluorescencia y caracterizacién de las NPCs. Ademas de estas placas
multipocillos también se sembraron dos placas de 60mm (Nunc, 150350), a
razon de 100.000 células/placa, para proceder a su expansion y una vez
alcanzada una confluencia del 50-60% proceder a la extraccion de RNA de las
células en cultivo para los posteriores andlisis de expresidon génica mediante
RTqPCR y para el anadlisis de expresiéon de proteinas especificas mediante
western-blot.

Las células sobrantes se congelaron tras tripsinizacién y resuspension
en medio de congelacién, compuesto por DMEM high glucose with glutamine
and sodium piruvate (Biowest L0104-500), 10% de FBS (Gibco, 10270-106), 8%
DMSO (Sigma Aldrich, D450) y antibidtico/antimicdtico 1x (Biowest, L0010). Tras
la resuspensién, el medio con células se deposité en Criotubos Nalgene® (VWR,
479-3222) y se procedid a la congelacién progresiva hasta -802C durante 16 h
utilizando un contenedor de congelacién Mr. Frosty de Nalgene® (Thermo
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Fisher, 5100-0001) para posteriormente ser almacenadas en contenedores de
nitrégeno liquido y crioconservarlas para posibles usos posteriores.

2.3. Cultivo primario de LA

Las muestras de LA obtenidas se utilizaron para el establecimiento del
cultivo celular inmediatamente tras su obtencién. Para ello, 10 ml del LA
obtenido se mezclaron con 15 ml de medio de proliferacion [compuesto de
DMEM high glucose with glutamine and sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y
MEM-199 (Biowest, L-355-500) en proporcion 3:1, suplementado con 10% FBS
(Gibco, 10270-106), antibidtico/antimicético 1x (Biowest, L0010), 25 ng/ml FGF2
(MiltenyBiotec, 130.093.564) y 10 ng/ml EGF (MiltenyBiotec, 103-093-825)], se
sembraron en un flascén de cultivo de 75cm’ (Nunc, 156499) y se incubd
durante 10-15 dias en un incubador de cultivo celular a 372C, CO, al 5% y
humedad del 95% hasta que comenzaron a aparecer las primeras colonias
celulares.

Una vez aparecieron las colonias celulares, se procedid a su
tripsinizacién y homogeneizacion del cultivo celular, utilizando tripsina al 0.25%
(Biowest, L0910-100), y a su pase celular. Una vez se alcanzd una confluencia del
40-50%, se tripsinizaron y se sembraron sobre cubreobjetos circulares de 200
mm de didmetro (Marienfeld, 0111600), previamente colocados en placas de
cultivo de 12 pocillos (Sardsted, 83.3921), a razén de 25.000 células/pocillo, para
realizar los analisis mediante inmunocitofluorescencia y localizacién de las NPCs.
Ademas de estas placas multipocillos también se sembraron dos placas de
60mm (Nunc, 150350), a razén de 100.000 células/placa, para proceder a su
expansién y una vez alcanzada una confluencia del 50-60% proceder a la
extraccion de RNA de las células en cultivo para los posteriores analisis de
expresidon génica mediante RTQPCR y para el andlisis de expresién de proteinas
especificas mediante western-blot.

Las células sobrantes se congelaron tras la tripsinizacion y resuspension
en medio de congelacién, compuesto por DMEM high glucose with glutamine
and sodium piruvate (Biowest L0104-500), 10% de FBS (Gibco, 10270-106), 8%
DMSO (Sigma Aldrich, D450) y antibiético/antimicdtico 1x (Biowest, L0010). Tras
la resuspensién, el medio con células se deposité en Criotubos Nalgene® (VWR,
479-3222) y se procedid a la congelacién progresiva hasta -802C durante 16 h
utilizando un contenedor de congelacion Mr. Frosty de Nalgene® (Thermo
Fisher, 5100-0001), para posteriormente ser almacenadas en contenedores de
nitrégeno liquido y crioconservarlas para posibles usos posteriores
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2.4. Optimizacidon de las condiciones de cultivo

Para poder establecer las condiciones de cultivo dptimas de las células
de LCF y de LAs se realizaron diferentes pruebas variando distintos factores:
crecimiento celular sobre diferentes matrices, diversos medios de cultivo de
proliferacion y varios factores de crecimiento afiadidos. En la Tabla 3 se muestra
un resumen de las diversas condiciones ensayadas.

Para cada uno de los medios de cultivo utilizados en el estudio de
proliferacion celular, se utilizaron diferentes matrices sobre las que se

sembraron las células, tal y como se indica en cada uno de los protocolos
existentes en la literatura:

Matrices Medios de proliferacién Factores de crecimiento

Cellstart Medio CP FGF

Laminina Medio NK EGF
Poly-D-lysine Medio SP NGF
Poly-L-lysine Medio UNIM1 BDNF

Matrigel Medio UNIM2 RA

Collagen Medio SL
Fibronectina

Geltrex
W /o matriz

Tabla 3- Relacién de productos probados para la establecer las condiciones éptimas de

proliferacion celular.

- Las placas tratadas con cellstart (Gibco,
dilucién 1:50 en PBS+ Ca™ + Mg+2 (Gibco, 14040-174) durante 2 horas a 37°C,
tras lo cual se aspird la solucidn de cellstart justo antes de sembrar las células.
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- La laminina (Millipore, CC095) se utilizé a 10ug/ml y las placas se incubaron
durante 2 horas a 379C. Antes de sembrar las células las placas tratadas se
lavaron con PBS w/o Ca*” ni Mg*? (Biowest, L0615-500).

- La poly-D-lysina (Millipore, A-003-E) se utiliz6 a 100ug/ml, las placas se
incubaron 3 horas a temperatura ambiente y antes de sembrar las células las
placas se lavaron con agua destilada estéril.

- La poly-L-lysina (Sigma, P4707) se utilizd al 0.01% (w/v), las placas fueron
incubadas 5 minutos con la solucion de poly-L-lysina y no fue necesario lavarlas
antes de sembrar las células, sélo aspirar la solucién de poly-L-lysina.

- El matrigel utilizado (BD, 356234) se usé a 1mg/ml en medio DMEM con
antibiotico, después de dejar actuar 5 minutos el matrigel sobre la placa de
cultivo, ésta se secd durante 3 horas en el incubador antes de sembrar las
células.

- La matriz de colageno (BD, 354265) utilizada se diluyd hasta una concentracion
de 50ug/ml en acido acético (Sigma, 320099) al 0,02M, se incubd durante 1 hora
a temperatura ambiente y, antes de sembrar las células, la placa se lavé con PBS
estéril sin Ca”* ni Mg”* (Biowest, L0615-500).

- Las placas tratadas con fibronectina (Promocell, 43060) se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente con una dilucién de fibronectina a 10pug/ml en PBS
sin Ca** ni Mg2+(Biowest, L0615-500). Tras la incubacion se aspird el exceso de
solucién de fibronectina y sin la necesidad de un lavado previo, se sembraron las
células.

- Para la incubacion con geltrex (Gibco, A1413201), las placas se cubrieron con la
soluciéon comercial y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Antes de sembrar las células se lavaron las placas de cultivo con PBS con ca™ y
Mg”* (Gibco, 14040091).

Otro de los puntos a optimizar en el crecimiento del cultivo primario,
ademads de la matriz sobre la que crecen las células, es el medio de cultivo
utilizado para promover la proliferaciéon celular, por ello se realizaron pruebas
utilizando diferentes medios de cultivo:
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- Medio CP: Relacion 3:1 de DMEM high glucose with glutamine and sodium
piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM 199 (Biowest, L-355-500), 10% FBS (Gibco,
10270-106), solucién antibiodtico/antimicdtico 1x (Biowest, LO010).

- Medio NK: DMEM-F12 (Gibco, 31331-028), suplementado con B27 (Gibco,
17504044), N2 (Gibco, 17502-048), 2ug/ml de heparina (Sigma, H3149), 1ug/ml
de laminina (Sigma, L2020).

- Medio SP: StemPro® NSC SFM (Life Technologies, A1050901) suplementado
con GlutaMAX (LifeTechnologies, 35050061), 20ng/ml de FGF (MiltenyBiotec,
130.093.564), 20ng/ml de EGF (MiltenyBiotec, 103.093.825) vy
antibidtico/antimicético 1x (Biowest, L0O010).

- Medio UNIM1: DMEM-F12 (Gibco, 31331-028), suplementado con glucosa
(Sigma, G7528) al 30%, 7.5% NaHCOs (Sigma, S5761), hepes 1M (Gibco, 15630-
080), L-glutamina (Gibco, 25030-081), 400mg de apo-transferrina (Sigma, T-
2252), 100mg de insulina (Sigma, 12643), 38.6mg de putrescina (Sigma, P-7505),
2uM de progesterona (Sigma, P-8783), 3mM de selenito de sodio(Sigma, S-
9133), FBS 1% (Gibco, 10270-106), penicilina/estreptomicina 1x (Biowest,
L0010).

- Medio UNIM 2: DMEM-F12 (Gibco, 31331-028), suplementado con glucosa al
30%, NaHCO; (Sigma, S5761), hepes 1M (Gibco, 15630-080), L-glutamina, (Gibco,
25030-081), 400mg de apo-transferrina (Sigma, T-2252), 100mg de insulina
(Sigma, 12643), 38.6mg de putrescina (Sigma, P-7505), 2uM de progesterona
(Sigma, P-8783), 3mM de sodio-selenito (Sigma,S-9133), FBS 2% (Gibco, 10270-
106), 20ng/ml de BDNF (MiltenyBiotec, 130-096-285), heparina al 0,2% (Sigma,
9041-08-1), 10ng/ml de FGF (MiltenyBiotec, 130.093.564) y
penicilina/estreptomicina 1x (Biowest, L0010).

Se probaron diferentes factores de crecimiento que suplementasen al
medio con el fin de encontrar las condiciones dptimas de cultivo de las células:
FGF2 (MiltenyBiotec, 130.093.564), EGF (MiltenyBiotec, 103.093.825), NGF-B
(MiltenyBiotec, 130.093.971), BDNF (MiltenyBiotec, 130.093.811) y acido
retinoico (RA) (Sigma, R2625). Se realizd una bateria de pruebas de diferentes
concentraciones con cada uno de los distintos medios, estas concentraciones
fueron: 1, 2.5,5, 10y 20 ng/ml.

Con estos experimentos se pudo determinar cuales eran las condiciones

de cultivo respecto al medio, matriz y factores de crecimiento mas favorables
para una Optima proliferacion de las células del LCF y LA.
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2.5. Estudios de proliferacion celular

Tras evaluar como determinadas combinaciones de matrices, medios y
factores de crecimiento favorecian la proliferacion de las células procedentes de
LCF y LA se realizaron ensayos de velocidad de crecimiento entre las condiciones
Optimas. En estos experimentos se sembraron inicialmente 75000 células/pocillo
(t0) de LCF y de LAs de diferentes pacientes en las distintas condiciones. Las
células se sembraron por triplicado en pocillos de placas de 12 pocillos y dos y
cuatro dias mas tarde de la siembra inicial se contaron las células de los
diferentes pocillos utilizando una cdmara de Neubauer (Brand, 10360141), para
poder establecer la velocidad de proliferacion de las células del liquido
cefalorraquideo y del liquido amnidtico en funcion del medio, matriz y
concentraciones de factores de crecimiento en los que estaban sembrados.

2.6. Aislamiento de clones

Con el fin de poder aislar los distintos clones celulares de los que estaba
compuesto el LA y con la idea de poder identificar cudl de ellos era el que se
caracterizaba por sus propiedades de progenitor neural, se utilizaron 2 métodos
diferentes para la obtencidon de diferentes clones celulares. Por un lado, se
utilizé el aislamiento de clones celulares por dilucion, de manera que 5ml de LA
de cada individuo, control o paciente con MMC, fueron previamente diluidos en
medio de proliferacion [Relacién 3:1 de DMEM high glucose with glutamine and
sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM-199 (Biowest, L-355-500), 10% FBS
(Gibco, 10270-106), solucién antibidtico/antimicético 1x (Biowest, L0010)] hasta
un volumen final de 50ml, tras lo cual se sembré 1ml/pocillo en 4 placas de 12
pocillos y se incubaron en condiciones de 379C, 95% de humedad y 5% de
tension de CO,. Por otro lado, otros 5ml de LA se resuspendieron en 15ml de
medio de proliferacion y se cultivaron en un flascén de 75cm”. El cultivo se fue
controlando a diario mediante microscopia éptica para determinar el momento
de aparicion de las diferentes colonias celulares, momento en el que se aislaron
manualmente por raspado de una muestra de células de la colonia, suspendidas
en 1 ml de medio de proliferacion y sembrado en un pocillo de una placa de 12
pocillos para su expansion en cultivo celular.

En el caso de los clones obtenidos por dilucién, se controlé a diario
mediante microscopia éptica el crecimiento de las colonias para determinar el
momento de aparicidon y comprobar que el cultivo se inicid a partir de una Unica
célula. Los pocillos donde se encontré mds de una célula fueron descartados
para asegurar que siempre se obtenia un Unico tipo celular en cada uno de los
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diferentes pocillos. Estos clones se fotografiaron con un microscopio éptico
(Olympus, Bx-61) y se expandieron hasta alcanzar el primer o segundo pase
cuando se criopreservaron en medio de congelacion [DMEM high glucose with
glutamine and sodium piruvate (Biowest L0104-500), 10% de FBS (Gibco, 10270-
106), 8% DMSO (Sigma Aldrich, D450) y antibidtico/antimicético 1x (Biowest,
L0010)] y se almacenaron en nitrégeno liquido.

Por otro lado, al LA cultivado en flascén se le fue controlando su
crecimiento hasta observar que aparecian diferentes colonias celulares, por lo
que utilizando una pipeta Pasteur de vidrio estéril (VWR, 612-1702) se aislé cada
uno de los distintos clones mediante raspado de la colonia celular y se expandié
su cultivo con medio de proliferacion [Relacion 3:1 de DMEM high glucose with
glutamine and sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM 199 (Biowest, L-
355-500), 10% FBS (Gibco, 10270-106), solucion antibidtico/antimicético
(Biowest, L0010)] hasta el pase 1 6 2 cuando se congelaron las células y se
criopreservaron en nitrégeno liquido. La ilustra ambos métodos
utilizados para el aislamiento de clones.

Clones por dilucion Clones por aislamiento de colonias

3. Purificacion celular

Una vez confirmada la presencia de células positivas para el marcador
CD15, el cudl es una proteina transmembrana que marca especificamente a las
células con caracteristicas de NPCs, se procedio al enriquecimiento en NPCs de
los cultivos de LAs obtenidos de los pacientes con MMC abierto, los LAs de
pacientes que presentaban MMC quistico no se utilizaron para aislar NPCs dado
que la migracion de células con caracteristicas de progenitores neurales desde el
LCF al LA es minima o, incluso inexistente.
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Asi, partiendo de los cultivos primarios de LAs se llevaron a cabo
ensayos de purificacion y enriquecimiento en progenitores neurales en base a la
presencia de la proteina de superficie CD15, marcador especifico de
progenitores neurales, utilizando el kit comercial MACS® MicroBeads
(MiltenyBiotec) de columnas de afinidad inmunomagnética, tal y como se
muestra en el esquema de la . Este kit comercial consiste en unas
microesferas magnéticas unidas al anticuerpo especifico que reconoce la
proteina de interés en funcién de la que se quiere realizar la separacion.

R 4

Las MicroBeads que se utilizaron fueron las especificas para separar en
funcidon de la presencia de la proteina de membrana CD15 (Milteny Biotech, 130-
046-601) y se utilizo el kit de purificacion magnética Mini MACS Starting Kit (130-
090-312) compuesto por las MACS MS Columns (130-042-201) y el Mini MACS
Separator (130-042-102). La purificacién celular se llevd a cabo siguiendo el
protocolo indicado por la casa comercial. Brevemente, se preparo el buffer de
PBS + BSA al 0.5% (Sigma, A3059) y EDTA 2mM (Sigma, 1233508) que se tuvo
qgue mantener siempre frio por lo que todo el proceso se realizd en hielo. Las
células que se sometieron a la separacion inmunomagnética se tripsinizaron y se
contaron con la ayuda de la cdmara de Neubauer (Brand, 10360141) y se
centrifugaron durante 10 min a 300g, el sobrenadante se descartd
completamente. Posteriormente, el pellet celular se resuspendié en 300uL del
buffer preparado anteriormente y se afiadieron 100uL de FcR blocking reagent y
100uL de las Microbeads magnéticas especificas para la proteina CD15 y se
dejaron incubar durante 30min a 42C. Pasado este tiempo las células se lavaron
con 2ml de buffer y se centrifugaron a 300g durante 10 min. El pellet se
resuspendidé en 500uL de buffer y la suspensidn se introdujo en la columna
colocada en el iman unido al MACS separador. La solucion celular se dejo circular
a través de la columna por gravedad y se fue recogiendo la fraccion CD15
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negativa en un tubo de 50ml (Labbox, 16535), la columna se lavd 3 veces con
500uL de buffer cada vez. La fraccion CD15 (+) se obtuvo tras retirar la columna
del separador magnético y afiadir 1ml de buffer para facilitar la elucién de la
fraccion celular CD15 positiva que se recogié en un Eppenforf (Sorenson, 37840).
Al final del proceso, ambas fracciones resultantes se contaron y se cultivaron en
placas separadas con medio de proliferacién celular [Relacién 3:1 de DMEM high
glucose with glutamine and sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM 199
(Biowest, L-355-500), 10% FBS (Gibco, 10270-106), solucion
antibidtico/antimicético (Biowest, L0010)].

Una vez las poblaciones celulares CD15 (+) y CD15 (-) se expandieron en
cultivo por separado hasta una confluencia del 40-50%, se sembraron las células
sobre cubreobjetos de 20mm (VWR, 631-0670) colocados en placas de 12
pocillos con el fin de evaluar la expresion de los marcadores especificos de NPCs,
TBR2, Sox2 y CD15, mediante inmunocitofluorescencia. Asi, una vez realizada la
inmunocitofluorescencia, siguiendo el protocolo que se detalla mas adelante, se
analizaron 6 campos fotografiados al azar de tres cubreobjetos diferentes (hasta
el contaje de un numero aproximado de 250 células) y se realizaron los
recuentos de las células positivas para los anticuerpos TBR2, Sox2 y CD15 para
expresar el resultado en porcentaje. Mediante este contaje se pudo determinar
la eficiencia de la purificacion de células con la que se consiguid enriquecer la
poblacion de NPCs en los cultivos celulares procedentes de LAs de pacientes con
MMC.

Ademas, la poblaciéon enriquecida para células CD15 positivas, se
expandio en cultivo y se realizaron ensayos de diferenciacion mediante distintos
protocolos especificos a oligodendrocitos, neuronas y astrocitos. De estas NPCs
diferenciadas también se realizaron analisis de ICF para distintos marcadores:
CD15 y TBR2 como marcadores de NPCs y también marcadores especificos de
diferenciacion de linaje neural, BllI- tubulina como marcador de neurona,
CNPase como marcador de oligodendrocito y GFAP para marcaje de astrocitos.

