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Resum

Aquest treball de tesi doctoral s’'emmarca en un camp de recerca dins la medicina
regenerativa, l'objectiu del qual és la reparacid prenatal del Mielomeningocele
(MMC), que és la forma més comu i severa d'espina bifida. Aquesta malaltia
congenita es caracteritza per un defecte en el tancament de la part posterior del
tub neural durant el periode embrionari, quedant la medul:la espinal i les seves
arrels nervioses exposades al medi uteri. En conseqiiencia, el teixit neural pateix un
deteriorament anatomic i funcional progressiu sever, acompanyat d’una pérdua de
liquid cefaloraquidi per la zona del defecte, que ddéna lloc al desenvolupament de la

malformacio de Chiari II i hidrocefalia.

Les técniques utilitzades actualment en clinica han permés dur a terme cirurgies
fetals amb |’‘objectiu de cobrir o reparar el defecte. D’'aquesta manera s’aconsegueix
frenar el deteriorament del teixit neural, revertir la malformacié de Chiari i reduir la
necessitat de derivacions ventriculo-peritoneals per tractar I'hidrocefalia. Tot i la
millora en I'estat neurocognitiu, motor i urinari, es requereixen cirurgies correctores
per |'aparicié de deformitats esquelétiques sobretot durant la infantesa. La manca
d’estructures oOssies a la part posterior de les vertebres on fixar els sistemes

metal-lics d’estabilitzacié espinal, dificulta enormement aquestes cirurgies.

En la tesi que aqui es presenta s’ha treballat en el desenvolupament d’un producte
d’enginyeria tissular, basat en cel-lules mesenquimals estromals autologues aillades
de liquid amniotic (AF-oMSCs), en combinaci6 amb diferents tipus de matrius

biocompatibles en un model experimental ovi de MMC induit quirdrgicament.

El producte cel-lular s'ha generat a partir de mostres de liquid amniotic, obtingudes
en el moment de la cirurgia d’induccié del MMC, que s’han cultivat durant les
aproximadament tres setmanes que la separen de la cirurgia de reparacié. S’han
caracteritzat els parametres cinétics, fenotipics i funcionals de les AF-oMSCs
aillades i expandides ex vivo. Aixi mateix, s’han posat al punt metodologies pel
marcatge i seguiment cel-lular utilitzant microparticules d’oxid de ferro (MPIOs) i la
transduccié amb particules virals que codifiquen per la proteina verda fluorescent
(eGFP).

S’han avaluat tres tipus de biomatrius compostes d’acid polilactic-co-glicolic
(PLGA), fibrina i matriu Ossia desmineralitzada (DBM). Els resultats d’aquest
projecte demostren la possibilitat de generar, a partir dels constructes compostos
per una barreja d’AF-oMSCs, DBM i Fibrina, una estructura ossia similar a un arc
vertebral posterior amb moll d’os a l'interior, ben integrat anatomicament i rodejat

per teixit connectiu, teixit adipds i recobert per pell.
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(Font imatge portada Capitol 1: http://childrens.memorialhermann.org/patient-stories/double-the-

birthday-celebrations-for-spina-bifida-patient/).

26


http://childrens.memorialhermann.org/patient-stories/double-the-birthday-celebrations-for-spina-bifida-patient/
http://childrens.memorialhermann.org/patient-stories/double-the-birthday-celebrations-for-spina-bifida-patient/

Capitol 1: Introduccio

1.1. EL MIELOMENINGOCELE

L'espina bifida és una malformacié congénita que afecta el sistema nervids central i
gue es produeix per un deéficit de tancament de la part posterior del tub neural
durant el desenvolupament embrionari i, més concretament, durant la tercera
setmana de gestacid, provocant |'exposicié del teixit neural al medi uteri (Figura
1.1.).

A Non-neural Neural plate border
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Figura 1.1. Desenvolupament del tub neural o Neurulacid: A) Els extrems laterals de la placa neural
s’eleven i donen lloc als plecs neurals i la porcié mitja deprimida esdevé el solc neural. Poc a poc, els
plecs neurals s’aproximen un a l'altre cap a la linia mitjana on es fusionen. La fusié dels plecs neurals
s’inicia en diversos punts i avancga cranial i caudalment. El resultat és la formacié del tub neural (1, 2).
B) Tancament incomplert del tub neural donant lloc a [I'espina bifida (Font:
https://sites.psu.edu/plavigilar/2013/04/12/).

L'espina bifida pot ser diagnosticada durant el primer i segon trimestre de la
gestacié mitjancant ecografia i a través del test de la fetoproteina del sérum
matern. Resultats positius d’aquests méetodes de screening poden confirmar-se amb
I'amniocentesi per tal d’analitzar el cariotip fetal o la Ressonancia Magnetica
Nuclear (RMN) (3).

L'etiologia de la malaltia és multifactorial, i tant factors genétics com ambientals hi
juguen un paper important. En menys del 10% dels nens amb espina bifida

s’identifiquen anormalitats cromosomiques (per exemple, trisomia del cromosoma
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13 o 18), mutacions genétiques o causes teratogéniques (4). Moltes vegades la
causa exacta és desconeguda. Tot i aixi, la ingesta inadequada d’acid folic abans i
durant la primera etapa de l|'embaras, l'obesitat, la diabetis mellitus o els
medicaments anticonvulsius estan associats a un augment del risc de desenvolupar
espina bifida (5, 6).

Segons els Ultims informes publicats per Orphanet, la prevalenca mitjana de
I'espina bifida al naixement a Europa és de 18.6 per cada 100.000 habitants (7).
Tot i aixi, cal tenir en compte que un cop diagnosticada la patologia, un percentatge
elevat de mares decideixen interrompre la gestacié. Per tant, la frequéencia real és,
fins i tot, més elevada. A Espanya, per exemple, segons les xifres publicades per
EUROCAT (European Surveillance of Congenital Anomalies), els embarassos
interromputs després del diagnostic d’espina bifida podrien representar més del
80% durant el periode 2008-2012.

El Mielomeningocele (MMC) és la forma més comu i més severa d’espina bifida.
Es caracteritza perqué una porcié de la medul-la espinal i les seves arrels nervioses
fan protrusid a través del defecte de tancament de la part posterior de la vertebra
(Figura 1.2.). Normalment el teixit nervidés es troba en aquestes zones, contingut

en un sac similar a un quist i banyat pel liquid amniodtic (AF) circumdant.

Figura 1.2. Anatomia del Mielomeningocele: exposicié de la medul-la espinal i meninges cap a I'exterior

(Font: Imatge cedida per Dr. Cesar G. Garcia Fontecha, Hospital Universitari Vall d’'Hebron).

Gran part d’aquests defectes es localitzen a la zona lumbosacra i provoquen déficits

neurologics variables que depenen de la localitzacié i extensio de la lesio.

El teixit neural exposat pateix un procés de deteriorament progressiu i irreversible a

I'interior de I'Uter a causa de |'accié quimica de I’AF que envolta el fetus i, també, a
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I'accio traumatica de fregament d'aquest teixit amb les parets de I'Uter, que es veu

accentuada en la segona meitat de la gestacié (8, 9).

Aquest defecte de tancament produeix una pérdua continua de liquid cefaloraquidi
(LCR), que normalment revesteix el cervell i la medul:-la espinal. A conseqiiéncia, es
produeix una malformacié cranial coneguda amb el nom de Sindrome de Chiari II,
caracteritzat per un defecte de desenvolupament de la fosa posterior i la herniacio
de les amigdales cerebel-loses i la vermis a través del “Foramen Magnum” (10, 11)
(Figura 1.3.). D’aquest fet, se’n deriva un trastorn del circuit del liquid cefaloraquidi
i la majoria dels pacients desenvolupen hidrocefalia o dilatacié dels ventricles
cerebrals (12). A més de tot aix0, s’han identificat trastorns de migracié neuronal
cortical que acompanyen el quadre malformatiu i podrien ser responsables de

trastorns cognitius (13).