4, Ensayos de diferenciacion celular

Con el fin de evaluar las caracteristicas de precursores neurales y su
capacidad de diferenciarse a células del linaje neural, como neuronas, astrocitos
y oligodendrocitos, las células obtenidas en cultivo primario a partir de muestras
de LCF y de LA se sometieron a distintos protocolos de diferenciacion que se
detallan a continuacién:
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4.1. Diferenciacion arbitraria

Las células (100.000 células/pocillo) se sembraron sobre cubreobjetos
de 20mm (VWR, 631-0670) en placas de cultivo de 12 pocillos y se cultivaron con
medio de proliferacion [Relacidon 3:1 de DMEM high glucose with glutamine and
sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM-199 (Biowest, L-355-500), 10%
FBS (Gibco, 10270-106), solucién antibiético/antimicdtico (Biowest, L0010)]
hasta alcanzar una confluencia del 50%. Las células se lavaron con PBS (Biowest,
LO615- 500) y después se incubaron con medio de cultivo StemPro® NSC SFM
(Life Technologies, A1050901) durante 12 dias para inducir la diferenciacién
arbitraria de los diferentes subtipos de células del linaje neural. El medio de
cultivo se cambid cada 2-3 dias y, al cabo de 12 dias de diferenciacion, las células
se lavaron con PBS estéril (Biowest, L0O615- 500) y se fijaron con PFA (Aname,
157-4-100) al 4% para su utilizacidon en ensayos de inmunocitofluorescencia y
determinacion de marcadores neurales especificos.

4.2. Diferenciacion especifica hacia linaje neuronal

Para inducir la diferenciacidn celular especifica hacia linaje neuronal, las
células se sembraron sobre cubreobjetos (VWR, 631-0670) en placas de cultivo
de 12 pocillos y se incubaron con un medio de diferenciacion especifico. Los
cubreobjetos se pre-trataron con 20 pg/ml de poly-L- ornithina (P3655, Sigma)
durante 1 hora a 372C y tras un lavado con agua destilada se incubaron con una
solucién de 10ug/ml de laminina (Merck Millipore, CC095) durante 2 horas a
379C y se lavaron con PBS estéril sin Ca** ni Mg (Biowest, L0615-500). Las
células (100.000 células/pocillo) se incubaron con medio de proliferaron (3:1 de
DMEM high glucose with glutamine and sodium piruvate (Biowest- L0104-500) y
MEM 199 (Biowest, L-355-500) suplementado con 10% FBS (Gibco, 10270-106),
2mM glutamina (Gibco, 25030081), 25ng/ml de FGF2 (MiltenyBiotec,
130.093.564), 10ng/ml de EGF (MiltenyBiotec, 103-093-825) vy
antibidtico/antimicético 1x (Biowest, L0010)) hasta que alcanzaron una
confluencia del 50%. Entonces, se lavaron con PBS estéril (Biowest, L0615- 500) y
se incubaron durante 7 dias con el medio especifico de diferenciacién a linaje
neural, compuesto por: medio Neurobasal (Life Tecnhologies, 21103-049), 2% de
suplemento B-27 (Life Technologies, 17504-044), 2mM GlutaMAX (Life
Tecnhologies, 35050-061) y antibidtico/antimicético (Biowest, L0010). Tras los
primeros 7 dias se afiadié dibutiril-cAMP (Sigma, D0627) a 0,5mM durante tres
dias mas para inducir la diferenciacion final de las neuronas. El medio de cultivo
se cambid cada 2-3 dias. Al final del proceso de diferenciacion las células se
lavaron con PBS estéril (Biowest, L0615- 500) y se fijaron con PFA (Aname, 157-
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4-100) al 4% para su utilizacion en ensayos de inmunocitofluorescencia y
determinacion de marcadores neurales especificos.

4.3. Diferenciacidn especifica hacia linaje astrocitario

Para estimular la diferenciaciéon celular especifica hacia linaje
astrocitario, las células (100.000 células/pocillo) se sembraron sobre
cubreobjetos (VWR, 631-0670) en placas de cultivo de 12 pocillos pre-tratados
con una dilucién 1:200 de Geltrex™ Matrix (Thermo Fisher Scientific, 12760) en
DMEM/F-12 (Life Technologies, 31331028) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras el pre-tratamiento, los cubreobjetos se lavaron con PBS con ca®
y Mg”* (Gibco, 14040091) y se sembraron las células en medio de proliferacién
(medio 3:1 de DMEM high glucose with glutamine and sodium piruvate
(Biowest- L0104-500) y MEM 199 (Biowest, L-355-500) suplementado con 10%
FBS (Gibco, 10270-106), 2mM glutamina (Gibco, 25030081), 25ng/ml de FGF2
(MiltenyBiotec, 130.093.564), 10ng/ml de EGF (MiltenyBiotec, 103-093-825) y
antibidtico/antimicético (Biowest, L0010)) hasta alcanzar una confluencia del
50% y empezar el proceso de diferenciacion. Tras un lavado con PBS estéril
(Biowest, L0O615- 500) se incubaron las células durante 10 dias con medio de
cultivo de diferenciacion astrocitaria, compuesto por: DMEM (Biowest, L0104-
500) con 1% de N2 (Gibco, 17502048), 2mM GlutaMAX-1 (Life Technologies,
35050-061), 1% FBS (Gibco, 10270-106) y solucion antibidtico/antimicético
(Biowest, L0O010). EI medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias. Al final del
proceso de diferenciacion las células se lavaron con PBS estéril (Biowest, L0615-
500) y se fijaron con PFA (Aname, 157-4-100) al 4% para su utilizacién en
ensayos de inmunocitofluorescencia y determinacién de marcadores neurales
especificos.

4.4. Diferenciacidn especifica hacia linaje oligodendrocitario

La diferenciacion celular especifica hacia oligodendrocitos se llevd a
cabo sobre cubreobjetos colocados en placas de cultivo de 12 pocillos y pre-
tratados con 20 ug/ml de poly-L- ornithina (Sigma, P3655) y 10ug/ml de laminina
(Merck Millipore, CC095), en las mismas condiciones que las indicadas en el
apartado 4.2, sobre los que se sembraron las células (100.000 células/pocillo) en
medio de proliferacion [3:1 de DMEM high glucose with glutamine and sodium
piruvate (Biowest- L0104-500) y MEM 199 (Biowest, L-355-500) suplementado
con 10% FBS (Gibco, 10270-106), 2mM glutamina (Gibco, 25030081), 25ng/ml
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de FGF2 (MiltenyBiotec, 130.093.564), 10ng/ml de EGF (MiltenyBiotec, 103-093-
825) y antibidtico/antimicdtico (Biowest, L0010)]. Una vez el cultivo celular
alcanzoé el 50% de confluencia, se lavd la monocapa con PBS estéril (Biowest,
L0O615- 500) y se incubaron las células durante 10 dias con el medio de
diferenciacion oligodendrocitaria, compuesto por: Medio Neurobasal (Life
Tecnhologies, 21103-049), 2% de B-27(Life Technologies, 17504-044), 2mM
GlutaMAX (LifeTecnhologies, 35050-061), 30ng/ml Triiodo-L-Thyronina (T6397,
Sigma) y solucion antibidtica/antimicética 1x (Biowest, L0010). El medio de
cultivo se cambid cada 2-3 dias. Al final del proceso de diferenciacion las células
se lavaron con PBS estéril (Biowest, L0O615- 500) y se fijaron con PFA (Aname,
157-4-100) al 4% para su utilizacidon en ensayos de inmunocitofluorescencia y
determinacion de marcadores neurales especificos.

5. Inmunocitofluorescencia

Las células en cultivo, se fijaron con paraformaldehido (PFA) (Aname,
157-4-100) al 4% durante 30 min en agitacidon suave y después se lavaron 3
veces con PBS para eliminar los restos de PFA. A continuacion, los cubreobjetos
se incubaron con PBS (para la determinacion de proteinas de membrana como
CD15) o con PBS + triton X-100 (Roche, 10789704001) al 0,1% (para proteinas de
localizacidn intracelular) durante 15 minutos en agitacién, tras lo cual se
procedid al bloqueo de las uniones inespecificas de los anticuerpos mediante
incubacién con albimina de suero bovino (BSA) (Sigma, A3059) al 3% en PBS 1X
durante 1 hora a temperatura ambiente. Inmediatamente tras el bloqueo se
realizé la incubacidon con los anticuerpos primarios dirigidos contra TBR2
(ab23345, Abcam), CD15 (ab119844, Abcam), SOX2 (ab97959, Abcam), Blll-
tubulina (ab41489, Abcam), GFAP (Z0334, Dako), Oligo-O1 (MAB5540,
Chemicon) y CNPase (ab6319, Abcam) previamente diluidos 1/100 en PBS + BSA
al 3%, esta incubacion se realizé durante 16 horas a 42C en una camara humeda.
Tras esta incubacién con el anticuerpo primario, los cubreobjetos se lavaron con
PBS 1X y se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 hora a
temperatura ambiente en una cdmara humeda oscura. Los anticuerpos
secundarios utilizados en los estudios por inmunocitofluorescencia fueron el
Alexa Fluor® 568 anti-mouse (A-11004, Invitrogen), Alexa Fluor® 488 anti-rabbit
(A-11008, Invitrogen), Alexa Fluor® 488 anti-mouse (A-11001, Invitrogen), Alexa
Fluor® 647 anti-rabbit (A-21245, Invitrogen), Alexa Fluor® 647 anti-chicken (A-
21449, Invitrogen) y Alexa Fluor® 568 anti-chicken (A-11041, Invitrogen). Tras la
incubacidn con el anticuerpo secundario los cubreobjetos se lavaron 3 veces con
PBS 1X y se realizd el montaje de los cubreobjetos sobre portaobjetos (Pearlan,
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50024) utilizando el medio de montaje Fluoroshield™ con DAPI (Sigma, F6057).
Las imagenes de las inmunocitofluorescencias se obtuvieron utilizando un
microscopio de fluorescencia (Olympus, URFL-T).

6. Western-blot

La técnica de Western-blot (Towbin, Staehelin et al. 1979) permite la
deteccion de proteinas de una mezcla mediante el uso de anticuerpos
especificos contra la proteina de interés, previa electroforesis desnaturalizante
en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

6.1. Preparacion de las muestras para Western-blot

Las muestras que se han utilizado para la determinacion de la presencia
de proteinas especificas mediante western-blot se obtuvieron a partir de
extractos celulares de los cultivos primarios de LA. Las células se sembraron en
placas de cultivo de 100mm de didmetro (Nunc, 150350) de las que se extrajo la
proteina para los posteriores analisis de WB.

Para extraer la proteina de las células en cultivo, se lavaron con PBS no
estéril y se lisaron con tampon RIPA (20 mM sodium phosphate, pH 7.4, 140 mM
NaCl, 1 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 0.1% B-glycerol
phosphate and complete protease and phosphatase inhibitor cocktails, Roche
Diagnostics), con la ayuda de un scrapper (Nunc, 179693) y se recogid el extracto
celular en un tubo Eppendorf para proceder a la completa homogenizacion
utilizando un sonicador (Hielscher, UP50H). Las muestras se centrifugaron a
13500 revoluciones por minuto (rpm) en una microcentrifuga (Labnet) a 49C
durante 15 minutos y los sobrenadantes se utilizaron para el estudio de Western
Blot.

En estos extractos se midid la concentracién de proteina con el objetivo
de aplicar en el gel la misma cantidad para cada una de las muestras. La cantidad
de proteina total presente en los extractos celulares se cuantificé segun el
método de Bradford (Bradford 1976) y utilizando el kit comercial Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad). Este método se basa en el hecho de que el maximo de
absorbancia de una solucidn 4acida de azul de Coomassie brillant G-250 cambia
desde 465nm hasta 595nm cuando se produce la unién a proteina. De esta
forma, y aplicando la ley de Lambert-Beer, se puede determinar la concentracidn
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proteica de un extracto por interpolacién a una recta patrén construida a partir
de la absorbancia determinada para varias soluciones de BSA (albimina de suero
bovino, fraccién V, Sigma) de entre 0 y 0,5 mg/ml.

A cada muestra se afiadié entonces el volumen correspondiente de
tampdn de ruptura 5X (Tris-HCI 250 mM pH 6.8, DTT 50 mM, SDS 10 %, azul de
bromofenol al 0.5 % y glicerol al 50 %) y por ultimo, se igualé el volumen final en
todas las muestras con agua destilada. Una vez se obtuvo una mezcla
homogénea tampdn de ruptura-extracto, se hirvieron las muestras durante 5
minutos a 100 2C. Acabado este proceso, las muestras ya estaban listas para ser
cargadas en el gel.

El protocolo de Western-blot puede dividirse en tres etapas: la
separacion electroforética de las diferentes proteinas de la muestra, la
transferencia de estas proteinas a una membrana de nitrocelulosa, y la
deteccion y visualizacién de las bandas de proteina que nos interesan mediante
anticuerpos especificos dirigidos contra ellas.

6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) es el
sistema mas cldsico empleado para resolver mezclas de proteinas en funcién de
su peso molecular. Para ello se trata el extracto proteico con un tampdn de
ruptura que contiene SDS. El SDS confiere carga negativa a todas las proteinas
manteniendo la relacién carga/masa constante. Finalmente, se hace correr la
solucién proteica con tampdn de carga a través de un gel de acrilamida-
bisacrilamida bajo la accién de un campo eléctrico.

En este tipo de electroforesis se emplean dos geles, cada uno de ellos
con diferente concentracién de acrilamida: (1) Un gel concentrador (stacking) y
(2) un gel separador (separating). El gel concentrador tiene una concentracion
final de acrilamida del 5%, y su funcidn es la de apilar todas las proteinas en un
mismo punto justo en el inicio del gel separador. El gel separador tiene una
concentracion de acrilamida variable entre 8 y 15%, y su funcidn es la de separar
las proteinas de la muestra en funcién de su tamafio.

El gel separador esta formado por Tris-Cl 0.4 M pH 8.8,SDS al 0.1 % vy la

cantidad de acrilamida-bisacrilamida correspondiente al % que deseemos en el
gel (a partir de la solucidon stock de acrilamida al 30%). A esta mezcla se
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afadieron los dos catalizadores de la polimerizacion, TEMED al 0.06 % y
persulfato amoénico (APS) al 0.1 % (se obtiene a partir de una solucién
concentrada al 10%). El gel concentrador contiene Tris-HCI| 0.126 M pH 6.8, SDS
al 0.1 %, acrilamida al 5%, bisacrilamida al 0.135 %, TEMED al 0.1% y APS al 0.1
%. Para preparar el gel definitivo, primero se deposita el gel separador en el
casting, y se deja polimerizar. Una vez formado, se deposita el segundo encima,
junto con una pieza de plastico (peine) que sirve para formar los pocillos en los
cuales se deposita la muestra.

La electroforesis se realizd en una cubeta MiniProtean Il (Bio-Rad). El
tampon de electroforesis, preparado a partir de una solucidn concentrada 10X,
contiene glicina 192 mM, Tris-HCI 25 mM y SDS 0.1 %.

Una vez preparados los geles de poliacrilamida y montados en la cubeta
de electroforesis, se llenaron los dos compartimentos, interior y exterior, con
tampon de electroforesis (cubriendo asi los pocillos). A continuacion, se
cargaron las muestras en los pocillos y se puso en marcha la electroforesis
aplicando una intensidad de corriente adecuada al nimero y grosor de los geles.
Generalmente, se aplica una intensidad de 20 mA por gel en geles delgados (de
0.75 mm de grosor) y de 40 mA por gel en geles gruesos (de 1.5 mm de grosor).

Al finalizar la electroforesis, se sacaron los geles y se desechd el gel
concentrador, quedandonos con el gel separador que contiene las proteinas. A
continuacion, se sumergio el gel separador en tampdn de transferencia (Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 %, pH 7.2) para eliminar los restos de
SDS, hasta que se inici6 la transferencia.

6.3. Transferencia de las proteinas a una membrana

La transferencia es una técnica mediante la cual las proteinas del gel se
electrotransfieren a una membrana (generalmente de nitrocelulosa o PVDF) de
forma que quedan inmovilizadas y expuestas al ataque de los anticuerpos. La
resolucion proteica que se ha producido durante la electroforesis se mantiene
inalterada. La transferencia se realizé con el Miniprotean Il de Bio-Rad en
condiciones humedas.

Para ello, se colocé en el cassette de transferencia, la membrana, el gel
y el resto de los elementos de la transferencia tal y como indica el fabricante. A
continuacién, se conecté la transferencia a 100 V durante 30-90 minutos,
dependiendo del grosor del gel y del peso molecular de la proteina a detectar.
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Acabada la transferencia, se pudo tefir la membrana con rojo ponceau
S durante unos 10 s. El rojo ponceau S es un colorante general de proteinas y
permite saber si la transferencia ha sido correcta. Para eliminar el colorante, se
realizan varios lavados de la membrana con agua destilada.

6.4. Incubacion con anticuerpos especificos y revelado de la
membrana

Este proceso consta basicamente de cuatro etapas: Bloqueo de la
membrana, incubacién con el anticuerpo primario, incubacidn con el anticuerpo
secundario y revelado de la membrana. La primera fase consiste en incubar la
membrana en una solucidon que contiene una proteina inespecifica (albumina
sérica bovina, BSA) para evitar que tanto el anticuerpo primario como el
secundario se unan de forma inespecifica a la membrana. La segunda etapa
permite que el anticuerpo primario se una de forma especifica a las proteinas
que se han transferido a la membrana. En la tercera etapa, se consigue formar
un complejo entre el anticuerpo primario y el secundario, que tiene conjugada la
peroxidasa de rabano. En la etapa final, de revelado de la membrana, es la
enzima peroxidasa la que, tras reaccionar con el sustrato adecuado, da lugar a
un producto fluorescente que permite detectar las bandas correspondientes a la
proteina de interés.

El proceso de bloqueo de la membrana se realizé utilizando PBS, que
contenia BSA al 3% y Tween 20 al 0.05%, durante una hora a temperatura
ambiente y en agitacion continua. Alternativamente, se puede bloquear durante
uno o dos dias a 42C. En este caso es necesario afiadir azida sddica al 0.05% para
evitar posibles contaminaciones.

La incubacidon de la membrana con el anticuerpo primario se realizé
durante toda la noche a 49C y en agitacion continua. El anticuerpo se diluyd en
el mismo tampdn de bloqueo utilizado en el paso anterior. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron anti-TBR2 (Abcam, ab23345) y anti-Blll-tubulina
(Abcam, ab78078) diluidos 1/1000 veces en PBS-BSA al 3%, durante toda la
noche, a 42C y en constante agitacion. Como proteina control de normalizacién
de carga de proteina se utilizé la B-actina. El anticuerpo primario, la B-actina
(Sigma, A3854), se diluyd 1:25000 en PBS-BSA al 3% y se incubd durante 1lhora a
RT en agitacion constante.
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Una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo primario, las
membranas se lavaron con PBS-Tween-20 (Sigma, P1379) al 0,05% en tres
lavados de 10 minutos cada uno, posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo secundario, diluido 1/5000 veces en PBS-leche al 5% durante 1 hora
en oscuridad y a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados
estaban conjugados a HRP y fueron: anti-rabbit (Amershan, NA9340) y anti-
mouse (Amershan, NA931).

A continuacién, se realizaron varios lavados de 10 minutos cada uno,
con PBS-Tween 20 al 0.05%, y con agitacion vigorosa. En este caso, se aumento
el volumen de tampdn de lavado hasta 1.5 litros.

Una vez acabadas las incubaciones con los anticuerpos, la
qguimioluminiscencia se detecté usando el kit ECL inmunoblotting (Millipore,
WBKLS- 0500) siguiendo las indicaciones del fabricante. Acabada la incubacion
con el sustrato, se contactdé la membrana con un film para autoradiografia
especial, que se revela por los procedimientos habituales con el fin de visualizar
las bandas de las proteinas a detectar.