Figura 1.3. Sindrome de Chiari II, en qué s’observa herniacié del cerebel (fletxa groga) (Font:

http://www.guiasdeneuro.com/malformaciones-de-arnold-chiari-y-dandy-walker/ i

http://www.dizziness-and-balance.com/disorders/central/cerebellar/chiari.html).

La malformacio cerebral de Chiari progressa durant la gestacid i és la responsable
de multiples trastorns neuroldgics en el nounat, aixi com d'una alta mortalitat en la

primera década de la vida (14).

A conseqliéncia de tot aix0, els nounats amb MMC presenten problemes de
deglucié, trastorns sensitius, disfuncié d‘esfinters, retard mental, alteracions
motores (paraplegia), deformitats ortopédiques secundaries a la columna o
extremitats inferiors (com I’escoliosis, la luxacié de maluc o el peu equinovar) i

problemes respiratoris, entre d‘altres (15).

Per tant, el tractament d’aquests pacients és molt complex. Requereix multiples

ingressos hospitalaris i intervencions quirdrgiques amb seguiment d’equips
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multidisciplinaris. L'impacte a |'ambit familiar, social i economic del MMC és

enorme.

A tall d’exemple, segons un estudi fet a Alemanya i publicat recentment, el cost
medic associat als nens amb espina bifida és 9.8 vegades superior a la mitjana

durant els seus primers 10 anys de vida (16).

1.2. APROXIMACIONS TERAPEUTIQUES ACTUALS DEL MMC

Tradicionalment, les families amb un diagnostic de MMC han escollit la interrupcié
de I'embaras. O bé, el tancament del defecte després del naixement que obligara
després a practicar tractaments pal-liatius, cirurgies correctores i mesures
rehabilitadores durant tota la vida, perd sobretot, en els primers anys de vida de la
criatura com a alternativa. Tot i aixi, durant els ultims anys, els avengos tecnologics

i biomédics han generat altres opcions terapeutiques de gran rellevancia.

1.2.1. REPARACIO POSTNATAL DEL MMC

Una vegada la criatura amb MMC ha nascut, i durant les primeres 48 hores, és
intervingut per tal de cobrir la zona exposada amb |’‘objectiu de prevenir infeccions i

tractar la hidrocefalia.

El recobriment de les estructures nervioses exposades inclou la disseccié de la
Duramater, que es troba oberta i adherida al teixit lateral, la tubulitzacié d’aquesta
per tancar en el seu interior les estructures neuroldgiques i, finalment, el cobriment

amb musculatura i tancament cutani de la zona (Figura 1.4.).

=)

Wil

Figura 1.4. Técnica habitual de reparacié postnatal del MMC (Font:

http://es.slideshare.net/xconox/patologia-del-desarrollo-craneal).
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Aguest tipus de cirurgies no sén senzilles, ja que a vegades no hi ha prou
musculatura o pell per poder fer el tancament directe i per aixo les sutures queden

en tensiod o cal fer flaps musculars i/o cutanis per aconseguir tancar el defecte.

A més, la majoria de nens desenvolupen hidrocefalia i precisen la col-locacié de
sistemes de drenatge utilitzant valvules de derivacid des del crani (ventricles

cerebrals) a I'abdomen (17).

Tot i aixi, és molt important tenir en compte que el teixit nerviés danyat o perdut
no podra ser reparat ni la seva funcié restituida. Es per aquest motiu que les
aproximacions terapeutiques del MMC aplicables durant |'etapa fetal esdevenen

d’especial interés.

Posteriorment a la intervencié de reparacié postnatal i també durant el creixement
del nen es poden produir complicacions. Una de les més destacables és
I'anomenada medul-la espinal ancorada que es caracteritza perque la medul-la
espinal es queda adherida a la cicatriu quirargica de la reparacid, sense possibilitat
de poder-se moure i ascendir en altura en el creixement dels nens. A conseqliéncia,
la medul-la s’estira anormalment i pot donar lloc a I'empitjorament de la funcio

muscular de les cames, intestins i bufeta urinaria.

A més de la intervencié per desancorar la medul-la espinal, alguns nens
requereixen cirurgies correctores per tractar deformitats ortopediques secundaries
gue poden afectar els peus (com el peu equinovar), els malucs (com la luxacié

paralitica) o la columna vertebral (com |’escoliosi paralitica).

Precisament, |’escoliosi paralitica per sota del nivell de lesié, és una de les
complicacions més frequents. Normalment requereix cirurgia de fusié vertebral,
especialment dificil perqué manquen les estructures Ossies on fixar els sistemes

metal-lics d’estabilitzacié vertebral.

1.2.2, ESTUDIS EN MODELS ANIMALS

S’han generat diversos models animals del MMC per tal d’estudiar la patologia i la
seva evolucio, entre els quals cal destacar el model en conill (18), en rata (19) i el

model induit quirirgicament en ovella (20).

El model ovi fetal presenta avantatges significatives en recerca pediatrica i cirurgia
reconstructora com sén una gestacid de només un o dos fetus, la durada del
periode de gestacid, el desenvolupament fisiologic i mida del fetus al llarg de Ia

gestacid, que és comparable a I’huma.
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El model de MMC induit quirGrgicament en ovella va ser inicialment desenvolupat
per l'equip del Dr. Michael Harrison (Fetal Treatment Center, University of
California) durant la década del 1990 i, tot i no reproduir el defecte de
desenvolupament del tub neural, si que reprodueix la pérdua prolongada de LCR i

I'exposicié de la medul-la espinal a I’AF durant la gestacio (20).

En el moment de néixer, els nounats ovins havien generat el MMC cistic equivalent
a I'huma. A més, el cerebel, i amb cert grau de probabilitat també el bulb raquidi,
es trobava herniat per sota del foramen magnum en un grau considerable.
S’observava la reduccié de la densitat de les fibres axonals també, una clara
disfuncié motora en les extremitats posteriors, incontinéncia urinaria i un estat
mental deprimit. Tot i aixi, es considera que el model té similituds parcials amb el
MMC huma ja que poden no exhibir altres possibles alteracions caracteristiques com

la hidrocefalia, la siringomielia o anormalitats cerebrals, entre d’altres (21, 22).

El fet que les alteracions neuroldgiques siguin progressives i que, a més, siguin
basicament a causa de la lesid secundaria del teixit neural, i no tant a la
malformacié primaria en si, constitueixen la rad per tractar els pacients amb MMC

abans del naixement (23, 24).

Es per aquest motiu que es van portar a terme diversos estudis experimentals de
reparacié prenatal del MMC en model ovi que van demostrar que la correccié
quirargica de la malformacié intradter resultava en un menor grau de lesid
neurologica al néixer, s’evitava o es disminuia el grau d’herniacido cerebral

(malformacié de Chiari) aixi com la hidrocefalia (25-27).

1.2.3. REPARACIO PRENATAL DEL MMC

Paral-lelament als estudis en animals, el grup liderat pel Dr. Scott Adzick (Center
for Fetal Diagnosis and Treatment, Children's Hospital of Philadelphia) va comencar
a treballar en la reparacio fetal del MMC en humans. Aquesta intervencidé es pot dur
a terme entre les setmanes 20 i 26 de gestacié (28). Després de practicar la
reparacié intrauter del MMC en 50 fetus, els resultats suggerien que I’'herniacio del
cerebel era reversible i que la disminucié de la necessitat de derivacié ventriculo-

peritoneal (29).

Aguests resultats s’han confirmat amb I'assaig clinic randomitzat multicéntric
(NCT00060606) portat a terme a Estats Units durant el periode de 2003 a 2010 i
que han demostrat que la reparacié prenatal del MMC és una opcid terapéutica real
(30). Comparant els resultats de la cirurgia prenatal amb la postnatal en un total de

183 casos, es va confirmar que la necessitat de drenatges del liquid cefaloraquidi
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als 12 mesos de naixement es reduia. A més, després de 30 mesos de seguiment,
els nens presentaven millores en l'estat motor dels membres inferiors i una
disminucié de I’'herniacié del cervell associat a la malformacié de Chiari II. Als 5
anys, els nens operats prenatalment semblaven tenir millor estat neurocognitiu,

motor i urinari que aquells reparats després del naixement.

En aquest mateix sentit, diversos grups han reportat resultats comparables
utilitzant variacions de la técnica anterior. Entre ells, un primer grup que ha
publicat el tancament de la placode neural i la duramater seguit de la cobertura del
MMC amb un pegat de pericardi bovi i fibrina en una série de 8 pacients (31).
També el grup constituit per I'equip de Cirurgia Pediatrica de I'Hospital de la Vall
d’Hebron de Barcelona, ha utilitzat el pegat sintétic Matriderm® (substitut de pell) i
I'adhesiu bioldgic COSEAL® com a segellant extern en un total de més de 20

pacients (dades no publicades).

Figura 1.5. Cirurgia oberta del MMC per part de I'equip de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. Equip
Clinic: Dr. C. G. Fontecha, Dr. JL Peird, Dra. G Pellizzo , Dra. G Ottavio.

Tot i aix0, cal tenir en compte, que aquesta millora va associada a certs riscs per a
la mare i també per al fetus (32). El principal risc de la reparacid prenatal del MMC
per al fetus és la mort fetal, perd també les complicacions d’un part prematur. Per
la mare gestant, els principals riscos son la infeccio, el part prematur, la ruptura

uterina, infeccio i, fins i tot, la mort (33).
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1.2.4. ASPECTES NO RESOLTS

El teixit que tanca la zona del defecte utilitzant solament una cobertura, esdevé en

una arquitectura desorganitzada i I'abséncia sistematica d’arc vertebral posterior.

La preséncia de teixit fibroconnectiu afavoreix el desenvolupament de la medul-la
ancorada amb progressiu deteriorament de la funcié neurologica i la necessitat de
cirurgies obligades. L'abséncia d’elements osteocartilaginosos posteriors afavoreix
|'aparici6 de deformitats esquelétiques (cifoescoliosi) i dificulta la correccid
quirdrgica ja que no existeix un suport on fixar els suports metal-lics. A
conseqliéncia, sovint les cirurgies fracassen i es requereix noves intervencions

quirdrgiques.

Per tant, la generacié d'un teixit organitzat de tipus osteocartilaginds en la zona del
MMC podria tenir un paper en la preservacié de la funcié neurologica i de I'anatomia

local disminuint el risc de deformitats ortopediques secundaries.

1.3. TEIXIT OSSI

El teixit ossi és un teixit connectiu especialitzat format per diferents tipus cel-lulars
en una matriu extracel-lular composada basicament per minerals, proteines i aigua.
Tot i la seva duresa, és un teixit dinamic que canvia de forma constantment en

funcio de les forces que suporta.

1.3.1. FUNCIO I ESTRUCTURA DEL TEIXIT OSSI

Els ossos tenen funcions mecaniques, sintétiques i metaboliques. Les funcions
mecaniques soOn basicament de proteccid interna del organs, suport del cos i
interaccié amb els musculs i tendons per generar moviment. La funcié sintética
radica en el procés anomenat hematopoesi i que és portada a terme pel moll d’os
(34). Finalment, la funci6 metabolica, esta dirigida a actuar com a reservori de

calci, fosfor, factors de creixement i greix.

1.3.1.1. Matriu ossia

En la matriu 0ssia es distingeixen dos components:
A) Component inorganic

La fase mineral de I'os que constitueix aproximadament el 65% és basicament
fosfat calcic en forma de cristalls d’hidroxihepatita, i altres elements com el
bicarbonat, citrat, magnesi sodi i potassi. Els cristalls d’hidroxihepatita es disposen
de forma ordenada al llarg de les fibres de col-lagen I, i d’aquesta conjuncié se’n

deriven la forga i duresa de l'os.
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B) Component organic

Les propietats bioquimiques depenen de la fase organica, que constitueix el 35%, i
esta formada en un 80-90% per col-lagen tipus I. El restant esta compost per
factors de creixement, citocines, osteopontina, osteonectina, osteocalcina,

proteines inductores, sialoproteines, proteoglicans, fosfoproteines i fosfolipids

1.3.1.2. Les cél-lules

En el teixit ossi trobem tres tipus principals de cel-lules:

A) Osteoblasts

Els osteoblasts deriven de les cel-lules mesenquimals estromals i es localitzen a la
superficie de l'0s. La seva principal funcié és la sintesi de la matriu 0ssia, incloent el
col-lagen, proteoglicans i glucoproteines. Durant la formacié activa d‘os, les
cel-lules secreten concentracions elevades de fosfatasa alcalina. L'osteoblast queda
rodejada de la matriu que secreta fins a quedar atrapada en la llacuna i es
converteix en osteocit. La majoria de matriu es calcifica, a excepcido d’'una petita

capa no calcificada denominada osteoide.

Osteoclast Mesenchyme Newly formed
OstePblast \ Osteocyte Bone matrix matrix (osteoid)

= 22 25

12th Edition: http:/fwaww.accessmedicine.com
Copyright & The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Figura 1.6. Representacié grafica de la relacié entre els osteoblasts, els osteocits i la matriu Ossia
(Font:http://histonano.com/books/Junqueira's%20Basic%?20Histology%20PDF%20WHOLE%20BO0OK/8.
%?20Bone.htm).

B) Osteocits

Sén les ceél-lules oOssies diferenciades derivades dels osteoblasts, altament

especialitzades i ubicades dins de la matriu calcificada de les llacunes. Els osteocits
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emeten llargues prolongacions citoplasmatiques a través dels canalicles, per
connectar amb altres osteocits veins aixi com alimentar-se amb els metabdlits i
nutrients del liquid extracel-lular. Tot i que semblen cél-lules inactives, els osteodcits
alliberen factors que faciliten la incorporacié de les cél-lules progenitores dels

osteoblasts, afavorint la remodelacio del teixit.
C) Osteoclasts

Els osteoclasts sén cél-lules multinucleades derivades de les cél-lules progenitores
de granulocits i macrofags i tenen una funcid de reabsorcié de l'os. Aquestes

cel-lules ocupen les depressions buides anomenades llacunes de Howship.

1.3.1.3. Tipusd'os

D’acord amb la seva forma anatomica el ossos es classifiquen amb ossos llargs,
curts, plans, ossos irregulars i sesamoides. Segons la seva estructura poden ser de

tipus trabecular (esponjos) o cortical (lamel-lar).
A) Trabecular:

L'os de tipus trabecular és una xarxa porosa interconnectada que pot prendre
diferents configuracions. Esta localitzat a |'epifisi del ossos llargs i a l'interior dels

0ssos plans.