7. RT-PCR semicuantitativa

El andlisis de la presencia y niveles de expresidn génica de marcadores
especificos de células progenitoras neurales se realizd mediante RT-PCR
semicuantitativa. Para ello, se extrajo el RNA total de las células en cultivo
primario de LA y LCF utilizando el reactivo TR/ Reagent® (Sigma, T9424) vy
siguiendo las instrucciones del fabricante para la extraccién de RNA de células en
cultivo. EI RNA obtenido se purific6 mediante columnas de afinidad utilizando el
kit RNeasy Micro (Quiagen, 74004) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Antes de realizar la transcripcidn reversa, se determind la cantidad y calidad del
RNA obtenido de cada muestra utilizando los RNA nanoassay® Lab Chips (Agilent
Technologies) y el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Con este
analisis se obtuvo el valor RIN (RNA integrity number) que oscilé entre 9,3y 9,8,
indicando que el RNA obtenido tenia una excelente calidad para posteriores
analisis de expresion génica en funcion del software Agilent 2100 RIN.

Una vez analizadas las concentraciones de RNA obtenidas, se realizé la

transcripcion reversa utilizando 5 pg de RNA mediante el kit comercial
Superscript Il RT (Invitrogen, Carlsbad, CA), afiadiendo 100ng de Random primers
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(Cat.C118A, Promega, Southampton, UK) y 20 unidades de SUPERase-in RNase
inhibitor (Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire, UK) para prevenir Ia
degradacién del RNA.

HIvl_002033 330bp 5GGCGHACTCORACGTC TTTGTOC-3° 5-CCAGCOAGTAACGCGTIOCOCC-3";

HIvl_005442 281bp SOGCAAAICCHACAATEACATGC 3 5 GOCAGTCACTGCALTGALTTGCG.3

HI_003106 3ELbp 5 -GGCAGCTACAGCATEATGCAGD-3" SLGGACATETOAAGTCTECTGG-3"
BCO25925 189bp S-TGOTATCOTORAAGOACTCATGAC.S’ 5-ATGCCAGTGARCTICCCOTICAGC-

Tras la reaccion de retrotranscripcion, 200ng de cDNA obtenidos de
cada muestra se utilizaron como molde para la PCR, la cual se realizé en un
volumen total de 20uL en los que se incluyeron 0,4uM de cada primer
(Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA) 1x MyTaq buffer de reacciéon y 1 unidad de
MyTaqg HS DNA polimerasa (Bioline, Ecogen, Espafia). Se analizaron los niveles de
expresion de los genes CD15, TBR2 y Sox2, y como gen control se utilizé el
GAPDH para normalizar cada una de las PCRs. Los primers utilizados para cada
gen se disefiaron de acuerdo a las secuencias derivadas del GenBank y
corresponden a los nucleétidos que se reflejan en la Tabla 4. Las condiciones del
programa en el termociclador fueron: un paso inicial de activacion a 959C
durante 3 minutos, seguidos de una desnaturalizacién a 952C durante 30s, el
anillamiento durante 30 segundos y la extensidn a 722C durante 30s para
finalizar con un paso de extension final a 722C durante 10minutos.

El numero de ciclos y la temperatura de anillamiento se optimizaron
para cada gen siendo los siguientes: CD15 39 ciclos y 622C; TBR2 55 ciclos y
589C, Sox2 38 ciclos y 602C y GAPDH 27 ciclos y 602C. Una vez finalizada la PCR,
5uL del producto de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 1,5% y las
diferentes bandas se cuantificaron utilizando el Bio-Rad Gel Doc 2000 (Bio-Rad,
Hercules, CA).
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8. Modelo de MMC en conejo

8.1. Generacidon de MMC quirurgico en modelo de conejo

El modelo experimental de MMC en conejo se desarrollé utilizando
hembras de la cepa New Zealand a dia 23 de gestacion. Los animales se
anestesiaron con una dosis combinada de medetomidina (0,25mg/kg) y
ketamina (15mg/kg) y se monitorizaron constantemente mediante
pulsioximetria. La anestesia fue mantenida durante la cirugia con isofluorano
1,5- 2,5% inhalado. Este procedimiento fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacidon Animal del Hospital Vall d’ Hebrén (n2 CEEA 15/12).

A las conejas gestantes se les realizé una laparotomia intraumbilical y se
expuso el utero multilobulado, se hizo también una pequefia histerectomia con
la fijacion de las membranas y sélo se expuso la regidon lumbar de cada uno de
los fetos a operar (Fontecha, Peiro et al. 2007; Fontecha, Aguire et al. 2010). La
creacion de la lesidn mediante cirugia consistié en una reseccion de la piel en
forma de dévalo y también de la musculatura paravertebral de la regidon lumbar,
posteriormente se realizé una laminectomia de tres arcos vertebrales y una
apertura de la duramadre para exponer la médula espinal y permitir la salida del
LCF (Figura 45). De cada hembra gestante se operaron un maximo de dos fetos
para minimizar la posibilidad de aborto. Los fetos no operados formaron parte
del grupo de fetos control.

Con el fin de imitar la degeneracion del tejido medular que se observa
en el MMC a medida que la gestacidn va avanzando, se generd un modelo de
lesion medular aguda mediante la aplicacion de un toxico sobre la médula
espinal en el momento de creacién del defecto de forma que provocase la
abrasidon medular. El téxico empleado fue el detergente SDS (Applichem, A2263),
con el que se realizaron diferentes ensayos, variando tanto la concentracién de
SDS aplicada sobre la médula expuesta como el tiempo de exposicién al
detergente (Figura 45), para establecer las condiciones éptimas de aplicacién del
téxico con las que se llegaba a reproducir el dafio neural provocado en la médula
espinal que se observa en el defecto de un MMC congénito.

En el modelo de lesion medular aguda con SDS, tras la induccién de la
lesion quimica sobre el tejido medular, los fetos fueron inmediatamente
sacrificados y se extrajo la zona lumbar de cada animal para su estudio
histoldgico e inmunohistoquimico. La zona lumbar de los fetos se fijo con
formalina (DiaPath- FO047) al 10% durante como minimo una noche, al dia
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siguiente se incluyeron las zonas lumbares en bloque de parafina y se realizaron
cortes histoldgicos en el micrétomo (Microm, HM 340E) para el posterior analisis
por técnicas de histologia e inmunohistoquimica.

Las diferentes condiciones a las que se sometieron los distintos fetos se
resumen en la Tabla 5. La lesién quimica inducida en el tejido medular por el
detergente a las diferentes condiciones se ensayaron en 4 fetos (N=4 por

condicion).
[sDs] |%8] 01 01 05 0,5 1 1 10 10
Tiempo [min]| 3 5 3 5 3 5 3 5

Tabla 5- Condiciones de concentracion de detergente y tiempo de utilizacion para la generacion del
MMC en conejo

Para poder valorar cudles eran las condiciones éptimas de tiempo y
concentracion del detergente a utilizar se valord el dafio neural provocado en
cada una de las situaciones, midiendo los cambios en la relacidn entre la materia
gris y la materia blanca de cada médula espinal expuesta a las diferentes
condiciones (Bellenberg, Schneider et al. 2015; Henke, Gorgas et al. 2016).

9. Trasplante celular en MMC modelo de conejo

El trasplante celular se ensayé en modelos animales de MMC, tanto en
modelo experimental de conejo como en el de oveja. Las células que se
utilizaron para el trasplante celular procedian del cultivo primario de LCF de
origen humano, obtenidas a partir de muestras de LCF de pacientes con MMC.

Con el fin de localizar las células tras el trasplante, éstas fueron
transfectadas con un virus que expresaba la proteina fluorescente roja RFP (Red
Fluorescent Protein). Para ello se utilizd un virus (LscC-RFP-W) que se diluyd
hasta una concentracion de 10 m.o.i. (particulas viricas/célula) en medio DMEM
with high glucose (Biowest, L0104-500) + antibidtico/antimicdtico 1X (Biowest, L-
0010). La monocapa de células de LCF a infectar se lavd con PBS estéril (Biowest,
L0615) y se incubd durante una noche con la dilucién del virus en el medio a
379C, 5% de CO,y 95% de humedad. Al dia siguiente se retiré el medio con virus
y se sustituyo por medio de proliferacion.
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9.1. Trasplante celular en modelo in vivo de MMC en conejo

Cuando las células infectadas alcanzaron un 70-80% de confluencia, se
procedid a su tripsinizacién y contaje utilizando una camara de Neubauer
(Brand, 10360141). Se utilizaron 500.000 células para el trasplante de cada feto
de conejo inmersas en un scaffold de fibrina. Para la preparacién del scaffold
con las células de LCF, se separd el volumen necesario de las células tripsinizadas
para contener 500.000 células y se llevaron a un volumen final de 100 pl en
medio DMEM with high glucose (Biowest, L0104-500) + antibiético/antimicético
(Biowest, L-0010). Al medio que contenia las células en suspensidon se le
afadieron 300 pl de plasma humano, obtenido tras la centrifugacion de sangre
de voluntarios, previamente recogida en tubos de recoleccion de sangre (BD
Vacutainer®,363080) y tras mezclarlo por pipeteo se sembrd la mezcla en
pocillos de una multiplaca de 24 pozos (Sardsted, 83.3822) y se dejé gelificar
durante 30 min a temperatura ambiente.

Para realizar las pruebas de trasplante celular se utilizé el modelo de
MMC quimico puesto a punto en conejo, con las concentraciones y tiempo
optimos del detergente, de manera que el animal gestante se intervino a dia 23
de gestacion, y la lesion se realizé como se ha detallado previamente. Cuando la
médula se expuso y se puso en contacto con el detergente se lavd
exhaustivamente con suero salino (Grifols, 605137) antes de colocar las células.

El constructo formado por células mas el scaffold y que se prepara a
base de la mezcla de medio de cultivo y plasma se depositd sobre la lesion del
MMC en el feto del conejo, inmediatamente después de crear la lesidon
quirargica en la zona lumbar del feto, tras lo cual se cubrid la zona lesionada con
una membrana comercial (TissuDura®, Baxter, 0600096) con propiedades fisico-
quimicas similares a la duramadre para proteger la zona del trasplante celular y
mantener el constructo celular en la zona de aplicacidn. Finalmente, se procedié
al cierre quirargico del defecto cubriendo la zona con la capa de piel retirada
previamente al realizar la laminectomia y procediendo a la sutura continua
utilizando hilo de sutura no reabsorbible (PROLENE™ 7-0, Ethicon, EP8735H).

En la Figura 49 se muestra el proceso de reparacion de la lesién del
MMC con la aplicacion del scaffold colonizado por las células. En la Figura 48 se
muestra en detalle el constructo celular, la colocacién del parche sobre la lesidon
tras la implantacion de las células en el scaffold para cubrir la lesion y el cierre
de la piel del animal mediante un flap de piel y sutura.
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A dia 30 de gestacidn, se procedio a la extraccion de los fetos mediante
cesarea tras anestesia de la coneja gestante. Tras la eutanasia de los fetos, se
recogieron las zonas lumbares y se congelaron inmediatamente tras la
extracciéon embebidas en medio de congelacién de tejidos (OCT compound,
Tissue-Tek, 62550-12) por inmersién paulatina en nitrégeno liquido para el
posterior analisis y localizacion de la presencia de las células implantadas.

10. Modelo de MMC en oveja

El modelo de oveja utilizado ha sido descrito con anterioridad y se ha
utilizado ampliamente por nuestro grupo de investigacién (Copeland, Bruner et
al. 1993; Meuli, Meuli-Simmen et al. 1995; Bruner, Tulipan et al. 1999; Tulipan,
Hernanz-Schulman et al. 1999; Fontecha, Peiro et al. 2009; Encinas, Germani et
al. 2010; Encinas, Germani et al. 2010; Peiro, Fontecha et al. 2013). El estado de
gestacion de las ovejas utilizadas en el estudio se confirmd dias antes de Ila
intervencion mediante un examen ecografico, en el que se pudo determinar
también el nimero de fetos por cada oveja gestante.

10.1. Creacion del MMC quirurgico en feto de oveja

La lesion quirdrgica de MMC se cred en el dia 75 de gestacion, tras la
anestesia de la oveja gestante mediante administracion intravenosa de 0.5
mg/kg de midazolam y 0.02 mg/kg de buprenorfina, y posterior administracion
de 5 mg/kg propofol por via intravenosa y 3% de isoflurano inhalado. La cirugia
se realizd mediante laparotomia intraumbilical por la linea media para exponer
el Utero y se procedid a la realizacidn de la histerectomia, tal y como se muestra
en la Figura 16. Una vez abierto el Utero se retiraron aproximadamente unos
200-300 ml de liquido amnidtico. Una fraccién de entre 20-30 ml del liquido
amnidtico recogido se utilizé para el establecimiento de cultivos celulares,
mientras que la otra parte se mantuvo a temperatura ambiente y en condiciones
estériles hasta su reinfusion al final de la cirugia.

Una vez realizada la histerectomia y fijadas las membranas internas del
saco amnidtico para evitar su desprendimiento, se expuso la zona lumbar del
feto y se procedio a la creacion del defecto quirdrgico de MMC. De esta manera,
se procedid a la reseccion de la piel y de los musculos paravertebrales y se
practicd la laminectomia de tres vértebras lumbares y la exposicidn de la médula
espinal tras la apertura de la duramadre, de manera que se reprodujo la
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situacion que se presenta en el MMC humano y que implica la exposicién del
tejido neural y la pérdida de LCF hacia el LA a través del defecto del MMC. Una
vez finalizada la cirugia de creacién del defecto, el LA que habia sido preservado
en el inicio de la intervencion se reintrodujo en el saco amnidtico y se procedio a
la administracion de 50mg de cefoxitina y al cierre tanto del utero como del
abdomen de la oveja gestante. Las ovejas recibieron también un antibidtico
administrado por via intramuscular (1g de cefoxitina) y analgesia transdérmica
(parche de fentanilo).

10.2. Trasplante celular y cierre quirtrgico del defecto de MMC
en modelo fetal ovino

La reparacién del defecto del MMC creado en el modelo fetal de oveja a
dia 75 de gestacion, se realizéd 20 dias mas tarde, cuando la gestacion de las
ovejas se encontraba en el dia 95 de gestacion.

Las células necesarias para el trasplante celular se prepararon justo
antes de iniciar la cirugia en la oveja gestante y siguiendo la misma metodologia
utilizada en el modelo de conejo y descrita en el apartado anterior; con la
diferencia de que en el modelo de oveja se prepard un constructo de mayor
tamafio y con un mayor nimero de células de LCF humano. En el modelo fetal
de oveja, para el trasplante celular se utilizaron 1.000.000 de células que fueron
incluidas en el scaffold de fibrina. De la misma manera que en el modelo de
conejo, las células de LCF fueron transfectadas con un virus (LscC-RFP-W) que
expresaba la proteina fluorescente roja RFP (Red Fluorescent Protein) mediante
infeccion virica durante 16 h a una concentraciéon de 10 m.o.i. (particulas
viricas/célula).

Para la preparacion del scaffold con las células de LCF, se separo el
volumen necesario de las células tripsinizadas para contener 1.000.000 de
células y se llevaron a un volumen final de 300 pl en medio DMEM with high
glucose (Biowest, L0104-500) + antibidtico/antimicético (Biowest, L-0010). Al
medio que contenia las células en suspension se le anadieron 900 pul de plasma
humano, obtenido tras centrifugacion de la de sangre de voluntarios
previamente recogida en tubos de recoleccién de sangre (BD Vacutainer®,
363080) y tras mezclarlo por pipeteo se sembré la mezcla en un pocillo de una
placa de cultivo celular de 12 pocillos (Nunc, 150628) y se dejé gelificar durante
30 min a temperatura ambiente.
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Para la cirugia de reparacion del defecto el procedimiento utilizado fue
muy similar al de la primera cirugia, es decir, se practicd secuencialmente una
laparotomia en la linea media para permitir la exposicion del utero, una
histerectomia fijando las membranas internas del saco amnidtico y se expuso la
zona lumbar del feto con MMC para proceder al trasplante celular y al cierre del
defecto. Una vez expuesta la zona lumbar del feto con MMC se procedid al
trasplante celular mediante la aplicacion del scaffold con células sobre el defecto
del MMLC. El grupo de fetos control (animales con MMC pero sin células) recibio
el trasplante del scaffold de fibrina pero sin células. El constructo gelificado se
recogid utilizando unas pinzas quirdrgicas y se extendid cuidadosamente sobre
la médula espinal expuesta para que entrase en contacto con el tejido neural.
Una vez trasplantadas las células, se procedio al cierre del defecto mediante la
aplicacion sobre el constructo celular de una membrana comercial de
TissuDura® (Baxter, 0600096) y al cierre quirurgico del defecto del MMC
mediante unién por sutura continua con hilo no reabsorbible (PROLENE™ 5-0,
Ethicon, EPH8716H) de los extremos de piel que bordean el defecto del MMC.
Una vez cerrado el defecto se procedid a la administracion de 50mg de
cefoxitina en el liquido amnidtico y al cierre por sutura secuencial del utero y el
abdomen de la oveja gestante. Las ovejas recibieron también un antibidtico
administrado por via intramuscular (1g de cefoxitina) y analgesia transdérmica
(parche de fentanilo).

10.3. Cesdrea y extraccidn de tejidos en modelo fetal ovino

La ultima de las intervenciones quirurgicas practicadas a las ovejas se
realizd al término de la gestacion, entre los 140 y 145 dias, momento en el que
se practico una cesarea para la extraccion de los fetos. A los corderos neonatos
se les mantuvo con vida durante 12 horas para la realizacién de un examen de la
capacidad neuroldgica y motora mediante la valoracion de los siguientes
parametros: capacidad de mantenerse en pie durante mas de 5 minutos,
habilidad para caminar mas de 5 metros, continencia de esfinteres,
malformaciones de la columna, ataxia de las extremidades, disfagia, pérdida de
LCF en la zona del MMC y porcentaje de epitelizacion del defecto de MMC con el
fin de analizar el efecto de la reparacion en corderos nacidos con el MMC creado
quirargicamente. A las 12 horas de vida, los corderos se eutanasiaron con
200mg/kg de tiopental aplicados por via intravenosa bajo control veterinario y
se procedid a la recogida de muestras. Las zonas lumbares se extrajeron
mediante diseccidn quirdrgica justo tras la eutanasia del animal y el tejido
obtenido fue inmediatamente congelado tras ser embebido en medio OCT para
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congelacién de tejidos (OCT compound, Tissue-Tek, 62550-12) y se almacenaron
a -802C hasta su procesamiento para andlisis histologicos y por
inmunofluorescencia.

11. Tinciones histologicas

11.1. Tincién hematoxilina/eosina

Con el fin de evaluar la morfologia y realizar un analisis de las
estructuras lumbares con detalle, se utilizd la tincion de hematoxilina y eosina.
La hematoxilina es ampliamente utilizada en histologia para tefiir componentes
anidnicos de los tejidos, a los que da una coloracién violeta, y en especial tifie
intensamente los nucleos de las células, dado que éstos contienen &cidos
nucleicos ricos en radicales acidos. La eosina por el contrario debido a su
caracter acido y polaridad negativa se une a sustancias basicas y genera una
tincion de color rojo intenso coloreando componentes y organulos
citoplasmaticos, colageno y fibras musculares, pero no tifie los nicleos celulares.

Las secciones lumbares obtenidas de los fetos de los modelos animales
de conejo u oveja fueron utilizadas para la obtencién de cortes de tejido
seriados de un grosor de 10um y colocados sobre portaobjetos tratados con
poly-L-lysina (VWR, 631-0107). Los tejidos procesados para su inclusion en
bloques de parafina fueron seccionados utilizando un micrétomo (Leica,
RM2245). Posteriormente, estas muestras fueron fijadas por tostado a 62°C
durante 2 horas y después se desparafinizaron mediante la incubacién en xyleno
y una gradacion descendente de alcoholes, lavandolas 1 minuto con cada una de
las diferentes soluciones: Xyleno (Panreac, 251769-2714), alcohol 100%, alcohol
90%, alcohol 70%, alcohol 50% (VWR Chemicals, 83813.360) y agua destilada.