Figura 1.7. Representacid grafica de I'estructura tridimensional d’un os llarg. A la part més externa
es localitza el periosti, a continuacié I'os compacte format per les seves unitats estructurals

(osteones), i la part interna I'os trabecular (35).
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B) Cortical

L'os de tipus cortical esta format per unitats estructurals anomenades osteona o
sistemes de Haver i que es troben distribuides al llarg de I'estructura de l'os. Dins
els osteons, hi trobem les petites llacunes que alberguen els osteocits. A més,
contenen un canal central per on transiten vasos i nervis, i els diminuts canals que

proporcionen nutrients i oxigen a les céel-lules.

1.3.2. OSTEOGENESI

La formacio del teixit ossi durant el desenvolupament embrionari pot ser de dos

tipus: l'ossificacio intramembranosa i I'endocondral.

1.3.2.1. Ossificacio intramembranosa

L'ossificacié intermembranosa es produeix directament des del teixit mesenquimal

molt vascularitzat o sobretot es déna en ossos plans.

Les MSCs es diferencien a osteoblasts i secreten matriu 0ssia, formant una xarxa
d’espicules i trabécules, les superficies de les quals estan poblades per aquestes
cel-lules. Aquesta regié d’osteogénesis inicial s'anomena centre primari d’ossificacio
i les fibres de col-lagen aqui es distribueixen de forma aleatoria. Una vegada s’ha
donat la calcificacio i els osteoblasts deriven en osteocits, |'activitat mitotica i de

diferenciacio de les MSCs és la que donara lloc a nous osteoblasts.

A mesura que s’estableix una xarxa de trabécules similar a una esponja, el teixit
connectiu vascular es transforma en medul-la 0ssia en els seus intersticis. Les
regions de teixit mesenquimal que es mantenen sense diferenciar es converteixen

en el periosti (capa externa) i endosti (capa interna) de I'os en desenvolupament.

Figura 1.8. Imatge de l'ossificacié intermembranosa. Es formen trabécules d'os per osteoblas que
recobreixen la seva superficie (fletxes negres). S‘observen osteocits (puntes de fletxa negra) atrapats en

les llacunes (36).
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1.3.2.2. Ossificacio endocondral

Aquest tipus d’ossificacio es déna en ossos llargs i curts, i requereix el
desenvolupament inicial d'un motlle de cartilag hiali generat a partir de les cél-lules
mesenquimals. Part dels condrocits maduren, s’hipertrofien i dipositen cristalls
d’hidroxihepatita en la matriu extracel-lular. Vasos i cél-lules osteoprogenitores
envaeixen la matriu i es diferencien a osteoblasts donant lloc al centre d’ossificacid

primari, on el cartilag hipertrofic es va substituint per os.
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Figura 1.9. Etapes de |'ossificaciéo endocondral (35).

1.3.3. COMPOSICIO DEL TEIXIT DIANA QUE ES PRETEN REGENERAR

Les vertebres sén els elements ossis superposats que formen la columna vertebral i
envolten i protegeixen la medul-la espinal que es troba continguda en el conducte

raquidi.

En funcio de la seva posicid es distingeixen diferents tipus de vértebres: cervicals,
toraciques, lumbars, sacres i coccigies. Totes elles comprenen les seglients parts
principals (37): el cos vertebral, els pedicles, les lamines vertebrals, |'apofisi
espinosa, les apofisis transverses i les apofisis articulars (inferior i superior) (Figura
1.10.A.).
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Verteheal body LIGAMENTUM FLAVUM

INTERTRANSVERSE

Vertebral foramen LIGAMENT

FACET
~CAPSULAR

Pedicle ~ LIGAMENT

POSTERIOR 2
LONGITUDINAL b

LIGAMENT
Transverse process

INTERSPINOUS
LIGAMENT

Mammillary process ""'fll.ucp;uspmous
ENT
ANTERIOR
LONGITUDINAL |
LIGAMENT

Lamina

i
Spinous pmrc«/:i

Figura 1.10. A) Vista superior d'una vértebra de la zona lumbar i B) Unitat Funcional de Junhans
formada per dues vértebres, el disc intervertebral i els Illigaments que les uneixen.
(Font:http://www.backpainguide.com/Chapter Fig folders/Ch05 Anatomy Folder/1LumbVert.html i
http://www.academia.cat/files/425-1017-DOCUMENT/Fontecha-221010-54.pdf).

S’articulen mitjancant el complex triarticular format pel disc intervertebral i les
apofisis articulars posteriors. A més, estan unides per una seérie d’estructures

Iligamentoses (Figura 1.10.B.).

Les vertebres inicialment cartilaginoses s’ossifiquen durant el periode fetal a partir
de tres centres d’ossificacié primaris: un al mig pel cos vertebral i dos laterals a
I'arc neural en el punt d'unié dels pedicles, la lamina i I'apofisi transversa (Figura
1.11.).

A : .y B

Figura 1.11. Ossificacié endocondral en el cos d’una vértebra fetal: A) Visié general i B) Visié6 ampliada
(Font: https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Bone histology 014.jpg#file).

Els punts d’ossificacié principals apareixen al voltant de la 9ena setmana de vida
intrauterina. Primerament, en els arcs laterals de les veértebres cervicals i

toraciques superiors i, rapidament, s’estén fins a les vértebres lumbars.
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Posteriorment, els punts d’ossificacidé en el cos vertebral inicien I'aparicié en canvi
en la zona toracico-lumbar i progressa al final de la 10ena setmana de gestacio

bidireccionalment cap a la regid cervical i sacra (38).

A més, les vertebres tenen diversos centres secundaris de creixement (dos als
platets vertebrals, un punt pel vértex de |'apofisi espinosa, un punt pel vértex de
|'apofisi transversa, un punt per |'apofisi articular superior i un per les apofisis
articulars inferiors), que acaben ossificant-se al final de la maduracié esquelética
(Figura 1.12.).

Figura 1.12. Tall histologic d’una vertebra ovina on s‘observa la zona de creixement de |'extrem de

I'apofisi espinosa (fletxa groga) i als platets vertebrals (fletxes vermelles).

1.4. L'ENGINYERIA TISSULAR COM A APROXIMACIO TERAPEUTICA
DEL MMC

En el marc de la medicina regenerativa, I'enginyeria tissular (ET) ha emergit durant
les ultimes décades com una nova disciplina cientifica i té com a finalitat el
desenvolupament de terapies encaminades a la reparacio, substitucié o regeneracié
de teixits lesionats o perduts. Més enlla, pretén contribuir en la millora de la
qualitat de vida dels pacients (39). L’ET utilitza els principis i metodes de la
biologia, bioenginyeria, bioquimica, ciéncia del materials i la farmacologia per

entendre |'estructura i funcié dels teixits sans i patologics.

Actualment, |'aplicabilitat terapéutica dels productes de terapia cel-lular i enginyeria
tissular esta essent intensament estudiada per un gran nombre de grups de recerca
i grups clinics per un ampli ventall d'aplicacions biomédiques com la regeneracié de
pell en grans cremats, el tractament de lesions de cartilag articular, generaci6é de

valvules cardiaques biologiques, el restabliment d’estructures musculars i Ossies
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defectuoses, la regeneracio de la medul-la espinal lesionada o del teixit conjuntiu
en malalties oftalmologiques (40-48). A més, també ha esdevingut una
prometedora alternativa a la reconstruccié quirdrgica durant el periode gestacional

per a malalties prenatals com el Mielomeningocele (49-51).

Tradicionalment, I'ET ha fet Us de tres eines claus que intervenen en el procés de la
regeneracioé tissular: les cel-lules, les biomatrius i els factors de senyalitzacié. En les
darrers anys, a més, s’ha identificat i reconegut I'ambient mecanic de la zona
lesionada com al quart element critic, constituint el que s’anomena “concepte
diamant” (52).