Una vez las muestras estuvieron desparafinadas se procedié a la tincidn
con hematoxilina y eosina. Por otro lado, los tejidos congelados en bloque de
OCT se procesaron para seccionarlos utilizando un criostato (Leica, CM1850) e
inmediatamente utilizados para su tincidon histoldgica. Los portaobjetos que
contenian los cortes de tejido se sumergieron en una solucidon de hematoxilina
de Harris (VWR Chemicals, 351945S) durante 15 segundos, después se tifid con
una solucién de eosina Y acuosa (Sigma, H110232) durante 5 segundos y se
deshidraté en una escala ascendente en concentraciones de alcohol: alcohol
50%, alcohol 70%, alcohol 90% y alcohol absoluto y xyleno. Para finalizar la
preparacién se montaron utilizando cubreobjetos de vidrio (VWR, 48393-081) y
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medio de montaje DPX (Sigma, 06522) y se observaron en un microscopio dptico
invertido (Olympus BX-61).

11.2. Tincidn con reactivo de Nissl

La tincidn con violeta de cresilo tifie de un azul violdceo la sustancia de
Nissl que se encuentra en el citoplasma del conjunto de neuronas y glia que
pueblan el sistema nervioso central y sirve para identificar la estructura
neuronal en secciones del cerebro y de la médula espinal.

Los cortes de tejido con un grosor de 10um obtenidos de la zona
lumbar de los fetos del modelo de conejo u oveja se recogieron en portaobjetos
tal y como se describe en el apartado anterior y se procedid a la tincidon con
cresyl violet. La solucion de tincidn del violeta de cresilo se preparé mediante la
mezcla de los siguientes reactivos: 0.1 g de violeta de cresilo (Sigma, C5042) en
100 ml de agua destilada y justo antes de usar se afadieron unas gotas de acido
acético glacial (Sigma, 1005706) vy se filtrd.

Las secciones de tejido en los portaobjetos se sumergieron en la
solucion de Cresyl Violet durante 10 minutos y después se retird el exceso de
tincién mediante el lavado en agua destilada. Posteriormente, se deshidrataron
gradualmente en soluciones de etanol (VWR Chemicals, 83813.360) mediante
lavados en etanol al 50% (2min), etanol al 70% (2min), etanol al 90% (2min),
etanol absoluto (3min) y xyleno (Panreac, 251769-2714) 1 minuto.
Posteriormente, se montaron con cubreobjetos (VWR, 48393-081) y liquido de
montaje para histologia DPX (Sigma, 06522). Las histologias de los tejidos se
valoraron utilizando un microscopio dptico invertido (Olympus BX-61).

12. Localizacion celular mediante fluorescencia en
tejido medular

El estudio por técnicas de deteccion de fluorescencia se realizé en el
tejido de las secciones lumbares de los modelos animales que fueron
trasplantados con células marcadas con fluorescencia para su identificacion y
localizacidn. Los bloques de tejido congelado en OCT de los fetos de los modelos
de MMC en conejo u oveja se seccionaron utilizando un criostato (Leica,
CM1850). Las secciones transversales de 10um de grosor obtenidas de la zona
lumbar de los fetos fueron colocadas sobre portaobjetos tratados con poly-L-
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lysina y utilizadas para la localizacién mediante fluorescencia de las células
trasplantadas en los estudios in vivo. Los cortes de tejido fueron fijados por
inmersién durante 10 minutos en acetona (Sigma, 34850) previamente enfriada
a-20 2Cy después fueron montados directamente utilizando un cubreobjetos de
vidrio (VWR, 48393-081) y medio de montaje Fluoroshield™ con DAPI (Sigma-
Aldrich, F6057). Finalmente, se utilizd un microscopio de fluorescencia (Olympus
URFL-T) para la deteccidn y localizacion de las células trasplantadas en base a la
expresion de la proteina fluorescente roja (RFP, Red Fluorescent Protein), la cual
es expresada por las células debido a la transfeccidn con un vector virico (LscC-
RFP-W) previa al trasplante in vivo.
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1. Cultivo de las muestras

1.1. Establecimiento del control positivo

Como paso previo al estudio del comportamiento de las células con

caracteristicas de progenitores neurales que se preveia encontrar tanto en el LA

como en el LCF, se optimizd el cultivo celular de neuroesferas con el fin de tener

una poblacién de referencia para estas células y un control positivo de células

que expresen los marcadores de progenitores neurales. Se consiguieron aislar

neuroesferas de la médula espinal tanto de corderos como de humanos y se

establecid el cultivo primario como se observa en la Figura 24.

Neuroesferas de médula espinal humana

Neuroesferas de médula espinal de cordero

200

Figura 24- Cultivo de neuroesferas como control positivo para las NPCs a partir de la
médula espinal humana (A) y médula espinal de cordero (B)

En este cultivo de neuroesferas se determind la expresion de

marcadores de progenitores neurales Sox2 y Nestin, tal y como se describe en la

literatura
(Vishwakarma, Bardia et
al. 2014; Chang, Su et al.
2015). Como se puede
observar en la Figura 25
las neuroesferas en
cultivo expresan
marcadores especificos
de progenitores de
linaje neural.

A

Figura 25- Inmunocitofluorescencias de marcadores especificos de
NSCs en neuroesferas aisladas a partir de médula espinal humana
(A) y médula espinal de cordero (B)
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1.2. Cultivode LA

1.2.1. Muestras de origen ovino

A continuacidn se procedié al establecimiento del cultivo primario de
afSCs de muestras de LAs de ovejas. Se utilizaron tres ovejas para el estudio.
Segln el momento gestacional de recogida se clasificaron como sanas o
lesionadas, asi, las muestras de LA obtenidas justo antes de la primera cirugia, a
los 75 dias de gestacion, se consideraron muestras de LA sano.

LA oveja sano

Figura 26- Cultivo de LA de oveja sanay con lesién de MMC

Sin embargo, cuando las muestras de LA fueron recogidas a dia 95 de
gestacion, al reparar el MMC se clasificaron como patoldgicas. El crecimiento de
las afSCs fue dptimo en el cultivo de ambos tipos de muestras de LA y como
refleja la Figura 26, no se observaron bajo el microscopio éptico diferencias
morfolégicas entre las poblaciones sanas y con MMC ni tampoco diferencias
segln la de edad de recogida de las muestras.
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1.2.2. Muestras de origen humano

En paralelo, se procedié al establecimiento del cultivo primario de
células provenientes de LA humano. Para el estudio, se utilizaron cinco muestras
de LA humano sano (sin defectos del tubo neural) y cinco muestras de pacientes
con MMC de mujeres embarazadas entre las semanas 19 y 25 de gestacion.

Sano MMC

Figura 27- Establecimiento del cultivo primario de LA de pacientes sanos y con MMC

Como se muestra en la Figura 27 se consiguio un éptimo crecimiento de
las afSCs humanas y bajo control microscépico se pudo evaluar que ambas
poblaciones celulares crecian muy bien, no se podian observar diferencias
morfoldgicas significativas entre las células derivadas de los fetos sanos y de
aquellos afectados de MMC.

1.2.3. Aislamiento de clones en LAs

Dado que el LA presenta diferentes poblaciones celulares se hizo un
estudio de separacion de las distintas subpoblaciones celulares, mediante el
aislamiento de clones a través de un método de dilucién seriada de la muestra
de LA o mediante el aislamiento manual de colonias picando una muestra de la
base de la placa de cultivo.
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200,

Figura 28- Diferentes clones aislados a partir de un mismo LA de oveja sano (A) como
con MMC inducido quirdrgicamente (B)

De esta manera se consiguid la separacién de diferentes clones
celulares tanto en muestras de LA de oveja (Figura 28) como de humano (Figura
29). El aislamiento de clones se consiguié de manera satisfactoria recuperando
diferentes poblaciones celulares y la expansion de cultivo primario de las
mismas. Este cultivo permitié observar diferencias morfoldgicas en las distintas
subpoblaciones celulares del LA, lo que se pudo utilizar como paso previo a la
seleccidn, al menos por sus caracteristicas fenotipicas, de las NPCs.

200y

200m

200y

Figura 29- Clones aislados del LA de individuos sanos (A) y pacientes con MMC congénito (B)
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1.3. Cultivo de LCF

1.3.1. Muestras de origen ovino

El LCF de las ovejas se recogio mediante intervencion quirlrgica, bien al
final de la gestacion desde el canal medular Figura 30A o bien de la cisterna
magna (Figura 30B).

'

Figura 30- Métodos de recogida de LCF de oveja, del canal medular una vez
realizada la lesién del MMC (A) y de la cisterna magna (B)

Se consiguid establecer el cultivo primario de estas muestras recogidas
en cuatro corderos neonatos y no se observaron diferencias bajo el microscopio
visible en el crecimiento de las células del LCF independientemente de si éste
procedia de un feto sano o con el defecto del MMC (Figura 31A).

Los ratios de proliferacion de las células derivadas del LCF en oveja se
midieron a dia 3 y 5, las células demostraron un crecimiento progresivo en
cultivo primario. Los valores observados en el crecimiento de las células de LCF
fueron de 742 + 456 % (p=0,05) y de 1021 + 320 % (p=0,015), respectivamente,
con relacién al tiempo 0, como se puede observar en la Figura 31B.
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Figura 31- Cultivo primario de LCF de oveja (A) y grafica de
crecimiento celular (B)

1.3.2. Muestras de origen humano

Las muestras de LCF de origen humano se recogieron durante la cirugia
fetal en la que se repard el defecto de MMC, realizada entre la semana 20y 26
de gestacion, como aparece en la Figura 32A, tras la obtencion de la muestra se
procedio al establecimiento del cultivo primario (Figura 32B).
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Recogida del
LCF del quiste

Figura 32- MMC cistico en el momento de la cirugia reparadora (A) y recogida del
LCF del quiste y establecimiento del cultivo primario

El crecimiento de las células del LCF fue exitosa en los seis pacientes
utilizados para el estudio, tal y como se muestra en la Figura 33A. Los ratios de
proliferacion en las células derivadas del LCF se midieron a dia 3 y 5 de
proliferacion; estas células presentaron un crecimiento progresivo mostrando
unos valores de proliferacién celular del 335 +44% (p=0,026) y 547 + 125%
(p=0,0027) en los dias 3 y 5 respectivamente en relacion al dia O (Figura 33B).
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A

Cultivo primario de células del LCF recogido del quiste de pacientes con MMC
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Figura 33- Cultivo primario de LCF de humano (A) y grafica de proliferacion
celular durante 5 dias (B)

2. Analisis de la presencia de NPCs en LAs
2.1. LA de origen ovino

Con el fin de determinar la presencia de células progenitoras neurales
en muestras procedentes de LAs de oveja, se realizd el andlisis de expresion de
marcadores especificos por inmunocitofluorescencia y mediante WB. Para ello,
se utilizaron muestras de LA sano (recogido en el momento de la creacién de la
lesion) y de fetos con defecto neural abierto del modelo de feto ovino con
creacion quirdrgica de la lesion de MMC (LA MMC), LA obtenido en el momento
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de la reparacion de la lesion en la segunda cirugia realizada a 95 dias de
gestacion de la oveja.

Como se puede observar en la Figura 34A, se detectd la expresion
positiva de los marcadores especificos de progenitores neurales CD90, CD15 vy
CD24 (Capela and Temple 2002; Doetsch 2003; Zhu, Wang et al. 2013;
Vishwakarma, Bardia et al. 2014; Hosseini, Farahmandnia et al. 2015; Abdullah,
Yaseen et al. 2016) exclusivamente en los LAs procedentes de muestras de fetos
con MMC, mientras que no se detectd este marcaje en las células provenientes
de los liquidos obtenidos de fetos sanos. Ademas, las células derivadas de los
liguidos amnidticos de MMC no presentan marcaje para CD45 ni tampoco para
CD34, lo que concuerda con las caracteristicas de las células progenitoras
neurales (Singh, Tripathy et al. 2013; Vinci, Ravarino et al. 2016).
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Figura 34- ICF de marcadores de células progenitoras neurales en el LA de origen ovino (A) y
analisis mediante WB de marcadores de pluripotencialidad (B).

Por otro lado, se determind mediante WB la expresion de los
marcadores de pluripotencialidad y estirpe neural Sox2, neurofilamento y TBR2.
Tal y como se observa en la Figura 34B se detectd una clara expresion del
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marcador de pluripotencialidad y linaje neural Sox2, y de los marcadores de
progenitores neurales (TBR2) y estirpe neural (neurofilamento) exclusivamente
en células aisladas a partir de LAs de MMC, mientras que ninguno de estos tres
marcadores se encontraron en células provenientes del cultivo de los LAs sanos.

2.2. LA de origen humano

También se determind la presencia de NPCs en los cultivos primarios de
LAs, donde se estudid mediante un analisis de inmunocitofluorescencia por RT-
PCR semicuantitativala la expresion de los marcadores especificos de
progenitores neurales TBR2 (Hodge, Kowalczyk et al. 2008; Hodge, Nelson et al.
2012), Sox 2 (Tanaka, Kamachi et al. 2004; Wegner and Stolt 2005; Pevny and
Nicolis 2010; Wells, Rough et al. 2011) y CD15 (
).

Como se muestra en la Figura 35A las células obtenidas a partir del
cultivo primario del LA de pacientes con MMC presentan expresion de los
marcadores especificos neurales TBR2, Sox2 y CD15. El marcaje positivo tanto
para TBR2 y Sox2 se encontrd exclusivamente en las células obtenidas del cultivo
de LA de pacientes con MMC, presentando, respectivamente, porcentajes de
células positivas para TBR2 y Sox2 de 19.2+3.4% y 9.8+1.9% respecto al nimero
total de células. En cambio, no se encontraron células positivas para estos
marcadores en la poblacién obtenida del cultivo de LA de fetos sanos (Figura
35B).

Por otro lado, el marcador CD15 se detecté tanto en células
provenientes de cultivo celular de LAs obtenidos de fetos sanos como de fetos
con MMC abierto, aunque el nimero de células positivas en las muestras de
pacientes con MMC fue casi 4 cuatro veces superior, mostrando porcentajes de
8.7+1.1% y 31.546.2% de células positivas para CD15 en pacientes sanos y
afectos de MMC, respectivamente, lo que confirma la presencia de células con
caracteristicas de NPCs en el LA de pacientes con MMC.

El andlisis por RT-PCR semicuantitativa corroboré los datos obtenidos
por inmunocitofluorescencia y demostré la presencia de progenitores neurales
exclusivamente en células cultivadas a partir de muestras de LA de pacientes con
MMC (Figura 35C). Los valores obtenidos en la cantidad de mRNA de los genes
TBR2, Sox2 en las células derivadas del cultivo de LA de pacientes con MMC fue
de 0.86+0.10 y 0.72+0.09 (unidades de expresion relativas en relacién a la
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cantidad del mRNA para el gen control GAPDH), respectivamente. La expresion

de estos dos marcadores en las células del LA de pacientes sanos fue

indetectable. La expresidén del marcador CD15, al igual que ocurrid en el analisis

mediante inmunocitofluorescencia, se detecté tanto en pacientes de MMC
como en fetos sanos aunque la expresion de mRNA de CD15 fue casi siete veces
superior en las células de pacientes con MMC (0.66+0.16 y 0.12+0.04 de mRNA

de CD15 vs la cantidad de mRNA del gen control).
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Figura 35- Inmunocitofluorescencia del LAs humanos para marcadores neurales especificos (A),
porcentajes de células positivas para estos marcadores (B) y analisis de los datos obtenidos para la
presencia de los marcadores de progenitores neurales por RT-PCR semicuantitativa (C)

Nuestros resultados demuestran la presencia de una subpoblacion

celular en los LAs de pacientes con MMC que relunen caracteristicas de

progenitores neurales.

Alejandra Ferndndez Martin
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3. Analisis del LCF

Una vez demostrada la presencia de progenitores neurales en muestras
de LA de fetos con MMC se procedid a evaluar la presencia de NPCs en LCF, en
base a nuestra hipotesis de que el origen de células precursoras neurales en
muestras de LA de fetos con MMC se debe a la pérdida del LCF a través del
defecto de tubo neural y la pérdida continua de LCF hacia el espacio amniético.

3.1. LCF de origen fetal de oveja

Una vez establecido el cultivo primario de LCF de oveja se procedid a
realizar el analisis de la presencia de NPCs mediante inmunocitofluorescencia y
analizando marcadores especificos de progenitores neurales.

Como se observa en la Figura 36, en las células obtenidas a partir del
LCF extraido del canal medular o de la cisterna magna de oveja se pudo observar
un marcaje positivo para los marcadores de progenitores neurales Nestin, TBR2,
neurofilamento y vimentina.
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Figura 36- Marcadores de progenitores neurales en LCF de feto de oveja en cultivo
primario en proliferacién

3.2 LCF de origen humano

Tras haberse establecido con éxito el cultivo de LCF de origen humano,
se evalud la presencia de NPCs a través del estudio de la expresion de
marcadores neurales y de pluripotencialidad como el TBR2, el Sox2 y el CD15,
mediante un andlisis de inmunocitofluorescencia y RT-PCR semicuantitativa.
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Las células del LCF mostraron una clara expresion de los tres
marcadores especificos neurales como se puede observar en la Figura 37A. Se
analizd el porcentaje de células positivas para estos marcadores en los cultivos
celulares que fueron 45.415.4%, 27.6+7.8% y 31.314.2% para CD15, Sox2 y TBRII,
respectivamente (Figura 37B).

El analisis mediante RT-PCR corrobord la expresion de TBR2, Sox2 y
CD15 en células derivadas del LCF, mostrando unos niveles de mRNA en relacion
al gen control GAPDH de 0.58+0.21, 1.65+0.53 y 2.86+0.76 para los genes CD15,
Sox2 y TBR2, respectivamente (Figura 37C y D). Estos resultados demuestran la
presencia de una poblacion celular en el LCF humano que posee caracteristicas
de progenitores neurales.
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Figura 37- Inmunocitofluorescencia para marcadores especificos neurales en
LCF de origen humano (A), porcentaje de células positivas para los mismos
(B), analisis por RT-PCR para esos marcadores respecto al gen control GAPDH
(CyD)

Alejandra Ferndndez Martin 95



Regeneracion neural en [a espina bifida

4, Diferenciacion celular en cultivo

En este apartado nos centramos en el estudio de muestras humanas
para evaluar su estado indiferenciado en el proceso de obtencion y expansién en
cultivo primario, asi como su capacidad de diferenciarse a diferentes linajes de
estirpe neural.

4.1. NPCs presentes en LA

4.1.1. Marcadores de diferenciacion neural LA humano

Para confirmar el estadio no-diferenciado de las células cultivadas a
partir de LAs tanto de pacientes sanos como de fetos afectados por MMC, se
analizé la presencia de marcadores de diferenciacion neural en las células de LA
en cultivo en proliferacion. Como se puede observar en la Figura 38, el andlisis
mediante inmunocitofuorescencia para evaluar la presencia de marcadores
especificos de células diferenciadas de los linajes neurales, como BllI- tubulina
para las neuronas, GFAP para astrocitos y Oligo- O1 para oligodendrocitos,
demostré que las células de LA en proliferacion no presentan expresion de
ninguno de los marcadores de células diferenciadas, independientemente de
que procedan de LAs de fetos sanos o de MMC, lo que corroboré que las células
presentes en el LA y en el cultivo primario en crecimiento permanecen en estado
indiferenciado en las muestras de LA y durante el proceso de expansion en

cultivo celular.

Figura 38- ICF de marcadores especificos de diferenciacién neural en LA humano en proliferacion
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4.1.2. Purificacion de NPCs del LA humano con MMC

En base a una posible estrategia terapéutica futura dirigida al
aislamiento de NPCs a partir de muestras de LA de pacientes con MMC y el
posterior trasplante autdlogo en la zona de la médula lesionada de células con
propiedades de regeneracion de tejido neural en estos pacientes, se procedié al
estudio de la capacidad de purificacion/enriquecimiento de esta subpoblacion
celular mediante columnas de afinidad inmunomagnética, en base a la presencia
del marcador de superficie CD15 el cual se haya presente en células progenitoras
neurales.

La purificacion inmunomagnética de las células CD15 positivas se realizé
con células en cultivo primario obtenidas a partir de los LAs de pacientes con
MMOC, las cuales tras la incubacion con un anticuerpo especifico dirigido contra
CD15 humano y unido a una particula magnética, se pasaron a través de
columnas de afinidad magnética comerciales (Mini MACS purification system,
Milteny BioTec) de forma que las células CD15+ quedaron retenidas en la
columna. Tras el procedimiento y la expansion en cultivo por separado de ambas
poblaciones hasta una confluencia del 40-50% se realiz6 un analisis mediante
inmunocitofluorescencia para determinar el nimero de células que expresaban
el marcador CD15, en ambas fracciones obtenidas tras la purificacién, la fraccion
CD15+ y la fraccion CD15-. Como era esperable, el marcaje celular en la fraccion
CD15+ fue mucho mayor que en la fraccidn CD15- tras la purificacidn celular
(Figura 39A).

Con el fin de determinar la efectividad del proceso de purificacion
celular, se cuantificé el porcentaje de células positivas de CD15 en el cultivo
celular antes y después de la purificacion inmunomagnética para CD15. El
resultado del contaje de células CD15+ antes y después de la purificacion
demostré que el cultivo celular se enriquecié en un 54% tras la purificacion
inmunomagnética, incrementando desde 31.5+6.2% hasta un 48.5+11.4% la
cantidad de células CD15+ respecto al numero total de células en el cultivo
(Figura 39B).
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Figura 39- ICF de marcadores de NPCs en células CD15+ y - tras la purificacion a partir de
LA de pacientes con MMC

4.1.3. Diferenciacion in vitro de NPCs purificadas

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las NPCs derivadas de los LAs
de diferenciarse hacia los diferentes linajes neurales, las NPCs CD15 positivas
obtenidas mediante purificacién inmunomagnética se sometieron a la induccién
de la diferenciacion in vitro hacia células de linaje neural mediante la
deprivacion de factores de crecimiento en el medio de cultivo. De esta manera,
tal y como se puede observar en la Figura 40 el analisis realizado por
inmunocitofluorescencia antes y después de la diferenciacion celular demuestra
que antes de la induccién de la diferenciacién (tiempo 0) las NPCs positivas para
CD15 presentaban la clara presencia de los marcadores de NPCs CD15 y TBRII,
pero no expresaban marcadores especificos de diferenciacion y, en cambio, tras
12 dias de diferenciacién se detectd una clara presencia de los marcadores
especificos de células neurales diferenciadas exclusivamente en los cultivos de
células CD15+, desapareciendo a su vez los marcadores de pluripotencialidad y
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precursores neurales observados en células en proliferacion en el paso previo a
la diferenciacion.

Marcadores de precursores neurales Marcadores de diferenciacidon neural

CD15- CD15+ CD15- CD15+

; - -
&

Figura 40- Marcadores especificos de progenitores neurales y de diferenciacion neural de

las NPCs purificadas de LAs de MMC antes y después de diferenciarlas con medios
especificos

4.2. NPCs derivadas de LCF

4.2.1. Diferenciacion aleatoria de las NPCs in vitro

Las NPCs obtenidas a partir de muestras de LCF se indujeron a la
diferenciacion hacia los distintos linajes neurales mediante la deprivaciéon de
factores de crecimiento. Los cultivos primarios, al alcanzar una confluencia entre
el 40-50%, se incubaron durante 10 dias con el medio StemPro® NSC SFM en
ausencia de factores de crecimiento. En estas condiciones las NPCs derivadas del
LCF mostraron una elevada capacidad de diferenciarse arbitrariamente hacia los
distintos linajes celulares neurales, como neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos.

Mediante la deprivacidn de factores de crecimiento se observé que las
NPCs derivadas del LCF tienen una elevada capacidad de diferenciarse hacia
células del linaje neural como neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Esto se
demostré en base a la deteccién de marcadores especificos para neurona (B-IlI
tubulina), astrocito (GFAP) oligodendrocito (CNPase y Oligo-01) tras el anélisis
por inmunocitofluorescencia triple, tanto en muestras de LCF del modelo de
oveja (Figura 41) como en células procedentes de LCF humano (Figura 42).
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Figura 41- ICF de LCF de oveja con marcadores especificos de los tres linajes neurales
cuando se indujeron a la diferenciacion mediante la deprivacion de factores de
crecimiento

Tras el periodo de diferenciacién se observaron ademas importantes
cambios morfoldgicos, dado que las células mostraron morfologia del tipo neural
con protuberancias alargadas y neuritas y también formas redondeadas con gran
citoplasma a modo de precursores astrociticos (Figura 42).

A Diferenciacian aleatoriatras la deprivacion de GF

Células LCF proliferando

Célulasdel LCF tras 12 diasde diferenciacion deprivando de factores de crecimiento

Figura 42- Morfologia de las células del LCF humano al diferenciarse mediante la
deprivacion de factores de crecimiento (A) y marcadores especificos analizados
mediante ICF en las células de LCF diferenciadas

Los niveles de expresion de los genes marcadores de la diferenciacion
neuronal y glial se cuantificaron mediante los niveles de fluorescencia con el
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programa Image J y los valores obtenidos demostraron un claro aumento de su
expresién tras 10 dias de diferenciacion por deprivacién de factores de
crecimiento (Figura 44A). Asi, tras la diferenciacion aleatoria de las NPCs
derivadas de LCF se observd un incremento de 4 veces en la expresion del
marcador neuronal BllI- tubulina (p=0,0054), 6,7 veces de incremento del
marcador de astrocitos GFAP (p=0,023) y 8,6 veces de aumento en los niveles
del marcador de oligodendrocitos oligo-O1 (p=0,0019), en comparacién con
células de LCF en proliferacidén previamente a la induccion de la diferenciacion.

4.2.2. Diferenciacion in vitro especifica de NPCs

Para evaluar el potencial de las NPCs derivadas del LCF de diferenciarse
especificamente a neuronas, astrocitos u oligodendrocitos, éstas se incubaron
durante 10 dias con medios especificos de diferenciacién hacia los diferentes
linajes neurales. De esta manera, las NPCs se indujeron a diferenciar de forma
especifica a los distintos linajes neurales mediante la utilizacion de medios de
cultivo de diferenciacién neuronal, astrocitico u oligodendrocitico (Life
Technologies, USA) durante 10 dias y se demostré su habilidad de diferenciarse
especificamente hacia los tres linajes neurales.

Tras el periodo de diferenciacidon se observaron importantes cambios
morfoldgicos especificos en las células diferenciadas, los cuales incluyeron la
adquisicion de forma de huso alargado con crecimiento de protuberancias
neurales y/o neuritas en las células derivadas hacia linaje neuronal vy
oligodendrocitos, y, en cambio, se observé una morfologia redondeada con
engrosamiento del citoplasma en las células derivadas hacia astrocitos (Figura
43).
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Diferenciacion especifica a linaje neural de células del LCF

Células proliferando Neurona Astrocitos Oligodendrocitos

Figura 43- Morfologia y analisis por ICF de las NPCs derivadas de LCF con marcadores
especificos de diferenciacion
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El andlisis por inmunocitofluorescencia de la expresién de los
marcadores especificos de diferenciacion para cada linaje neural demostré que
las NPCs de LCF humano se pueden diferenciar especificamente hacia los
diferentes tipos celulares neurales, con un importante aumento en la expresion
de cada marcador especifico correspondiente a su tipo de diferenciacion (Figura
44)
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Figura 44- Graficas representativas de la variacién en la expresion de marcadores especificos de
diferenciacion de las NPCs procedentes del LCF.

De esta manera, se cuantifico la expresion de los marcadores
especificos de diferenciacion y se observé que tras la diferenciacién hacia
neuronas las células presentaron un incremento de 4,3 veces del marcador
especifico Blll- tubulina comparandolo con NPCs previamente a Ila
diferenciacién, ademas de un aumento de 3,3 veces (p=0,048) en la expresidon
del marcador de astrocitos GFAP (Figura 44B).

En cuanto a la diferenciacidn especifica hacia astrocitos, ésta indujo un
incremento en la expresion del marcador GFAP en 8,7 veces (Figura 44C)
respecto a las células no diferenciadas (p=0,0022) aunque también se
detectaron incrementos en menor medida en la expresion de los marcadores
especificos BlII- tubulina (2,3 veces, p=0,0017) y Oligo- O1 (6,5 veces, p=0,0057)
para neurona y oligodendrocitos, respectivamente.
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Con respecto a la diferenciacion especifica hacia oligodendrocitos, las
NPCs mostraron un fuerte aumento en el marcador especifico Oligo-0O1 de 12,1
veces (p=2.0 ™), aunque también se detectaron incrementos de 5,2 veces en el
marcador Blll- tubulina (p=2,5 e-5) y de 5.3 veces en el marcador GFAP
(p=0,0017) tal y como se puede observar en la Figura 44D.

5. Modelo de MMC en conejo

Una vez optimizado el proceso de obtencién de las células progenitoras
neurales que son aquellas idéneas para la regeneracion neural de los tejidos
afectados por la lesion de MMC fue necesario comenzar las pruebas de
trasplante celular. Para las mismas y, pese a que nuestro grupo tenia optimizado
la lesion de MMC en modelo de oveja, se escogié el modelo de MMC en conejo
dado que la manipulacion de sus fetos es mucho mas sencilla, ademas de que
tiene un corto tiempo de gestacion, lo que permite obtener resultados de
manera rapida y, ademas, por cada gestacidn el conejo tiene una media de 6-8
fetos lo que posibilita realizar muchas pruebas diferentes a la vez y, por
consecuencia, disminuye los gastos econdmicos asociados.

El procedimiento quirdrgico que se utilizé para el proceso de creacion
de la lesion de MMC en el modelo experimental de feto de conejo se puede

observar en la Figura 45.

£

ﬂ W}) 7

Figura 45- Modelo de lesidn quirdrgica y quimica de MMC en conejo

Los pasos que se realizaron en este tipo de intervencién en modelo de
lagomorfo son, en primer lugar, la realizacién de una laminectomia (Figura 45A),
tras lo cual se extrajeron los musculos paravertebrales de la zona lumbar del
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feto, seguida de la apertura de la duramadre mediante la seccién longitudinal
con el filo de una aguja quirdrgica de 27G (Figura 45B) consiguiendo asi la
exposicién de la médula espinal (Figura 45C).

Este fue el modelo de lesidn quirdrgica del MMC en el conejo, sin
embargo, dado que también se queria llegar a causar un dafio similar al que la
médula espinal acumula durante la gestacion en el caso del MMC humano se
afadié un componente de lesién quimica, de manera que la médula espinal ya
expuesta se puso en contacto con un detergente que provoca una abrasién
celular (Figura 45D y E), posteriormente, la lesidn se lavd con suero fisioldgico
(Figura 45F) antes de reintroducir al feto en la bolsa amnidtica. Este proceso
permite imitar la lesion humana que se produce en la médula espinal al quedar
expuesta al ambiente uterino y entrar en contacto con el liquido amniético.

5.1. Optimizacion de lesion medular en conejo para imitar la
lesion en MMC humano

Con el fin de optimizar la lesién producida en la médula espinal de los
fetos de conejo que reprodujese fielmente a aquella que se produce por la
continua exposicion del tejido neural al ambiente uterino y por su interaccion
quimica con el liquido amnidtico e interaccion mecanica con las paredes de la
bolsa amnidtica en los fetos humanos, se realizaron pruebas con diferentes
concentraciones del detergente utilizado y a diferentes tiempos de exposicion,
tal y como se resumen en la Tabla 5.

Sobre las tinciones histoldgicas realizadas en las zonas lumbares de los
fetos de conejo, que se pueden observar en la Figura 46 y con el apoyo del
software informatico ImageJ se midieron los cambios en la relacidn entre la
materia gris (MG) y blanca (MB) presentes en la médula, con el fin de evaluar la
pérdida del tejido neural.
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Sano MMC
A

B 0,1% SDS 0,5% SDS 1% SDS 10% SDS

3 min

5 min

Figura 46-Tinciones Nissl de las médulas de fetos de conejo tratadas en las
distintas condiciones

Estos resultados se compararon con la relacion MG/MB de médulas
sanas y con el dafio medular en fetos con MMC generado tras la evolucién de la
malformacion hasta el final de la gestacion (

). De esta manera se buscaron las condiciones éptimas
de utilizacion del detergente para llegar a un dafio medular similar al que se
obtiene cuando la lesion de MMC se deja evolucionar hasta el final de la
gestacion (como ocurre en los humanos).

Segun las tinciones histoldgicas reflejadas en la Figura 46 el dafio
medular mas parecido al del MMC dejado evolucionar se conseguiria con la
utilizacion del SDS al 10% aplicandolo durante 5 minutos sobre la médula espinal
expuesta ( ).

Con estas condiciones de detergente utilizado sobre la médula expuesta
para conseguir la lesion aguda del MMC, no sélo se consigue la similitud
morfoldgica con las médulas expuestas y dejadas evolucionar; sino que, también
se consigue un dafio medular similar. Este se cuantificé mediante el analisis del
ratio entre la materia gris/materia blanca en la médula espinal, comparando las
médulas sanas, los diferentes tratamientos por exposicién al quimico y las
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médulas de los fetos a los que se les indujo el defecto quirdrgicamente vy

después se dejaron evolucionar hasta el final de la gestacidn; en la Figura 47A, se

recogen los datos numéricos obtenidos de esta medicidn y en la Figura 47B se
representan estos datos de manera grafica. Se puede corroborar que el dafio
medular causado es similar entre el MMC inducido quirdrgicamente y dejado
evolucionar y la lesién de MMC aguda con la utilizacién del detergente cuando
éste se utiliza a concentracidn del 10% y se deja actuar durante 5 minutos.

A Media area gris  Media drea blanca Ratio G/B
SANO 56,122 43,878 1,585
MMC evolucionado 44,502 55,498 0,731
505 0,13 3min 52,330 47,010 FEEE]
505 0,13 Smin 52,855 47,145 1,137
505 0,5% 3min 52,266 47734 1131
505 0,5% Smin 45,314 53,586 0,208
5DS 1% 3min 50328 48072 1,048
5DS 1% Smin 44118 55,882 0,799
SDS 10% 3min 48,935 53,005 0,788
SDS 10% 5min 48,863 53131 0,756
B Dafio medular en funcién de diferentes
condiciones
Media G/8
W SANO B MMC evolucionado m SD50,1% 3min

W 5D50,5% 3min
= 5D5 10% 3min

B 5D50,5% Smin
= 505 10% Smin

= 505 1% 3min

Figura 47- Tabla de lasmediciones de las dreas grises y blancas en funcién de las condiciones
utilizadas (A). Grafico representativo del dafilo medular causado en relacidn a las condiciones
utilizadas en cada uno de los casos y en comparacion con una médula sana (azul) y una lesion de

MMC dejada evolucionar (rojo)

Alejandra Ferndndez Martin
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5.2. Optimizacion del scaffold para las cells NPCs humanas

Las células escogidas para el trasplante celular deben colocarse en
algun tipo de vehiculo que les permita mantenerse en el lugar de la lesién pero,
a su vez, este scaffold debe posilitar no sélo la viabilidad celular sino también su
migracion para poder colonizar los tejidos que rodean la zona neural lesionada

( ).

Tras la realizacién de diferentes pruebas con scaffolds compuestos de
distintos elementos y en distintas concentraciones, observamos que el que
permitia una mayor viabilidad celular y una migracion de las células progenitoras
neurales desde el interior del scaffold hacia los tejidos colindantes era un
vehiculo formado a partir del propio medio de cultivo donde crecian las células
(DMEM with high glucose +antibidtico/antimicdtico) y plasma humano que tras
homogeneizarlo por pipeteo se gelificaba después de mantenerlo 30 minutos a
temperatura ambiente.

5.3. Trasplante celular en modelo de MMC en conejo

Una vez se hubieron optimizado las condiciones para la creacion de la
lesion, se repitid el mismo modelo descrito anteriormente pero, ahora, a los
fetos de conejo se les traté con células humanas de LCF, con el fin de evaluar la
capacidad de las NPCs de ser trasplantadas in vivo sobre la médula espinal
danada.

Las NPCs aisladas a partir de LCF humano se trasfectaron con un virus
que expresaba la proteina fluorescente roja RFP (Red Fluorescent Protein) lo que
nos permitiria localizarlas una vez introducidas en la lesién de MMC (Figura 48).
Para el proceso de la transfeccion se utilizé el virus integrativo (LScC-RFP-W) que
se diluyd hasta una concentracion de 10 m.o.i en medio de cultivo DMEM with
high glucose y antibidtico/antimicético 1x; las células de LCF se infectaron
durante 24 horas y posteriormente, tras la retirada del medio de cultivo que
contenia el virus se dejaron proliferar hasta alcanzar una confluencia del 70-
80%, ademads, bajo control microscopico se corroboré que estas células
expresaban el transgen rojo durante 2-3 semanas post-infeccion.
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Figura 48- Células del LCF
transducidas con lentivirus
de expresion del gen
reportero rojo y embebidas
en el scaffold

Para la realizacion del trasplante celular en modelo de MMC en conejo,
se repitid el proceso quirlrgico, realizado a los 23 dias de gestacion del conejo, y
tras tener la médula expuesta se aplico el detergente a la concentracion vy
durante el tiempo concluido en las pruebas realizadas anteriormente, es decir,
se aplico SDS al 10% durante 5 minutos. Pasado este tiempo, la lesion del MMC
se lavé abundantemente con suero salino antes de colocar el scaffold con las
células transfectadas, tras lo cual se deposité sobre ella el scaffold colonizado
con las células del LCF marcadas fluorescentemente (Figura 49E), después se
cubrié la zona con una membrana comercial (TissuDura®) que posee
caracteristicas fisico-quimicas similares a la duramadre. Finalmente, se cerro el
defecto con la capa de piel retirada mediante flap de la piel por sutura continua
con hilo no reabsorbible.

Figura 49- Modelo de lesion de MMC en el feto
de conejo y reparacion con scaffold con células
" delCF
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Tras el trasplante celular se dejo proceder la gestacion a término y se
extrajeron los fetos a dia 29 (1 dia antes de la gestacion normal). De esta
manera, una semana después del trasplante celular, se practicé una cesareay se
extrajeron las zonas lumbares de los diferentes fetos intervenidos con y sin
células. En la Figura 50 se puede observar como se detectan las células
trasplantadas una semana mas tarde del momento de la implantacién. La Figura
50A representa una tincién de hematoxilina/eosina de la zona lumbar del conejo
lesionada donde se observa la seccidn transversal de un feto de conejo al que se
le realizd el MMC y después se cubrié con el parche y la piel. De esta misma
seccion, la Figura 50B representa una imagen en el microscopio de fluorescencia
donde se observan las células del LCF humano infectadas con el virus que les da
el color rojo para poder ser identificadas, integradas en las células de la médula
espinal del conejo al que se le habia realizado la creacion de la lesién y, dado
gue siguen expresando el virus con el transgen rojo, quiere decir que no hay
muerte celular ni rechazo del feto de conejo, pese a que las células utilizadas
procedan de LCF humano.