1.4.1. CEL-LULES

El component cel-lular pot ser endogen, exogen o una combinacié d'ambdods. L'Us
d’'una font exodgena pot requerir-se si les cél-lules enddgenes del teixit a reparar no

son funcionals. (53)

Les cél-lules poden ser directament injectades al lloc de la lesid, o pel contrari,
utilitzades per colonitzar matrius biocompatibles. Una vegada administrades poden
participar directament en la regeneracio del teixit, o bé tenir una accio indirecta

mitjancant mecanismes de tipus paracri.

THE MESENGENIC PROCESS
@ Mesenchymal Stem Cell (MSC) '

Proliferation ‘/"/,_ CP @ \\q\b

2
<+
Bone Marrow/Periosteum

Osteogenesis Chondrog Marrow Stroma, ;0 amentogenesis
“Commitment” @ @ @ @ @ Q
& 4 v v :

Y
Osteoblast Chondrocm Myoblast Stromal Cell broblast
Lineage @
Progression
Chondrocyte * ) * ;

Differentiation

Other
Tr Transitory Transitory preadipocyte l

Maturation

Mesenchymal Tissue

hic

Chondrocyte ~ Myotube Cells Fibroblast Adipocyte m"c:,'}:
TENDON/ ADIPOSE  CONNECTIVE
BONE  CARTILAGE  MUSCLE marrow  TENDON/ TSSUE. OO

Figura 1.13. Procés de diferenciaci6 de les MSCs als diferents llinatges mesodérmics (Font:

International Cartilage Repair Society).
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A més, segons el tipus cel-lular escollit poden tenir diferents graus de potencialitat.
Pel desenvolupament de productes d’ET destinats a la regeneracié del teixit ossi, les
MSCs sén probablement les més utilitzades. Son les cel-lules progenitores dels
llinatges mesodermics (Figura 1.13.) i poden ser obtingudes de fonts diverses com
el moll d'os, el greix, perd també de diferents teixits extraembrionaris tal com es
detallara posteriorment al Capitol 3: Aillament, expansid i caracteritzacié de

cél-lules mesenquimals estromals de liquid amniotic (54).

1.4.2. BIOMATRIUS

Les biomatrius actuen com a suport i poden derivar de materials naturals, sintétics
o ser acel-lulars. Estan especificament dissenyades per mimetitzar la matriu
extracel-lular del teixit que es vol tractar, permetre la colonitzacié cel-lular i el

transit de nutrients des dels teixits circumdants.

Alhora de dissenyar les biomatrius, s’han de considerar propietats com la seva
biofuncionalitat, la biocompatibilitat, la capacitat de degradacié, les propietats
mecaniques, la grandaria del porus i el grau de porositat. Addicionalment, s’han de
poder fabricar amb la forma i grandaria adequada a la lesid, que pugui ser

esterilitzat i tingui un periode d’estabilitat suficient fins la seva implantacié (55).

Les estratégies d’enginyeria del teixit esquelétic contemplen la utilitzacié de
biomatrius sintétiques com els metalls porosos, els polimers sintétics i els fosfats
calcics com al hidroxihepatita o el fosfat tricalcic. Entre els empelts de tipus
biologics s‘inclouen el corals, els polimers naturals (tipus quitosan, fibrina, alginat o
gelatina) i la matriu O0ssia desmineralitzada (56, 57). Cadascuna d’elles presenta

unes caracteristiques especifiques, i que requereixen ser avaluades, relatives a:

C) Osteoconduccidé: capacitat de permetre a les ceél-lules adherir-se, proliferar i
formar matriu extracel-lular en la seva superficie o porus. Aquesta propietat
esta relacionada amb taxa de degradacié de la matrius, ja que la biomatriu ha

de ser reabsorbida per deixar espai al teixit en formacid (58).

D) Osteoinduccidé: capacitat d’induir la formaci6 de nou teixit ossi a través
d’estimuls moleculars i mecanics, reclutant cel-lules progenitores i facilitant la

seva diferenciacié al llinatge osteogénic.

E) Osteogenicitat: capacitat d‘actuar de reservori per als osteoblasts o cél-lules
mesenquimals estromals (MSCs) perque aquestes ceél-lules puguin formar nova

matriu extracel-lular, mineralitzar-la donant lloc a nou teixit ossi.
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F) Osteintegracid: capacitat de la biomatriu de formar unions estables i en

continuitat amb el teixit circumdant.

1.4.3. FACTORS DE SENYALITZACIO

Son substancies que actuen com a senyals bioquimics i la seva addicié en els
constructes pot millorar la regeneracid tissular, estimulant el creixement, la
proliferacié i la diferenciacié cel-lular (per exemple de MSCs, condrocits i
osteoblasts), la reabsorci6 de les biomatrius i/o la formacid6 de nous vasos

(angiogénesi).

Moltes vegades les mateixes cél-lules administrades proporcionen factors de tipus
autocri o paracri que estimulen a les cél-lules endogenes i a elles mateixes a

participar en la formacidé de nou teixit.

Els factors de senyalitzacid que han pres gran protagonisme en l’‘enginyeria del
teixit ossi son les Proteines Morfogeniques de I'os (BMPs), el Factor de Creixement
Fibroblastic (FGF), el Factor de Creixement Insulina-Like (IGF), els Factors de
creixement derivats de Plaquetes (PDGF) i el Factor de Transformacio del
Creixement B (TGF-B).

1.5. ENGINYERIA TISSULAR PEL TRACTAMENT FETAL DEL MMC

A I'hora d’aplicar estratégies d’ET per al tractament prenatal del MMC cal tenir en
compte les particularitats de I'ambient fetal, com també la dificultat de manipulacio6
durant la reparacié del MMC, la grandaria del fetus, com es dona el procés de

cicatritzacié i regeneracio tissular a nivell fetal, entre d’altres.

Fins al moment, els estudis d’ET portats a terme per la reparacié prenatal del MMC

han anat destinats a dos objectius principals:

1) Proporcionar una matriu per cobrir el defecte i aixi evitar el dany induit pel

contacte amb I’AF durant la gestacié;

2) Implantar biomatrius i/o cél-lules entre el teixit neural i la pell per evitar el
fenomen de la medul:-la espinal ancorada i/o, al mateix temps, administrar

factors neurotrofics per promoure la regeneracio del teixit neural.

Les matrius destinades a reparar el MMC han de ser biodegradables, impermeables
(per evitar la sortida de I’AF), tenir una forca mecanica adequada, que permetin el

creixement cel-lular, la neovascularitzacid i redueixin la formacio de teixit cicatricial.

Respecte a la cobertura del defecte amb biomatrius, s’han utilitzat tant materials

naturals com el col-lagen o la gelatina, i també materials sintétics com la silicona, el
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polipropilé i, fins i tot, una biomatriu acel-lular derivada de la submucosa intestinal.
De forma general, aquests estudis han reportat un tancament complert o quasi
complert del MMC tan en el model de rata com en l'ovella (19, 59-64). En alguns
casos, a més, va acompanyat de la disminucié de dany del teixit neural i la

generacié d’epidermis.

Pel que fa al segon aspecte, els estudis es porten a terme en el model ovi. També
s’han aplicat matrius naturals com la membrana amniotica, materials sintétics com
I'acid poli-lactic o la cel-lulosa i, també, dermis acel-lular (50, 65-69). La majoria
dels treballs han publicat la formacié de nova duramater al llarg de la biomatriu, la

prevencié de la medul:-la ancorada i la supervivéncia de les cél-lules administrades.