NPCs humanas (rojo)

T

Figura 50- Tincion de H&E donde se observa la médula espinal lesionada cubierta por el parche y la
piel (A) e imagen de fluorescencia en la que en rojo estan las células del LCF humano transfectadas
y colocadas en el lugar de la lesion (B)

Estos resultados positivos obtenidos en el modelo de MMC en conejo
abren la posibilidad de extrapolar la técnica a un modelo animal superior como
paso previo a la utilizacion de la terapia celular en humanos.
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5.4. Trasplante celular en modelo de MMC en oveja

Debido a los resultados positivos obtenidos en el modelo de conejo,
donde se consiguidé que una semana mas tarde las células progenitoras neurales,
obtenidas a partir del LCF de humano y transfectadas con un transgen que les
porporcionaba fluorescencia roja, siguiesen localizadas en el mismo sitio donde
se habia realizado la lesién de MMC, se valoré la posibilidad de trasladar esta
técnica al modelo de MMC en oveja.

El modelo de MMC ha sido muy utilizado en nuestro grupo y ademas
estd ampliamente descrito en la literatura (Vieuli, Meuli-Simmen et al. 1995;
Fontecha, Peiro et al. 2009; Encinas, Germani et al. 2010; Peiro, Fontecha et al.
2013) asi que no hizo falta optimizar el modelo de lesién ya que el realizado por
nuestro grupo ya generaba una lesion de MMC similar a la que se produce en los
fetos humanos con el defecto congénito.

Tal y como se detalla en el apartado nimero 10 de la seccién de
materiales y métodos y se ilustra en la Figura 51, la lesién quirdrgica se creé a
dia 75 de gestacion mediante la reseccién de la piel, los musculos
paravertebrales y la laminectomia de tres vértebras lumbares hasta conseguir la
exposicién de la médula y la apertura de la duramadre, lo que implicaba la
exposicién del tejido neural al ambiente uterino. Veinte dias mas tarde se

|

Figura 51- Cirugia de creacion del MMC en oveja (A) y de reparacion del defecto (B)
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procedio a la reparacién del defecto de MMC mediante el trasplante celular. Asi,
la metodologia empleada también fue similar a la descrita anteriormente en el
caso del trasplante celular en el modelo de conejo.

Las células utilizadas para el modelo ovino también procedian de LCF
humano y fueron transfectadas con el mismo virus integrativo (LscC-RFP-W) a
una concentracién de 10m.o.i. y que expresaba la proteina roja RFP (Red
Fluorescent Protein) en una infecciéon de 24 horas y que después nos permitiria
localizarlas en el lugar de la lesidn. La cantidad de células utilizadas fue de
1.000.000 y se embebieron en un scaffold igual al utilizado con los conejos
(compuesto de medio de cultivo y plasma humano).

La cirugia de reparacion del defecto fue similar a la de la creacién del
mismo pero, en el momento en el que la zona posterior del feto de la oveja
quedd expuesta se aplicé el scaffold con las células; posteriormente el defecto

se cerrd con la aplicaciéon sobre el defecto de una membrana comercial de
TissuDura® y el cierre se realizd por sutura continua de hilo reabsorbible.

Fluorescencia

A00

Fluoresoencia

260)m 2004

Figura 52- Imagenes obtenidas en microscopio de fluorescencia de un feto de oveja con
MMC trasplantado con células fluorescentes (rojo) de LCF humano a 40x (A) y 100x (B)

A los 140-145 dias de gestacion de la oveja se realizd una cesdrea para
extraer los fetos, las zonas lumbares se congelaron en OCT y después se analizd
la presencia de las células trasplantadas y, como refleja la Figura 52, se puede
observar que las células que expresan el transgen rojo contindan un mes mas
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tarde del momento del trasplante en el lugar de la lesién y que ademas siguen
vivas y no se ha producido rechazo por parte del sistema inmune del cordero.
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1. Malformaciones congénitas y defectos del tubo
neural: La Espina bifida

Los defectos en el tubo neural (NTDs) son anomalias congénitas del
sistema nervioso central, basadas en un defecto en el cierre de diferentes
estructuras Oseas y tejidos blandos que se pueden producir en el cerebro, la
médula y la columna vertebral. Junto a las cardiopatias y los defectos genito-
urinarios, se encuentran entre las malformaciones congénitas mas frecuentes
con una incidencia de 3-4 casos cada 10000 nacimientos (Dolk, Loane et al.
2010). Existen diferentes tipos de NTD, clasificados en funcidn de si hay pérdida
o no de liquido cefalorraquideo (LCF) , es decir, en base a si se trata de una
lesion abierta o cerrada, y segun el tipo de NTD se establece también la
gravedad de la enfermedad (Copp and Greene 2013). Las dos formas mas
comunes de NTDs en la clinica humana son la espina bifida y la anencefalopatia.
Ambas malformaciones suelen producirse normalmente entre los dias 21y 28 de
desarrollo ((Botto, Moore et al. 1999) y, aunque se desconocen las causas
exactas del desarrollo de este tipo de malformaciones congénitas se sospecha
que se deben a una casuistica multifactorial entre las que se encuentran factores
genéticos y ambientales (Copp and Greene 2013; Puvirajesinghe and Borg 2015).

La espina bifida es uno de los NTDs mas frecuentes y devastadores que
se detectan en el feto humano. A pesar de ser compatible con la vida, la espina
bifida provoca graves secuelas y una elevada morbilidad tras el nacimiento,
derivando en un progresivo deterioro neurolégico y motor por debajo del nivel
donde se localiza el defecto, que se acompafia con la pérdida de sensibilidad,
problemas locomotores y sensoriales, incontinencia de esfinteres a nivel urinario
y/o intestinal, malformacién de Chiari Il, disfunciones sexuales e incluso
paraplejia parcial o completa de las extremidades inferiores. Otras condiciones
asociadas a la espina bifida incluyen la hidrocefalia, cuyo tratamiento requiere
una derivacién del fluido cerebroespinal a través de una sonda intracraneal,
ademds de deformidades vertebrales y desérdenes genitourinarios vy
gastrointestinales (Fontecha, Aguire et al. 2010).

2. El Mielomeningocele
El mielomeningocele (MMC) o espina bifida aperta es la forma mas

severa en la que se presenta la espina bifida en humanos, presentando una
incidencia de 1 caso de cada 2000 nacimientos. Su deteccién mediante
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exploracién ecografica a partir de la semana 16-18 de gestacion (Adzick 2010;
Adzick, Thom et al. 2011) confirma el defecto congénito y la ausencia de tejido
6seo vertebral, masculo y piel en la zona del defecto. EI MMC provoca la
exposicion de la médula espinal al ambiente intrauterino y un efecto tanto de
erosion mecanica, al rozar con las paredes del saco amniético, como quimica, al
estar en contacto con el liquido amnidtico (LA). De esta manera, el dafio sobre el
tejido neural va aumentando de forma progresiva a medida que avanza la
gestacidn, sufriendo incluso una lesion adicional en el momento del parto,
cuando el feto debe atravesar el canal vaginal (Meuli, Meuli-Simmen et al. 1995;
Meuli, Meuli-Simmen et al. 1997; Meuli and Moehrlen 2014).

3. Terapias actuales para el tratamiento del
Mielomeningocele

En la actualidad, las alternativas al alcance de los padres a cuyo hijo se
le ha diagnosticado un caso de MMC son limitadas. Una de ellas es la
interrupcién voluntaria del embarazo y otra pasa por realizar una intervencion
quirargica prenatal o postnatal para la correccidn del defecto congénito.

Mediante la intervencidn quirurgica del cierre del defecto se pretende
evitar el dafio progresivo del tejido neural que queda expuesto al exterior
(Meuli, Meuli-Simmen et al. 1995; Meuli, Meuli-Simmen et al. 1997; Adzick,
Sutton et al. 1998; Adzick, Thom et al. 2011). La cirugia prenatal se debe realizar
cuando el feto aun se estd desarrollando, con el consiguiente riesgo para la
madre y el feto, y la alternativa de la cirugia postnatal consiste en una
intervencidn muy agresiva con limitados resultados en la morbi-mortalidad
(Johnson, Sutton et al. 2003). En los ultimos afios, la cirugia prenatal ha ido
cogiendo fuerza, demostrando una mejora significativa en la supervivencia y
morbilidad de estos pacientes, a la vez que diversos estudios comparativos entre
los resultados de la cirugia pre y post natal postulan una clara ventaja de la
cirugia prenatal (Adzick, Sutton et al. 1998; Stiefel, Copp et al. 2007; Adzick,
Thom et al. 2011).

A pesar de que la cirugia prenatal presenta numerosas ventajas frente a
la cirugia postnatal, el dafio medular sufrido previamente a la intervencion
quirdrgica persiste y, por consiguiente estos nifios siguen presentando diversas
secuelas neuroldgicas y motoras con las que tendran que convivir a lo largo de
sus vidas. Este hecho refuerza la idea de la necesidad de desarrollar nuevas
terapias basadas en la medicina regenerativa y la terapia celular con el objetivo
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de regenerar el tejido dafiado durante el periodo de la gestacién anterior a la
cirugia reparadora del cierre del defecto congénito.

4, Terapia celular para la regeneracion neural y
tratamiento del MMC

En base a que las presentes alternativas terapéuticas basadas en cirugia
no consiguen prevenir o frenar totalmente la lesién del tejido medular ni las
secuelas derivadas del MMC, en el presente trabajo nos planteamos el estudio
de nuevas aproximaciones terapéuticas basadas en la utilizacién de células
madre o progenitores neurales que permitan reparar el dafio neural en los
pacientes con MMC vy sirvan para revertir la lesion medular sufrida durante la
gestacion en la fase previa a la intervencién quirdrgica prenatal.

De esta manera, una posible estrategia terapéutica basada en la
medicina regenerativa y la terapia celular se dirigiria a la regeneracién del tejido
neural dafiado mediante la implantacidon de células madre con capacidad de
regeneracion neural en el momento de la intervencién quirudrgica prenatal de
cierre del defecto congénito. Por tanto, no sélo se conseguiria detener el
progresivo dafio neural, mediante el cierre quirdrgico y cobertura del defecto
lumbar, sino también la regeneracién del tejido neural que se ha dafado
durante la gestacion en el tiempo trascurrido hasta el momento de la cirugia
prenatal.

Para ello, la estrategia mas idénea de una posible terapia para la
reparacion del tejido medular dafiado implicaria la utilizaciéon de células
especializadas en formacién de tejido neural, como las células madre neurales
(NSCs) (Cummings, Uchida et al. 2005; Vishwakarma, Bardia et al. 2014;
Doeppner, Traut et al. 2016), o las células progenitoras neurales (NPCs), que son
células mas diferenciadas hacia el linaje neural y con gran capacidad de generar
células especificas del sistema nervioso (Weiss, Reynolds et al. 1996; Reubinoff,
Itsykson et al. 2001; Vishwakarma, Bardia et al. 2014). Aunque las NPCs tienen
unos ratios de supervivencia y diferenciacién mas reducidos que las NSCs, se
postulan como una interesante herramienta terapéutica para su administracion
exogena en zonas dafiadas del tejido neural debido a sus caracteristicas de
célula madre multipotencial y a su elevada especializacidon para la generacién de
células del linaje neural (Florio and Huttner 2014). Las NPCs han sido ensayadas
en diversos estudios previos realizados en modelos animales de lesiéon medular y
han demostrado la capacidad de aumentar la supervivencia neural y estimular la
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reparacion de los tejidos del SNC (Cummings, Uchida et al. 2005; Vishwakarma,
Bardia et al. 2014; Doeppner, Traut et al. 2016).

Dado que ha sido descrita la presencia de células precursoras neurales
en el LA de pacientes con defectos NTD como la anencefalia (Danzer, Zhang et
al. 2011; Maraldi, Bertoni et al. 2014; Chang, Su et al. 2015) y en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con hidrocefalia(Krueger, Wu et al. 2006), se
podria postular que las células presentes en el LA de pacientes con NTDs
provienen del LCF que se escapa al espacio amnidtico a través de la
malformacion abierta producida por el defecto del tubo neural. Aunque la
proporcion de NPCs depende de la dinamica del LCF y del tamafio y tipo del
defecto, (Pennington, Gray et al. 2013) la pérdida continua de LCF a través del
defecto congénito corresponde con una de las caracteristicas principales del
MMOC, lo que permitiria el disefio de una estrategia basada en terapia celular
autdloga en caso de poder aislar, expandir y trasplantar las NPCs presentes en el
LCF obtenidas de muestras de LA o LCF del propio paciente.

Por ello, para el desarrollo de la presente tesis doctoral formulamos una
hipotesis que se basa en el aislamiento de las células progenitoras neurales
presentes en muestras de liquido amnidtico de pacientes con MMC o del LCF
contenido en el quiste que recubre el defecto en estos pacientes, con el objetivo
de expandirlas en cultivo primario y trasplantarlas a la zona lesionada del
defecto neural en modelos animales de MMC para analizar la capacidad de estas
células de implantarse en la zona de la lesién medular y regenerar el tejido
neural dafiado. De esta manera, y con el fin de estudiar, en un futuro préximo, la
posibilidad de la terapia celular en la reparacion del dafio neural, en una primera
fase del trabajo nos centramos en la localizacién y expansion en cultivo celular
de precursores neurales presentes en muestras de liquido amniético de madres
gestantes de fetos diagnosticados de espina bifida y de muestras de LCF
obtenidas del quiste que recubre el defecto en estos pacientes.

5. Células precursoras neurales presentes en el liquido
cefalorraquideo

Las células con caracteristicas de progenitores neurales que se
encuentran en el liquido amnidtico de mujeres gestantes de fetos afectos por
espina bifida, pueden proceder del LCF y debido al defecto en el cierre de la
zona lumbar se difunden hacia el LA, lo que puede ser avalado por datos
obtenidos en diferentes estudios en los que se han encontrado diferencias
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estadisticamente significativas en la presencia de NPCs en el LA de fetos
afectados por NTDs versus LAs de fetos sanos (Pennington, Gray et al. 2013;
Turner, Klein et al. 2013; Chang, Su et al. 2015). Las NPCs han demostrado ser
células multipotentes con capacidad de auto-renovarse, de expandirse y de
diferenciarse in vitro hacia células del linaje neural y pueden representar una
opcidn excelente para su uso en nuevas estrategias in vivo basadas en la
utilizacion de la terapia celular para la regeneracién de lesiones medulares.

En la década de los 90, Reynolds y Weiss (Reynolds and Weiss 1992)
describieron cémo aislar NSCs a partir de cerebro adulto mediante un sistema
conocido como “ensayo de neuroesferas”. Este mismo método para aislar NSCs
fue el que se ha utilizado en el presente trabajo para conseguir neuroesferas en
cultivo primario. A diferencia del trabajo descrito por Reynolds y Weiss, en el
presente estudio, las neuroesferas fueron aisladas a partir de muestras de
médula espinal tanto de humanos como de ovejas. Tal y como se muestra en la
Figura 24 el cultivo de las células aisladas corresponde con las caracteristicas de
las neuroesferas, las cuales crecen en suspension y a los pocos dias comienzan a
diferenciarse y a crecer en monocapa, permaneciendo una pequefia parte de las
mismas en estadio no diferenciado; esta poblacidn celular es conocida como
NSCs y esta formada principalmente por células progenitoras neurales y un
pequefio porcentaje de células madre (Mothe and Tator 2013).

El aislamiento de NSCs y NPCs conseguidas a partir de la médula espinal
gracias al protocolo de Reynolds corrobora los estudios descritos en la literatura
donde se demuestra que tanto en la médula espinal adulta de animales como de
humanos existen células madre y progenitoras neurales y que éstas, ademas de
proliferar in vitro, son capaces de diferenciarse hacia neuronas y células gliales
(Dromard, Guillon et al. 2008; Wells, Rough et al. 2011; Zappaterra and Lehtinen
2012). En estos estudios previos se ha descrito que estas células tienen un
elevado potencial neurogénico in vitro y se han llegado a establecer como una
potente herramienta para el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para
reparar la lesion de la espina bifida.

El descubrimiento de la existencia en la médula espinal adulta de estas
células madre y progenitoras neurales apoyan la teoria de que estas células
pueden ser liberadas al LCF que circula a través del canal central. Aunque el
origen de las células circulantes en el canal medular puede provenir de
diferentes regiones del SNC en mamiferos, como la zona subventricular (SVZ) de
los ventriculos laterales, el giro dentado del hipocampo, el tercer ventriculo, el
canal ependimario de la médula espinal, o la corteza cerebral, todavia existen
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pocos datos sobre la actividad neurogénica en estas regiones y su implicacidn en
el funcionamiento del SNC. Independientemente de su origen, el hecho de la
existencia de células con capacidad neurogénica circulantes en el LCF humano,
puede proporcionar una fuente de células progenitoras neurales que pueden ser
aisladas y expandidas en cultivo con el objetivo de ser utilizadas en abordajes
terapéuticos para la reparacion del tejido neural mediante trasplante celular
autdlogo en pacientes con mielomeningocele, generando asi una nueva terapia
prenatal en estos pacientes.

A pesar de que se han realizado diversos estudios para localizar células
con capacidades neurogénicas en la médula espinal adulta, los datos publicados
en referencia a la presencia de células pluripotenciales en LCF fetal humano son
pocos (Weiss, Dunne et al. 1996; Shihabuddin, Ray et al. 1997; Dromard, Guillon
et al. 2008). Cabe destacar, que existe un unico estudio previo (Krueger, Wu et
al. 2006) donde se establecen cultivos celulares a partir de muestras de LCF
humano y se describe la presencia de progenitores neurales en LCF proveniente
de pacientes con hidrocefalia, sugiriendo el potencial del LCF fetal como fuente
de NPCs.

Por tanto, en este trabajo nos propusimos el establecimiento de
cultivos celulares de muestras de LCF humano obtenidas del quiste que recubre
la lesion medular en los fetos afectos de MMC, asi como el cultivo de muestras
de LA de fetos sanos y de fetos con MMC para corroborar la existencia de las
NPCs en el espacio amnidtico de pacientes con espina bifida aperta y pérdida
continuada de LCF a través de defecto congénito. Antes de iniciar el estudio de
esta poblacion de NPCs en el LCF y en el LA se tuvo que poner a punto el
establecimiento del cultivo primario de manera exitosa, lo que implicéd que el
cultivo celular a partir de las muestras humanas obtenidas mediante el abordaje
quirurgico debia ser en fresco y producirse inmediatamente después de su
obtencion y en condiciones totalmente estériles, problemas que, como reflejan
las Figura 26 y Figura 27 se solventaron de manera satisfactoria. También se
consiguio el cultivo de manera independiente de las diferentes poblaciones o
clones celulares que se pueden encontrar en las muestras de liquidos amnidticos
obtenidos de los pacientes, como se observa en las Figura 28 y Figura 29, lo que
puede generar estudios futuros en los que se identifiquen clones especificos de
células con linaje neural (Pennington, Gray et al. 2013) y su obtencion aislada a
partir de la muestra inicial de liquido amniético, como una posible alternativa a
su purificacidn tras la expansion en cultivo de todas las células presentes en el
LA de fetos afectos por MMC (Kaviani, Perry et al. 2001).
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5.1. Cultivo celular y propiedades neurogénicas de NPCs
derivadas de LCF humano

En el presente estudio hemos demostrado la presencia de NPCs en
muestras de LCF obtenidas del quiste formado en la lesién de MMC de nuestros
pacientes y la capacidad de estas células no sélo de proliferar in vitro sino
también de diferenciarse en células neuronales y gliales, lo que demuestra su
potencial para la regeneracion neural en ensayos in vivo. En este estudio se
utilizaron muestras de LCF tanto del modelo experimental de feto ovino (Figura
30) obtenido del canal medular del feto de oveja, como muestras humanas
obtenidas por aspiracién del LCF contenido en el quiste que recubre el defecto
de MMC durante la intervencidn quirdrgica de reparacién del defecto en
pacientes intervenidos en el Hospital Vall d’"Hebrén (Figura 32).

Estudios previos han descrito que el LCF contiene factores de
crecimiento neurogénicos (Buddensiek, Dressel et al. 2010; Zappaterra and
Lehtinen 2012) y un reducido nimero de células circulantes con propiedades de
progenitores neurales (Krueger, Wu et al. 2006). A pesar de que el LCF tiene una
celularidad muy baja (de Graaf, de Jongste et al. 2011) a partir de una pequefia
cantidad de muestra (1,5-2mL) se consiguié establecer un cultivo primario de
LCF y demostrar la capacidad proliferativa de estas células tanto en el caso del
modelo experimental ovino como en muestras de origen humano (Figura 31y
Figura 33).

Una vez establecido el cultivo de las células presentes en el LCF, la
determinacion de la expresion de marcadores especificos de NPCs como TBR2,
Sox2, CD15, Vimentina y Nestin, tanto en el LCF obtenido del modelo de oveja
como de muestras humanas, corroboraron las propiedades neurogénicas de las
células derivadas del LCF obtenido del quiste sobre la lesion en pacientes con
MMC (Figura 36 y Figura 37). TBR2 es un reconocido marcador de células
progenitoras neuronales y desempefia un papel clave en la progresién de las
NSCs hacia los progenitores intermedios y neuronas (Hodge, Kowalczyk et al.
2008; Hodge, Nelson et al. 2012). Sox2 se ha descrito como un marcador de
pluripotencia en células madre neurales (Tanaka, Kamachi et al. 2004; Pevny and
Nicolis 2010; Wells, Rough et al. 2011) las cuales desempefian un papel crucial
en el mantenimiento de los progenitores neurales adultos y embridnicos
(Wegner and Stolt 2005). CD15 (SSEA-1) no sélo se ha descrito como un
marcador de células madre (Capela and Temple 2002; Doetsch 2003), sino que
también se expresa en células precursoras neurales inmaduras y en células
subependimales y ependimales dorsales (Dromard, Guillon et al. 2008). Nestin
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es un conocido marcador de NSCs del que se ha demostrado su presencia en
células procedentes del LA de pacientes con NTDs (Pennington, Gray et al. 2013;
Hong, Kim et al. 2016). Por ultimo, la vimentina se ha descrito como un
marcador asociado a las células progenitoras neurales, lo que implica el estadio
indiferenciado e inmaduro de estas células y su potencial capacidad para
diferenciarse in vitro (Flax, Aurora et al. 1998; Liu, Li et al. 2014; Magistri, Khoury
et al. 2016).

Tras el analisis de los niveles de los diferentes marcadores, es
importante destacar la presencia de un elevado ndmero de células que
presentaban expresion de CD15, Sox2 y TBR2 (45%, 28% vy 31%,
respectivamente) en los cultivos primarios obtenidos a partir de LCF humano
(Figura 37) lo que demuestra la presencia de progenitores neurales en el LCF
acumulado en el quiste que recubre el defecto lumbar. Nuestros resultados
corroboran datos publicados anteriormente donde se describe la presencia de
mas del 90% de células Sox2 positivas y alrededor del 65-85% de células
positivas CD15 en muestras de médula espinal humana (Dromard, Guillon et al.
2008). La presencia de TBR2, Sox2 y CD15 en células circulantes del LCF sugieren
su posible origen por migracion desde las capas celulares del canal central de la
medula espinal, aunque se requeririan estudios adicionales para poder definir
los posibles origenes de estas células, como ependimal, subependimal y zona
subventricular o del plexo coroideo.

5.2. Capacidad de diferenciacion neuronal y glial de las NPCs
derivadas del LCF

Para confirmar la multipotencialidad de las NPCs derivadas del LCF,
analizamos las propiedades neurogénicas, tanto a nivel morfolégico como
mediante el andlisis de la expresidon de marcadores especificos de diferenciacion
neural, de las células en cultivo induciendo la diferenciacién hacia los subtipos
celulares neuronal y glial. Los marcadores especificos escogidos para los ensayos
de diferenciacion neural han sido ampliamente descritos en la literatura; BllI-
tubulina para el marcaje de neuronas, GFAP para astrocitos y oligo-O1 y CNPase
para el marcaje de oligodendrocitos (Vishwakarma, Bardia et al. 2014; Bokara,
Kim et al. 2016; Tsan, Morell et al. 2016). Basandonos en estos marcadores
extensamente utilizados para la demostracion de la capacidad neurogénica de
células madre o progenitoras neurales con distintos origenes (Kaviani,
Guleserian et al. 2003; Parati, Pozzi et al. 2004; Barnabe-Heider and Frisen 2008;
Rosner, Schipany et al. 2012; Sandner, Prang et al. 2012; Li and Lepski 2013;
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Mothe and Tator 2013; Sahab Negah, Khaksar et al. 2016) pudimos determinar
la capacidad de diferenciacion neural de las células obtenidas a partir del LCF
humano y corroborar su potencial neurogénico y de especializacidon hacia células
neuronales y gliales.

Con el fin de evaluar su capacidad de diferenciacion se realizd una
primera aproximacién mediante diferenciacion arbitraria de células del LCF de
oveja (Figura 41) y humanas (Figura 42) por deprivacion de factores de
crecimiento en el medio de cultivo. Las células derivadas del LCF fueron capaces
de generar un elevado numero de células diferenciadas con caracteristicas
morfoldgicas de estirpe neural (Figura 42A), es decir, una forma alargada y con
la aparicion de dendritas en el caso de neuronas y oligodendrocitos y, una
morfologia plana, agrandada y redondeada en el caso de los astrocitos (O'Brien,
Keeney et al. 2015; Lins, Wianny et al. 2016; Sanluis-Verdes, Sanluis-Verdes et al.
2016). Estas observaciones en los cambios morfoldgicos se correspondieron con
la expresion de marcadores especificos de células diferenciadas neuronales y
gliales analizada mediante ensayos de inmunocitofluorescencia (Figura 41 vy
Figura 42B) y por expresion génica mediante PCR (Figura 44A).

A continuacioén, se analizé la capacidad de las células provenientes del
LCF de diferenciacidn especifica hacia los tres subtipos celulares neurales. En
este caso nos centramos en las células obtenidas del LCF humano, las cuales se
indujeron a la diferenciacion utilizando medios de cultivo especificos para
diferenciacion neuronal, astrocitaria y oligodendrocitaria (Elkabetz and Studer
2008; Denham and Dottori 2009; Pruszak, Just et al. 2009; Trujillo, Schwindt et
al. 2009; O'Brien, Keeney et al. 2015; Lins, Wianny et al. 2016). Tras 10 dias de
induccion a la diferenciacién especifica neuronal y glial, las células mostraron un
importante incremento en el subtipo celular especifico mediante el analisis del
incremento de los marcadores proteicos de diferenciacidon neural en ensayos por
inmunocitofluorescencia (Figura 43). De esta manera podemos decir que hemos
conseguido con éxito la induccidn a la diferenciacion especifica hacia neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos de células provenientes de LCF, hecho que refuerza
la hipdtesis de la capacidad de diferenciacién multilinaje y de la plasticidad de
estas células y su potencial utilizacion en ensayos de terapia celular para la
regeneracion neural.

Nuestros resultados derivados del estudio de muestras de LCF han
demostrado las propiedades neurogénicas de las NPCs presentes en el LCF
acumulado en el quiste de los fetos con MMC (manuscrito en revisién en la
revista Stem Cells Research, 2016), como previamente se habia descrito in vitro
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para las células madre o células progenitoras neurales con distintos origenes
(Parati, Pozzi et al. 2004; Barnabe-Heider and Frisen 2008; Sandner, Prang et al.
2012; Li and Lepski 2013; Mothe and Tator 2013). De esta manera podemos
afirmar que el LCF circulante por el canal medular en fetos de oveja, y
especialmente, en muestras de LCF obtenido del quiste de fetos humanos con
MMC contienen células precursoras neurales, las cuales poseen un elevado
potencial proliferativo y de diferenciacién hacia los tres linajes neurales:
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos y, por tanto, pueden ser consideradas
como una importante fuente celular para su trasplante in vivo en la evaluacion
de nuevas estrategias terapéuticas basadas en terapia celular.

6. Presencia de células precursoras neurales en liquido
amniatico de pacientes con espina bifida

Debido a que el MMC se caracteriza por un defecto éseo en el cierre de
la columna vertebral, una de nuestras hipdtesis se basa en que a través de este
defecto lumbar existe una pérdida continuada de LCF hacia el LA en fetos
afectos de espina bifida aperta, por lo que las NPCs que se encuentran en el LCF
acaban escapando al LA. Este hecho se puede dar en el caso de que el quiste que
recubre el defecto se rasgue o se rompa debido al roce con las paredes del saco
amnidtico y los movimientos del feto, que provocan que se rompa la membrana
(duramadre) que recubre la médula espinal y que forma el quiste, de manera
que en estos fetos la pérdida del LCF hacia el exterior es continua. Asi, en
muestras de LA de pacientes con MMC podriamos encontrar las NPCs
procedentes del LCF circulante por el canal medular, las cuales debido a su
capacidad proliferativa y neurogénica podrian ser éptimas para su utilizacidn en
estrategias de terapia celular para la regeneracién neural en fetos con MMC. Por
este motivo, nos centramos ademas en la deteccion de precursores neurales en
muestras de LA de pacientes con MMC y no en muestras de LA de individuos
sanos, debido a que estas células provienen del LCF que escapa del canal
medular a través del defecto abierto, por lo que no deberian encontrarse en
muestras de LA de fetos sanos.

Asi, en el presente estudio hemos establecido cultivos primarios de LA
de fetos sanos y de fetos con MMC y hemos demostrado la presencia de una
subpoblacidon celular que expresa marcadores especificos de progenitores
neurales exclusivamente en células provenientes de muestras de LA de
pacientes con MMC y no en muestras de LA de fetos no afectos de NTD. Los
resultados obtenidos mediante ensayos por inmunocitofluorescencia
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demuestran la presencia de subpoblaciones celulares con caracteristicas de
progenitores neurales y que expresan los mismos marcadores neurales que las
NPCs presentes en el LCF, en cultivos obtenidos de muestras de LA de fetos
humanos con espina bifida aperta (Figura 35), asi como diversos marcadores
neurales en muestras de LA del modelo de MMC en oveja (Figura 34).
Corroborando nuestra hipdtesis de partida, las células con marcaje positivo para
marcadores de NPCs no aparecian en los cultivos procedentes de LA sanos, lo
que refuerza la teoria de que las NPCs proceden del LCF y se difunden en el LA
Unicamente en pacientes con MMC debido a la abertura causada por el defecto
congénito (Tsai, Lee et al. 2004; Turner, Klein et al. 2013).

Focalizando en el estudio de las muestras humanas, nuestros resultados
demostraron la presencia de CD15, Sox2 y TBR2, en cultivos celulares derivados
del LA de pacientes con MMC, donde mas del 30% expresaban CD15
(31.5£6.2%), casi un 20% expresaban TBR2 (19.2+3.4%) y Sox2 se expresaba en
casi un 10% de la poblacidn celular de LA (19.243.4%). Si bien es cierto que no se
encontré expresion de los marcadores TBR2 y Sox2 en las muestras de LA
procedentes de pacientes sanos, en el caso del CD15 si se encontré un bajo
porcentaje de células CD15 positivas (8.7£1.1%) en células derivadas del LA
sano. Este hallazgo puede ser debido, probablemente, a la expresion de CD15 en
menor nivel en algln otro tipo celular presente en el LA, como, por ejemplo, a
causa de la presencia de neutroéfilos polimorfonucleados en el LA, ya que, tanto
Sox2 como CD15 se expresan de manera abundante en células localizadas a lo
largo de la médula espinal; este porcentaje de marcadores neurales inmaduros
que expresan las células en muestras de médula ésea de la zona lumbar y
cervical ha sido previamente reportada (Dromard, Guillon et al. 2008)
encontrandose que mas del 80% de las células son Sox2+ y entre el 35-55% de
las células son CD15+.

Tras demostrar la presencia de la subpoblacion de NPCs en el LA de
pacientes con MMC, nos centramos en purificar estas NPCs gracias a técnicas de
discriminacion utilizando marcadores especificos y en demostrar el potencial a
diferenciarse hacia distintos linajes neurales, como neuronas y células gliales. El
propdsito fue evaluar el uso de la fraccion celular enriquecida en NPCs
expandiéndolas in vitro y considerando su uso para futuras terapias basadas en
el trasplante autélogo para reparar la médula espinal en pacientes con MMC. En
base a que CD15 es un marcador que esta localizado en la membrana plasmatica
celular, representa una diana apropiada para el aislamiento de células madre y
progenitoras neurales, como previamente se ha reportado en el aislamiento de
neural stems cells a partir de la zona subventricular y el ventriculo lateral en
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ratones (Capela and Temple 2002). Asi, en un primer ensayo dirigido al
enriquecimiento de la poblacion de células progenitoras neurales procedimos a
realizar la purificacién de las NPCs presentes en el LA de pacientes con MMC
mediante inmunopurificacién en columna basada en la presencia del marcador
especifico CD15. Después del procedimiento de purificacién de las células del LA
de pacientes con MMC, la proporcion de células CD15 positivas incrementd en
mas del 50% en las células resultantes CD15+ (Figura 39B).

Una vez enriquecido el cultivo celular, y con el fin de demostrar el
potencial neurogénico de la poblacidn positiva para el marcador de superficie
CD15, se indujo la diferenciacion de las células hacia los diferentes linajes
neurales por deprivacién de factores de crecimiento. Tras esta induccion las
células mostraron una disminucion de la expresién de los marcadores
especificos de NPCs (Cd15 y TBR2) y un aumento en la expresiéon de marcadores
especificos de células diferenciadas (neuronas, oligodendrocitos y astrocitos)
como BllI- tubulina, CNPase y GFAP (Figura 40). Estos datos corroboran la
hipotesis inicial de que las NPCs purificadas de muestras de LAs de pacientes con
espina bifida pueden ser utilizadas para la regeneracion del tejido neural
mediante el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en el
trasplante autdlogo para la reparacion de la médula espinal. Los resultados
derivados del trabajo en muestras de LA estdn en proceso de redaccion del
manuscrito para proceder a su publicaciéon en revistas internacionales
especializadas.

Esta nueva estrategia terapéutica se basaria en el hecho de que gracias
a los avances en el diagndstico prenatal que permiten que el diagndstico del
MMOC se realice de manera temprana durante el primer trimestre, se podria
realizar la recogida de muestras de LA mediante la técnica minimamente
invasiva de la amniocentesis para establecer un cultivo primario de células del
LA. Las células derivadas del LA podrian ser expandidas in vitro permitiendo el
aislamiento posterior de la subpoblacion celular de NPCs presentes en las
muestras de LA de los pacientes con MMC. Esto representa un enfoque
terapéutico novedoso y realista dada la posibilidad de expandir y aislar
precursores neurales provenientes del LCF a partir de cultivos celulares del LAy
su capacidad para diferenciarse hacia linajes neurales y su potencial
regenerativo. De esta manera, la subpoblacion celular enriquecida en NPCs
podria utilizarse para el trasplante autdlogo en la médula espinal durante la
intervencion quirudrgica en la que se realiza el cierre del defecto de MMC, que se
llevaria a cabo semanas después del diagndstico del defecto congénito y la
amniocentesis para el establecimiento del cultivo celular.
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7. Terapia celular para la regeneracion neural en
modelos animales de MMC

7.1. Modelos animales de MMC

En la literatura se han descrito diversos modelos animales para el
estudio del MMC basados en la creacion del defecto o bien de manera congénita
o de manera quirurgica. Los modelos animales de creacion del MMC de manera
congénita se han realizado basicamente en roedores (Danzer, Schwarz et al.
2005; Quemelo, Lourenco et al. 2007; Stiefel, Copp et al. 2007; Ma, Bao et al.
2012; Al-Shanafey, Fontecha et al. 2013; Escobedo, Contreras et al. 2013) y
también se han descrito modelos avicolas de MMC provocandolo mediante la
inyeccion de toxinas (Pilowsky, Hodgson et al. 1982; Kohga and Obata 1992).

Sin embargo, la creacién de modelos de MMC de manera quirurgica ha
sido mas ampliamente utilizada ya que permite la realizacion de estudios en
animales de mayor tamafio, como el conejo o la oveja, los cuales son mas
cercanos filogenéticamente al feto humano. El modelo de MMC en el feto ovino
fue el primer modelo quirdrgico del MMC en modelos animales grandes y fue
publicado por Meuli en el afo 1995 (Meuli, Meuli-Simmen et al. 1995), este
estudio permitié ademds una categorizacién del nivel del dafo creado en el feto
ovino (Brown, Keller et al. 2015). En el afio 2000 se describié el modelo de
creacion quirurgico de MMC en conejo como un nuevo ejemplo de estudio en el
que se podian investigar terapias y caracteristicas de la enfermedad, ya que se
postulaba como suficientemente representativo de lo que sucede en el MMC
humano (Housley, Graf et al. 2000). En los ultimos afios, se han llevado a cabo
multitud de estudios utilizando ambos modelos, aunque el modelo fetal de oveja
ha sido el mas ampliamente utilizado dado que presenta algunas ventajas frente
al de conejo, como un mayor tiempo de gestacién o el mayor tamafio del feto, lo
que permite una manipulacion mas similar a la del feto humano y ademas se
pueden realizar diferentes intervenciones quirurgicas en la misma gestacién. En
este sentido, cabe indicar que nuestro grupo de investigacion es experto en el
uso de ambos modelos quirdrgicos, donde se han evaluado diferentes
caracteristicas de esta patologia, tanto en el modelo fetal en conejos, en el que
se ha estudiado cémo afectaria el avance del parto en el desarrollo de la
malformacion asociada al MMC de Chiari Il (Fontecha, Aguire et al. 2010), o el
efecto que tendria sobre el MMC el tratamiento con esteroides y el parto
pretérmino (Fontecha, Peiro et al. 2007), como en el de feto ovino, en el que se
han estudiado, por ejemplo, la presencia de malformaciones en la vejiga de
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ovejas con MMC (Encinas, Germani et al. 2010), la prevencién de
malformaciones en el SNC en funcién del tipo de cobertura del defecto de MMC
(Encinas, Germani et al. 2010) o el ensayo de la idoneidad de diferentes tipos de
sellantes biocompatibles para la reparacion del defecto (Fontecha, Peiro et al.
2009; Fontecha, Peiro et al. 2011). Ademas, el modelo ovino de MMC ha sido
utilizado por nuestro equipo de investigacidn con el fin de desarrollar y trasladar
a la clinica humana nuevas aproximaciones quirdrgicas minimamente invasivas
para la reparacion del MMC mediante fetoscopia lo que genera menor riesgo en
la cirugia y el post-operatorio tanto para el feto como para la madre gestante
(Peiro, Fontecha et al. 2013). Cabe destacar ademas, que como resultado de los
estudios llevados a cabo en modelos animales, nuestro equipo clinico ya ha
trasladado a la clinica humana la utilizacion de nuevas aproximaciones
terapéuticas basadas en estas innovadoras técnicas quirdrgicas minimamente
invasivas y en el uso de biomateriales para reparacion quirdrgica de la espina
bifida. De hecho, ya han sido tratados por nuestro equipo médico mas de 30
casos de pacientes con MMC mediante cirugia prenatal en proyectos
colaborativos entre los Hospitales Vall d'Hebrén (Barcelona, Espafia), el Hospital
Infantil de Cincinnati (CCHMC, Cincinnati, Ohio, USA) y el Hospital Infantil de
Houston (Texas Childrens Hospital, THC, Houston TX, USA).

Finalmente, el defecto del MMC también ha sido estudiado en modelo
de primates no humanos, donde se han realizado pruebas de la induccion del
MMC mediante teratogénicos (Michejda and McCollough 1987), ademas del
modelo de induccion del MMC mediante cirugia, el cual se ha postulado como
un excelente modelo de estudio del dafio neural provocado por el MMC vy
posibles opciones de tratamiento prenatal (Galvan-Montano, Cardenas-Lailson
et al. 2007; Galvan-Montano, Hernandez-Godinez et al. 2010; Hernandez-
Godinez, Ibanez-Contreras et al. 2011).