Tot i aixi, el grup del Dr. Alan W. Flake ha publicat recentment un treball en qué es
posa en evidéncia limitacions importants del disseny i execucié dels estudis que
dificulten la interpretacié dels resultats (23). Consideren, per exemple, que el
defecte creat pot ser massa petit i es pot donar la cicatritzacié espontania del
defecte, que la reparacié s’ha fet massa aviat, que els estudis histologics no sén
prou complerts per demostrar la integracié i diferenciacio de les cél-lules
administrades i, el més important, que manquen els estudis funcionals associats a

la regeneracié del teixit neural.

En l'estat actual dels coneixements sobre la patologia sembla necessari dissenyar
noves estratégies dirigides a millorar la reparacié fetal del MMC. El
desenvolupament d’un producte d’ET que permeti una correcta proteccio del teixit
neural aixi com la regeneracié de les estructures tissulars locals pot proporcionar
una millora molt important en la qualitat de vida d’aquests pacients. Aquesta és la
motivacié principal del treball de tesi doctoral que es presenta, en qué es dissenyen
diferents productes d’ET basats en la combinacié de ceél-lules mesenquimals
estromals (MSCs) autologues procedents d’AF convidades amb diferents tipus de

biomatrius.
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(Font imatge portada Capitol 2: http://www.chop.edu/conditions-diseases/spina-
bifida/about#.VfR10 | siY).
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2.1. OBJECTIU GENERAL

Desenvolupar un tractament prenatal pel Mielomeningocele basat en cél-lules

mesenquimals estromals de liquid amniotic en un model experimental ovi.

2.2. OBJECTIUS ESPECIFICS

1. Desenvolupar un protocol optimitzat per a l'aillament i expansié ex vivo de
cel-lules mesenquimals estromals procedents de liquid amniodtic ovi fins a dosi

clinica.

2. Caracteritzacio fenotipica i funcional de les AF-oMSCs aillades i expandides ex

vivo.
3. Marcatge cel-lular pel seu posterior seguiment in vivo.

4. Colonitzacié de matrius biocompatibles amb les cél-lules mesenquimals estromals

de liquid amniotic.

5. Implantacié de les biomatrius colonitzades en fetus ovins amb Mielomeningocele

induit quirdrgicament.

6. Avaluacid clinica i histologica del fetus ovins tractats en el moment del seu

naixement.
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3.1. INTRODUCCIO

Els teixits extraembrionaris com el cordé umbilical (Gelatina de Wharton), la
placenta, la membrana amniotica i el I'AF sén una valuosa font de cél-lules
progenitores fetals (70-73). Es considera que aquestes cel-lules es troben en un
estat de potencialitat a mig cami entre les cél-lules mare embrionaries i les cél-lules
progenitores adultes multipotents (74-76) i, per tant, tenen potencial d'aplicacio

clinica en el camp de la medicina regenerativa (77, 78).

Els teixits com el cordd umbilical i la placenta esdevenen disponibles després del
part i, a conseqliéncia, també les cel-lules progenitores que contenen. Aixi doncs, la
utilitzacié d’aquestes fonts limita I'Us autoleg d’aquestes cel-lules durant el periode
gestacional. L'AF, en canvi, pot ser obtingut prenatalment mitjangant amniocentesi,
una técnica minimament invasiva i ampliament acceptada per poder dur a terme
diagnosis prenatals de diferents patologies (79). Aquesta particularitat el fa molt
valuos per utilitzar-lo com a material de partida dels tractaments autolegs durant el

periode gestacional.

L'’AF conté una poblacié heterogenia de ceél-lules derivades de les tres capes
germinals i multiples tipus cel-lulars en diferents graus de diferenciacié. Entre elles,
les cél-lules mesenquimals estromals (AF-MSCs) que han mostrat capacitat de
diferenciaciéo in vitro a llinatge adipogénic, condrogénic, osteogenic, miogenic,
endotelial, neurogenic i hepatogenic (77, 78). Respecte als marcadors de
membrana, presenten els receptors caracteristics de les MSCs, és a dir, expressio
de CD105, CD73, CD90, CD73, CD44, CD166 i CD29, i la manca d’expressio de
marcadors hematopoétics com el CD45, CD14, CD34, CD133, CD31, CD11b, CD79 i
HLA-DR (80). A més, s’ha reportat que presenten expressié positiva de marcadors
embrionaris relacionats amb la capacitat d’autorenovacio i pluripoténcia tals com
Oct-4, Nanog i SSEA-3 i SSEA-4 (81, 82). Es conegut també que aquestes cél-lules
posseeixen interessants propietats immunomoduladores, tropisme pels teixits
danyats i s'ha demostrat I'abséncia de formacié de tumors després de la seva

administracio en assajos in vivo (83).

Les MSCs, independentment del teixit del que provenen, solen ser-hi presents en
baixes concentracions, la qual cosa en dificulta l'aillament i caracteritzacié. Els
protocols d‘aillament de MSCs actuals es basen en la capacitat d’adheréncia
d’aquest tipus cel-lular al plastic (84). Aquesta estratégia influeix directament en la
quantitat i qualitat de les céel-lules progenitores obtingudes i pot determinar I'éxit de
I'etapa d’aillament (85-87). A més, la composicié dels medis i suplements de cultiu

utilitzats determina el patré de creixement durant I’'expansié ex vivo de les cél-lules
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aixi com la seleccié de determinats fenotips (88). Aixi doncs, una avaluacioé acurada
de les condicions de cultiu durant l'aillament i expansié cel-lular una vegada
obtingut I'’AF és essencial per desenvolupar productes de terapia cel-lular i

enginyeria tissular aplicables en models animals experimentals.

En el moment en que es va iniciar el projecte, la informacidé existent en la literatura
sobre les caracteristiques cinétiques de les cél-lules mesenquimals estromals
procedents de liquid amniodtic ovi (AF-oMSCs) era minima. Tenint en compte que es
volia desenvolupar un producte d’enginyeria tissular amb unes especificacions
definides i en un temps limitat, es feia imprescindible aprofundir en el coneixement
de les AF-oMSCs.

Aixi doncs, Il'objectiu principal d'aquesta primera fase del treball és el
desenvolupament d’un protocol optimitzat per a l'aillament i expansié ex vivo de
0OAF-MSCs per tal de ser utilitzat posteriorment com a base d’un producte
d’enginyeria tissular per aplicacié en un model ovi de MMC. En base a la superficie
del defecte del MMC a reparar, s'estableix la dosi clinica entre 2x10° i 4x10° AF-
0MSCs.

GESTACIO
Ovella Dia 75: Dia 95: Neonat ovi
gestant - Creacio MMC - Reparacié MMC
- Obtencié AF

- Aillament i expansié AF-oMSCs
- Matriu + AF-oMSCs

L}

Dosi Clinica

AVALUACIO

Figura 3.1. Estratégia seguida per a |'obtencié de la dosi clinica d’AF-oMSCs durant la gestacio en el
model ovi: Aproximadament el dia 75 de gestacié es fa la cirurgia d’induccié del MMC i la recollida del
liquid amniotic que serveix com a material de partida del cultiu cel-lular. Durant els seglents 20 dies,
s’aillen i expandeixen les AF-oMSCs i es combinen amb diferents tipus de biomatrius per poder generar
el producte d’enginyeria tissular que s’aplicara durant la cirurgia de reparacié aproximadament el dia 95

de gestacio.
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Per tant, tal com es recull a la figura 3.1., I'estratégia experimental proposada en
aquest capitol es basa en l'obtencié d’entre 2x10° i 4x10° AF-oMSCs a partir de la
mostra d’AF obtinguda durant la cirurgia d‘induccié del MMC (dia 75 de gestacid) i
en els aproximadament 20 dies de temps que separen la cirurgia d’induccid i la

cirurgia de reparacié del MMC.

A més a més, es pretén caracteritzar fenotipicament les cél-lules expandides i
avaluar les seves propietats de diferenciacié a llinatge mesodérmic in vitro, per tal
de confirmar que compleixen amb el perfil préviament publicat per les MSCs d'AF
huma (70).
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3.2. RESULTATS

3.2.1. AILLAMENT DE LES AF-oMSCs
3.2.1.1. Definicié del protocol per a la recollida del liquid amniotic

Els primers experiments s’han dirigit a estudiar el protocol d’obtencié de I'AF
(material de partida) en l'ovella gestant que permet una millor recuperacié de les
cel-lules d’interes. En concret, s’avaluen dos protocols d‘obtencié de I’AF durant la

cirurgia fetal d’'induccié del MMC (Figura 3.2.):

A) Aspiracio amb Uter obert: s’obté el liquid per aspiracio amb control visual directe

un cop ja s’ha obert la paret uterina per accedir al fetus.

B) Aspiracié6 amb (ter tancat: s’‘obté la mostra d’AF per puncid a través de les

parets de |'Uter sense que estiguin obertes.

Figura 3.2. Recol-leccié del liquid amniotic per aspiracidé amb I’Uter tancat (A) o amb I'Gter obert (B):
(1) Paret de I'Gter, (2) Liquid Amniotic.
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Figura 3.3. Recollida del liquid amniotic ovi en tubs falcon esteérils i sembra en flascons de cultiu per
cél-lules adherents amb addicié de medi de cultiu.

Una vegada obtingut el AF, es cultiva en preséncia de medi de cultiu i es fa una
inspeccié visual cada 2-3 dies per dur a terme una valoracié qualitativa del cultiu
(Figura 3.3.), que permet detectar possibles contaminacions o creixement anormal

de les cel-lules.

Utilitzant aspiracio amb Uter obert, s’‘observa la preséncia d’alta contaminacio de
diversos tipus cel-lulars no adherents al cultiu entre ells eritrocits i cel-lules que per
la seva mida i morfologia semblen epitelials (Figura 3.4). A més, després de més de
10 dies en cultiu, hi ha una baixa freqiéncia de recuperacio d’unitats formadores de

colonies fibroblastiques (CFU-Fs).

Figura 3.4. Aspecte del cultiu de liquid amniotic aspirat amb I'Gter obert (PhL, 4X). S’observa gran

quantitat de cél-lules de mida gran i forma poliédrica en suspensid i contaminacid eritrocitaria.

En canvi, si I'obtencié es fa per aspiracié a través de les parets de I'Uter, el cultiu

presenta menor contaminacié de cél-lules no adherents i I'aparici6 de CFU-Fs
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després de 4-5 dies de cultiu es fa evident, donant lloc a una recuperacié major de
cel-lules AF-oMSCs (Figura 3.5.).

A partir de la valoracié qualitativa dels diversos cultius, es conclou que |'obertura de
la paret uterina provoca contaminacié de I’AF amb sang i altres tipus cel-lulars i es

decideix obtenir les mostres d’AF mitjangant aspiracié amb uter tancat.

Figura 3.5. A) Cel-lules de liquid amniotic després de 3 dies en cultiu, previ rentat de les cel-lules no
adherents (AF 4671, PhL, 4X); B) Aspecte microscopic d'una CFU-F a dia 10 de cultiu durant I'etapa
d’aillament de les cél-lules mesenquimals (AF20960, PhL, 4X).

3.2.1.2. Estratégia de sembra del liquid amniotic

Un cop escollit el métode d’obtencié de I’AF, s’estudien diferents parametres de
|'etapa de la sembra del mateix, per tal d’optimitzar la recuperacié de les cél-lules

d’intereés.
A) Efecte de la concentracio del liquid amniotic prévia al cultiu

De forma general, en els cultius anteriors s'observa que la recuperacié de cél-lules
adherents per unitat de volum d’AF cultivat és molt baixa (89). Per aquest motiu, la
primera condicid experimental de la seglient tanda d’experiments sera cultivar el
maxim de volum de mostra que permet el flascé de cultiu en l'etapa d’aillament,
concretament 40 mL. Aquest volum representa una relacié de 2:1 entre el volum
d’AF i del medi de cultiu.

Per altra banda, perd, cal tenir en compte que aquesta relacid entre volum de
mostra i de medi de cultiu podria donar lloc a una limitacié de la concentracié de

nutrients en el cultiu.
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Aixi doncs, en la segona condicid experimental es prova la recuperacio de les
cel-lules havent fett una concentracié de les cél-lules contingudes en els 40 mL d'AF

previ a la sembra, i aixi disminuir la relacié entre volum de mostra i de medi.

Per tant, es determina la recuperaci6 de cél-lules AF-oMSCs emprant dues

metodologies de sembra de I'AF(n=7):
A) Sembra directa de I'AF;
B) Sembra de I'AF préviament concentrat per centrifugacio.

En ambdds casos, s’observa la preséncia de ceél-lules de diferents formes i mides
aixi com CFU-Fs després de 4-5 dies de cultiu. Independentment del métode de
sembra de I'’AF emprat, es troba al cultiu com a minim dues poblacions cel-lulars
adherents: un grup majoritari amb morfologia fibroblastica, i un segon grup menys
abundant de morfologia poligonal (epitelial) que posteriorment tendeix a

desapareixer al tripsinitzar i ressembrar les cel-lules adherents.

Figura 3.6. Aillament de cél-lules mesenquimals estromals mitjancant sembra directa del liquid amniotic

(SD) o a partir del liquid amniodtic préeviament concentrat (CONC).

En tots els liqguids amniotics cultivats es van aillar CFU-Fs. Després de 10 dies de
cultiu, s’obtenia 1,9 vegades (1,0-8,3) major quantitat de cél-lules adherents quan
es feia sembra directa de I'AF respecte a utilitzar I’AF concentrat (p=0,1282). Es
van recuperar 7,01x10° (2,73-17,1x10%) i 3,02x10° (0,96-8,04x10°) cél-lules totals

per mil:-lilitre (mL) d’AF ovi sembrat, respectivament (Figura 3.6).

En base a aquests resultats, s'implementa la sembra directa de I'AF en |'etapa
d’aillament de AF-oMSCs .
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B) Efecte del temps transcorregut entre la recollida i la sembra del liquid

amniotic en la recuperacio cel-lular

Seguidament, s’estudia I'efecte del retard en la sembra de I’AF des del moment de
I'obtencid, ja que en la majoria dels casos no és possible processar-lo de forma

immediata.

Tal com es mostra a la figura 3.7., mantenint les mostres de I’AF a temperatura
ambient, no existeixen diferéncies significatives en la densitat cel-lular un cop
finalitzada I'etapa d’aillament al comparar sembres fetes en les primeres 4 hores

després de I'obtenci6 de I’AF i entre les 4 - 8 hores (n=21, p= 0,9719).
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Figura 3.7. Efecte del temps transcorregut entre la recollida i I'inici del processament del liquid amniotic

en la recuperacié cel-lular.

C) Efecte de l'edat de l'ovella gestant en la recuperacio de ceél-lules

mesenquimals

Tal com s’ha esmentat anteriorment, la cirurgia d‘induccié del MMC, i per tant,
I'obtenci6 de I’AF, es fa al voltant del dia 75 de gestacid. Tot i aix0, la programacié
de la cirurgia pot veure’s modificada, ja que requereix la preséncia d'un grup
multidisciplinari de professionals (cirurgians pediatrics, veterinaris, auxiliars,...) i la
coincidéncia amb el personal cientific encarregat d‘iniciar el cultiu de cél-lules AF-

OoMSCs.