7.1.1. Modelo de MMC en conejas gestantes

Uno de los modelos animales mds utilizados para estudios en espina
bifida ha sido el de conejo, ya que tiene un tamafio fetal que permite una
correcta manipulacién, un tiempo de gestacidn relativamente corto con el que
se consiguen resultados en poco tiempo y es un modelo econdmico y facilmente
manipulable con respecto al de oveja (Housley, Graf et al. 2000). El modelo de
MMC en feto de conejo permite la realizacion de diversas pruebas en cuanto al
tipo de scaffold a utilizar y el numero de células a trasplantar, como un paso
previo al escalado a un animal de mayor tamafio como el modelo de oveja. Por
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ello, pese a que nuestro grupo tiene perfectamente optimizado el modelo de
MMC en oveja (Fontecha, Peiro et al. 2009; Encinas, Germani et al. 2010;
Encinas, Germani et al. 2010; Peiro, Fontecha et al. 2013) se escogio el modelo
en conejo para realizar las pruebas de trasplante celular y de ensayo de
optimizacién de scaffolds (Fontecha, Peiro et al. 2007; Fontecha, Aguire et al.
2010). En los modelos de MMC en lagomorfos, la lesion que imita al MMC es una
lesidon quirdrgica que se realiza a dia 23 de gestacion, en la que se realiza una
incision en la zona lumbar del feto del conejo, seguida de una laminectomia y
una reseccion de tres arcos vertebrales, abriendo la duramadre y permitiendo la
exposicion de la médula espinal y la pérdida de liquido cefalorraquideo a través
del defecto (Pedreira, Valente et al. 2003; Fontecha, Aguire et al. 2010).

Debido a que el periodo de gestacidn en conejas es corto (30 dias) y que
las conejas presentan una tasa de supervivencia muy baja en caso de la
realizacién de dos cirugias prenatales, a diferencia del modelo de oveja el cual si
que permite la creacion del defecto de MMC en una primera cirugia y semanas
mas tarde proceder a la reparacion del defecto mediante una segunda cirugia, se
desarrollé un nuevo modelo de lesion de MMC en conejas gestantes en el cual
se combinaba la intervencidn quirdrgica ya descrita en la literatura, con una
lesion quimica producida por la aplicacion de un detergente sobre la médula
espinal del feto para producir una abrasion y lesion del tejido neural similar a la
que se produce en los casos de mielomeningocele en fetos humanos. De esta
manera, las primeras pruebas para la optimizacidn del trasplante celular, las
realizamos en el modelo de feto de conejo, como, por ejemplo, el nimero de
células a implantar o el tipo de scaffold a utilizar. En base a los numerosos
estudios publicados sobre las ventajas de la utilizacion del modelo quirdrgico de
conejo (Housley, Graf et al. 2000; Fontecha, Peiro et al. 2007; Fontecha, Aguire
et al. 2010; Peiro, Fontecha et al. 2013) debido a la facilidad de manipulacion de
los fetos, la consecucion de resultados en un corto periodo de tiempo (la
gestacion del conejo dura un mes) y la viabilidad econémica que conlleva, en
este estudio generamos un novedoso modelo experimental (Figura 45) basado
en la combinacion de la lesion quirdrgica provocada por la laminectomia y la
retirada de tres arcos vertebrales, seguida de una lesiéon quimica inducida por la
puesta en contacto de la médula espinal con un detergente irritante con la que
conseguimos un dafio medular similar al que se produce en los casos congénitos
de MMC humano (manuscrito en preparacion, 2016) sobre el que realizamos las
primeras pruebas para la optimizacion de las diferentes variables del trasplante
celular.
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7.1.2. Modelo de MMC en ovejas gestantes

Nuestro grupo de investigacidn ha utilizado ampliamente el modelo de
MMC quirdrgico en feto de oveja, el cudl ha sido extensamente utilizado para el
estudio del dafio sobre el tejido neural provocado por el defecto congénito y su
posterior reparacién quirdrgica, dado que el tiempo de gestacion es
suficientemente largo como para permitir realizar en el feto dos intervenciones;
una primera cirugia para crear el defecto y otra cirugia, semanas después, para
proceder a su reparacion (Meuli, Meuli-Simmen et al. 1995; Fontecha, Peiro et
al. 2009; Encinas, Germani et al. 2010; Encinas, Germani et al. 2010; Peiro,
Fontecha et al. 2013). Ademas, el tamario del feto es muy similar al humano lo
que permite realizar pruebas con una metodologia similar a la que se realizaria
en caso de una aproximacion terapéutica en el feto humano.

Como se ha descrito ampliamente en la literatura el modelo de MMC en
ovino consiste en una primera cirugia, alrededor de los 75 dias de gestacion en
la que se realiza la creacion de la lesion, mediante la exposicion del Utero de la
madre gestante, y posteriormente la exposicién de la zona lumbar del feto, en la
cual se realiza una laminectomia y se retiran tres arcos vertebrales que
permitirdn acceder a la médula espinal. Una vez expuesta la médula, se abre la
duramadre por via quirdrgica para permitir la exposicidon del tejido neural al
ambiente uterino y la salida del LCF a través del defecto como en el caso de los
fetos humanos. Finalmente, el feto se reintroduce en la bolsa amnidtica, y se
cierra tanto el utero como todas las capas externas de la oveja para continuar
con el proceso de gestacion. Unos 20 dias mas tarde se procede a la reparacion
del defecto mediante una segunda cirugia donde se vuelve a exponer al feto y se
repara el defecto, tras el periodo de tiempo en el que la médula ha estado
expuesta al ambiente uterino y se ha producido el dafio mecénico y quimico
causante de la patologia. En esta segunda cirugia reparadora es donde se ha
ensayado la terapia celular en el modelo ovino.

7.2. Trasplante celular en modelos animales

El concepto de terapia celular para el tratamiento del MMC a partir de
células derivadas del liquido amnidtico para la regeneracién de la médula espinal
fue introducido hace mas de una década por el grupo del Dr. Dario Fauza
(Kaviani, Perry et al. 2001; Kaviani, Guleserian et al. 2003; Kunisaki, Armant et al.
2007; Steigman, Armant et al. 2008; Hosper, Bank et al. 2014). Dado que, las
anomalias congénitas son diagnosticadas a través de técnicas de imagen, las
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muestras de liquido amnidtico pueden obtenerse a través de una amniocentesis
y proceder a la expansidon y cultivo de estas células para después, en el
momento de reparacién fetal intrauterina poder utilizarlas en aproximaciones
terapéuticas basadas en la terapia celular (Klemmt, Vafaizadeh et al. 2011).

Estudios previos de trasplante celular en modelos animales de espina
bifida, han demostrado la posibilidad de implantacién de células sobre la médula
espinal. El trasplante de células mesenquimales de liquido amnidtico mediante
el uso de diferentes vehiculos y en diversos tipos de lesiones del tejido medular
se ha realizado con éxito demostrando la capacidad de las células trasplantadas
de integrarse en la médula espinal (Klein, Turner et al. 2011; Dionigi, Ahmed et
al. 2015; Dionigi, Brazzo et al. 2015), lo que refuerza las posibilidades de éxito de
nuestra estrategia de trasplante celular sobre el tejido medular dafado
utilizando precursores neurales obtenidos de muestras del propio paciente.

En el modelo de MMC congénito en rata obtenido mediante la
administracion de RA se ha conseguido la colonizacién celular de los tejidos
neurales lesionados con la inyeccidn de células neurales aisladas a partir del LA
(Turner, Pennington et al. 2013). También con este mismo modelo en ratas e
inyectando MSCs derivadas de la médula ésea se ha conseguido la diferenciacion
hacia motoneuronas de estas células trasplantadas y que ademas éstas se
interioricen en el lugar de la lesién (Li, Gao et al. 2012; Li, Miao et al. 2014; Ma,
Wei et al. 2015). A parte de mejorar la lesién causada por el MMC a nivel local se
ha descrito también que la inyeccion de células mejora notablemente patologias
asociadas a la espina bifida como la malformacién de Chiari Il (Dionigi, Brazzo et
al. 2015). El trasplante celular en modelo de rata no sélo se ha realizado
mediante inyeccion de las células sino que también se han trasplantado células
embebidas en diferentes scaffolds y se ha conseguido que la lesidn se reduzca y
repare la regidn lesionada (Watanabe, Li et al. 2011; Li, Yuan et al. 2016).
Ademas, del LA de fetos de ratas con MMC congénito se han conseguido aislar
NSCs, lo que consiguid abrir numerosas posibilidades para su uso futuro en la
practica clinica consistente en aislar precursores neurales a partir de LA de
pacientes con MMC, expandir las células y reintroducirlas mediante el trasplante
autdlogo (Turner, Klein et al. 2013).

La terapia celular llevada a cabo durante la etapa fetal ya sea mediante
el uso de células derivadas de la médula ésea o del propio liquido amnidtico
presenta varias ventajas, ya que el rapido crecimiento del feto ayuda a la
integracidon y expansidon de las células trasplantadas. Ademas, el inmaduro
sistema inmune del feto permite el trasplante de células humanas, como se ha
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demostrado previamente (Zanjani, Pallavacini et al. 1992; Schoeberlein,
Holzgreve et al. 2004), especialmente cuanto mas temprano en la gestacion se
produzca el trasplante celular. También se ha descrito con anterioridad la
capacidad de diferenciacion in vivo de células derivadas de la médula ésea hacia
células del linaje neural tras el trasplante en fetos (Muench and Barcena 2004), e
incluso en el modelo de feto de oveja se han realizado con éxito xenotrasplantes
a partir de NSCs aisladas de ratones y se ha demostrado cémo estas células se
mantienen en la zona del trasplante y secretan factores neurotroficos (Fauza,
Jennings et al. 2008). Otra fuente de células utilizada en estudios previos en
xenotrasplante en feto de oveja con MMC han sido las iPS derivadas hacia
células de la cresta neural, con las que se consiguid su integracidn, supervivencia
y diferenciacion en el tejido medular dafiado (Fauza, Jennings et al. 2008; Saadai,
Wang et al. 2013).

En nuestro estudio, el trasplante celular se ensayé en modelos animales
de MMC, tanto en modelo experimental de conejo como el de oveja. Las células
que se utilizaron para el trasplante procedian del cultivo primario de LCF de
origen humano, obtenidas a partir de muestras de LCF de pacientes con MMC.
Con el fin de localizar las células tras el trasplante, éstas fueron transfectadas
con un virus (LscC-RFP-W) que expresaba la proteina fluorescente roja RFP. Una
vez obtenidas las NPCs en cultivo para su uso en estrategias de terapia celular,
procedimos a la realizacidon de ensayos de trasplante celular in vivo en modelos
experimentales de MMC. Para ello, las células se deben trasplantar utilizando un
scaffold apropiado para su implantacidn sobre la zona del defecto de la médula
espinal y evaluar si las células implantadas tienen viabilidad y capacidad de
colonizar la médula espinal para luego promover la regeneracion neural del
tejido. Esta nueva aproximacién terapéutica se ha ensayado utilizando modelos
animales con MMC inducidos quirdrgicamente, como el modelo fetal de MMC
en conejo y oveja en los que nuestro equipo de investigacion tiene una amplia
experiencia (Fontecha, Peiro et al. 2009; Fontecha, Aguire et al. 2010; Peiro,
Fontecha et al. 2013) y poder determinar asi los efectos terapéuticos in vivo de
la regeneracién del dafio de la médula espinal.

7.2.1. Trasplante celular en modelo de lesién neural en lagomorfos.

Una vez optimizado el nuevo modelo en conejo de MMC y dafio neural
se procedié a la realizacion de las primeras pruebas de trasplante celular y
evaluacion de diferentes scaffolds en los que incluir las células precursoras
neurales a trasplantar (Figura 48).
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Tras diversas pruebas en modelo de feto de conejo, se optimizd el
trasplante de células cultivadas a partir de muestras de LCF humano. Asi, se
realizé con éxito el trasplante de 5x10° células previamente incluidas en un
scaffold de fibrina el cual formdé una estructura gelatinosa y semi-sélida que
permitié implantarlo sobre el tejido neural, de manera similar a lo que ha sido
previamente descrito en diferentes trabajos para el trasplante celular en espina
bifida (Saadai, Nout et al. 2011). La composicidon adecuada del scaffold se ensayé
tanto in vitro como in vivo, utilizando el modelo de feto de conejo, de manera
que se optimizd la composicidon y textura dptimas que permitian la colonizacion
y proliferaciéon de las células incluidas en él y su aplicacion sobre la médula
espinal. Tras el trasplante celular, se permitié la progresion de la gestacion hasta
los 30 dias, momento en el cual se extrajeron los fetos por cesarea y se aislo la
zona lumbar para su evaluacidn histoldgica y por inmunofluorescencia. Nuestros
resultados demostraron la presencia de las células trasplantadas en el mismo
punto de la lesién medular donde se colocaron en el momento del trasplante y
su viabilidad en feto de conejo hasta siete dias después del trasplante, lo que
nos permitié abordar el trasplante en modelo ovino el cual representa fielmente
la patologia humana.

Cabe destacar que el nuevo modelo de MMC en feto de conejo
desarrollado en el presente estudio (Figura 45- Figura 49), es totalmente
novedoso y en estos momentos se esta procediendo a la redaccién del
manuscrito para su publicacion en revistas internacionales especializadas. Asi
mismo, no existen datos publicados con anterioridad sobre el trasplante celular
en modelo de conejo con MMC, por lo que podemos decir que nuestros estudios
son pioneros en el uso del modelo de feto de conejo para la evaluacién de
nuevas aproximaciones basadas en terapia celular utilizando modelos de MMC
en fetos de conejo.

7.2.2. Trasplante celular en modelo de lesion neural en ovejas.

Una vez comprobado con éxito el trasplante celular en el modelo de
lesion de espina bifida en el conejo se procedié al ensayo de la terapia celular en
el modelo de MMC en el feto ovino. La metodologia utilizada para el trasplante
en modelo ovino fue similar a la que se realizé en el modelo de conejo, de
manera que las células obtenidas a partir del LCF humano se transfectaron con
el virus LscC-RFP-W que expresaba la proteina fluorescente roja RFP, y se
prepard un constructo del doble del tamafio que en el caso del trasplante en
feto de conejo, en el que se embebieron 1x10° células.
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En la literatura ya se habia descrito que el trasplante de células madre
neurales podia mejorar el estado neuroldgico en diferentes modelos animales
de lesiones medulares en el modelo ovino, aunque es cierto que existe una
elevada controversia en cuanto al trasplante de NPCs en la clinica humana
(Wang, Tang et al. 2011; Jin, Bouyer et al. 2016).

Los resultados derivados de nuestro estudio demuestran que tras el
trasplante celular sobre la lesion de MMC en feto de oveja, las células se
mantienen en la zona trasplantada mas de un mes después de que éste se
hubiese realizado, e incluso se detecta la colonizacion del tejido medular como
demuestra la localizacidon celular detectada por la expresiéon del transgen
fluorescente. Todo ello implica que el trasplante celular en feto es factible, que
las células presentan viabilidad en tiempos largos tras el trasplante celular y que
los precursores neurales pueden colonizar el tejido medular dafiado en fetos de
oveja con MMC.

Pese a que aun son necesarios estudios adicionales para demostrar si
las células trasplantadas son capaces de regenerar el tejido neural dafiado y
promover la migracidn, proliferacion y diferenciacidn celular para la formacién
de circuitos neurales, asi como evaluar la implicacién neuroldgica y motora que
podria tener la integracidn de las mismas en la zona medular dafiada del sistema
nervioso del animal, los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
abrir la posibilidad de generar innovadoras vias terapéuticas basadas en la
terapia celular para la regeneracion neural en pacientes afectos de MMC.

En resumen, los resultados obtenidos en el trabajo aqui presentado son
prometedores y permiten abrir la posibilidad de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas en la clinica humana para la regeneracién neural en pacientes con
MMC incluyendo el hecho de que estas células puedan proceder de muestras de
LCF o de LA del mismo paciente con el objetivo de realizar una trasplante celular
autdlogo. En este sentido nuestro centro es referencia a nivel nacional e
internacional en el tratamiento de la espina bifida, en colaboraciéon directa con
el Cincinnati Children’s Hospital y recientemente ha creado un “Programa
transversal de Investigacion: Spina Bifida Unit for research and lifetime
healthcare” con el fin de avanzar en el conocimiento y en el tratamiento de la
Espina Bifida en colaboracion entre el Institut de Recerca (VHIR) y el Hospital
Materno-Infantil Vall d’Hebrén. Este programa multidisciplinar incluye la
investigacidon conjunta desde varios grupos de investigacion: medicina materno-
fetal, medicina genética, bioingenieria, terapia celular vy cirugia en
malformaciones congénitas, cirugia reconstructiva del aparato locomotor,
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neurologia pediatrica y la Unidad de investigacion en neurotraumatologia y
neurocirugia (UNINN), lo que nos permitiria abordar con garantias el ensayo de
nuevos protocolos terapéuticos basados en terapia celular autdloga para el
tratamiento de pacientes con espina bifida.
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Conclusiones

En base a los resultados derivados del trabajo de la presente tesis
doctoral, hemos obtenido las siguientes conclusiones:

1. El LCF presente en el quiste que recubre el defecto congénito de
MMC humano, asi como el LCF que circula por el canal medular de fetos de
oveja, contienen células con caracteristicas de progenitores neurales con
capacidad de regeneracién del tejido medular.

2. Se ha establecido con éxito el cultivo primario de células
provenientes de LCF humano y del modelo de feto ovino, asi como su elevada
capacidad proliferativa en cultivo primario para la expansién celular (como
potencial fuente celular en futuras estrategias basadas en terapia celular) y su
capacidad de diferenciacion in vitro a células especificas de los tres linajes
neurales (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos).

3. Hemos demostrado la presencia de NPCs provenientes del LCF en
muestras de LA de pacientes con MMC, asi como la posibilidad de aislar las NPCs
mediante técnicas de purificacion celular, lo que lo convierte en una nueva
fuente de progenitores neurales para futuras estrategias de terapia celular
autdloga en base a la posibilidad de purificacién de NPCs a partir de muestras de
LAs de pacientes con espina bifida aperta.

4. Se han optimizado las condiciones para la generacion de constructos
de las NPCs obtenidas de pacientes con MMC en combinaciéon con scaffolds
biocompatibles que permitan su trasplante celular sin afectar a su viabilidad, y
capacidad de crecimiento y migracion.

5. Hemos desarrollado con éxito un nuevo modelo in vivo de MMC en
feto de conejo que imita la lesidn inducida por el MMC congénito en humanos y
el cual permite el ensayo de las condiciones para el trasplante celular en la
médula espinal dafada.

6. Se ha ensayado con éxito el trasplante celular de las NPCs obtenidas
de pacientes con espina bifida en diferentes modelos animales de MMC, en feto
de conejo y oveja, y se ha demostrado la supervivencia e implantacién de las
células trasplantadas en la médula espinal dafiada en la etapa post-natal en
modelos animales.

7. Aunque son necesarios mas estudios para analizar la efectividad de
las NPCs in vivo para colonizar y reparar el tejido neural dafiado, asi como la
evaluacion funcional, sensorial y motora, en los animales tratados con terapia
celular, nuestros resultados abren la posibilidad de desarrollar una nueva via
terapéutica para el tratamiento y mejora de la morbi-mortalidad en los
pacientes de espina bifida y la posibilidad de iniciar futuros ensayos clinicos
basados en la terapia celular autdloga en estos pacientes.
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