Es per aquest motiu, que s’examina la correlacié entre l'edat de gestacidé de les

ovelles (67-89 dies) i la recuperacié cel-lular al finalitzar I'etapa d’aillament.
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Figura 3.8. Efecte de |'edat de I'ovella gestant en la recuperacidé de cél-lules AF-oMSCs entre els dies 67

i 89 de gestacio.

Tal com es pot observar en la figura 3.8., l'edat gestacional de l|'ovella en el
moment de I'obtencié de I’AF no obeeix a un patrd lineal respecte a la quantitat de
cel-lules recuperades que indiqui una data preferible en el periode estudiat. Per
tant, es disposa d‘un cert marge en la programacié de la cirurgia d’induccio del
MMC (r Pearson= 0,068).

3.2.2. OPTIMITZACIO DE LES CONDICIONS DE CULTIU PER A LES AF-
oMSCs

Una vegada conegut l'efecte de |'edat gestacional de la mare, el metode per
I'obtencié del AF, el temps transcorregut des de I'obtencié de I’AF fins a l'inici del
cultiu i definit el protocol de sembra de I’AF, es determinen els parametres cinétics

de creixement de les AF-oMSCs en preséncia de diferents medis de cultiu.

Concretament, s’avalua el medi Amniochrome II (medi definit ampliament utilitzat
per estudis citogenética de mostres d’AF) aixi com el medi M199 suplementat amb
diferents concentracions de sérum bovi fetal (FBS), factor de creixement
fibroblastica basic (bFGF) i Amniochrome II tal com es descriu detalladament en
I'apartat 9.4. Expansio de les AF-oMSCs de Materials i Métodes. La condicié de
cultiu A, corresponent a medi M199 suplementat al 10% v/v amb FBS, 5 ng/mL de
bFGF i 1X Penicil-lina/Estreptomicina/Amfotericina (Ab/Am) és el medi d’Us habitual
pel creixement de MSCs de liquid amnionic segons la literatura i s'anomenara, a

partir d'ara, medi basal.
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CONDICIO FORMULACIO MEDI CULTIU
A M199 + Ab/Am 1X + 10% v/v FBS + 5 ng/mL bFGF (medi basal)
B M199 + Ab/Am 1X + 10% v/v FBS + 10 ng/mL bFGF
(o M199 + Ab/Am 1X + 10% v/v FBS + 15% v/v Amnio II
D M199 + Ab/Am 1X + 10% v/v FBS + 15% v/v Amnio II + 5 ng/mL bFGF
E M199 + Ab/Am 1X + 20% v/v FBS + 15% v/v Amnio II
F Amnio II + Ab/Am 1X

Taula 3.1. Disseny experimental per avaluar diferents medis de cultiu pel creixement de les AF-oMSCs
(Densitat de sembra=2x10° cél-lules vives/cm?; flascé T25; mantingudes durant 7 dies, fent recanvis a
dia 2 5).

El primer experiment té com a objectiu estudiar el grau d’expansié cel-lular en
preséncia de les diferents formulacions de medi durant 7 dies de cultiu i amb

recanvis de medi fresc cada 2-3 dies.

La densitat cel-lular assolida és de 2,10x10* (1,50-2,16x10%*) i 2,20x10* (1,65-
2,22x10%) cél-lules/cm? per ambdues concentracions de bFGF assajades, 5 ng/mL
vs 10 ng/mL (p=0,400).

En referéncia al FBS com a suplement de cultiu, la densitat cel-lular final si el medi
es suplementa amb el 10% v/v d'FBS és de 3,24x10% (1,75-7,25x10%), i de
3,06x10* (2,42-10,00x10%) cél-lules/cm? utilitzant el 20% v/v de FBS (p=1,000).

Per tant, els resultats suggereixen que I'augment de la concentracié de bFGF o FBS

en el cultiu no té un impacte rellevant en la quantitat de cél-lules obtingudes.

En canvi, el medi Amniochrome II (condicid6 F) exhibeix un index de proliferacid
major. Utilitzant aquest medi, la densitat final del cultiu augmenta 2,27 (1,53-3,43)
vegades en comparacido a medi basal (condicié A), i 1,02 (1,02-1,93) vegades o
1,15 (0,70-1,19)-vegades en comparacido a les formulacions amb concentracions
intermitges d’Amniochrome II, contretament les condicions C i D, respectivament
(Pa-r=0,100; pc.r=0,400; pp.r=0,700).

A partir dels resultats anteriors, s’analitzen les cinétiques de creixement associades
al medi basal i | 'Amniochrome II ja que corresponen als patrons de creixement
extrems. La velocitat de creixement maxima (umax) i el temps de duplicacié (td)
de les AF-oMSCs (n=3) es calcula a partir de les dades obtingudes en diferents

temps de les corbes de creixement portades a terme sense recanvi de medi fresc.
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Per els dos medis testats, la corba de creixement mostra una fase de laténcia
d’aproximadament un dia, la fase exponencial dura uns 4 dies i a continuacié

s’entra en la fase plateau o d'aturada del creixement (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Corbes de Creixement de AF-oMSCs cultivades amb medi basal (M199) i Amniochrome II

sense recanvi de medi fresc (SR).

Pels cultius de cél-lules amb medi basal, la ymax calculada és de 0,43 (0,37-0,44)
dies?, en canvi, és 0,79 dies® (0,63-0,82) en preséncia de medi de cultiu
Amniochrome II (p=0,100). Respecte al td cel-lular corresponent, és de 1.60 dies
(1,57-1,88) i 0,87 dies (0,85-1,10), respectivament. La densitat cel-lular final
assolida va ser de 1.07x10* cell/cm? (0,92-1,35x10*) en medi basal i 6,37x10*
cell/cm? (3,70-8,98x10%) en preséncia d’Amniochrome II (p=0,100).

Figura 3.10. Aspecte microscopic de les AF-oMSCs 712 P4 cultivades amb medi basal (A) o
Amniochrome II (B). Les AF-oMSCs cultivades en medi Amniochrome II sdén més petites i menys
allargades que les crescudes en medi basal.
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Finalment, cal destacar que la mida de les cél-lules és remarcablement menor quan
les cél-lules sén cultivades en medi Amniochrome II en comparacié al medi basal
(Figura 3.10.).

Per tal de confirmar aquest comportament, es cultiva I’AF des de la sembra inicial
de forma paral-lela amb aquests dos medis de cultiu, i s’‘analitza el seu patré de
creixement al llarg de 5 passis consecutius. Tal com es mostra en la seglient
figura, la velocitat de creixement és molt més elevada quan cultivem les cél-lules
amb Amniochrome II, la qual cosa es tradueix en una major acumulacié del nombre

de duplicacions al llarg de les consecutives etapes d’expansid.
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Figura 3.11. Patr6 de creixement de les AF-oMSCs en preséncia de medi basal (A) o Amniochrome II

(B) al llarg de 5 passis consecutius.

Tenint en compte els punts que es descriuen a continuacid, i que es discuteixen en
més profunditat en l'apartat 3.3. Discussié de resultats i conclusions d’aquest
mateix capitol, es decideix utilitzar el medi basal per les expansions cel-lulars de les

AF-oMSCs que s’utilitzaran en el model ovi del MMC:

1) En base a la quantitat d’AF-oMSCs obtingudes per mL d’AF sembrat després
de I'etapa d‘aillament (2,73-17,1x10° cél-lules/mL) i a la pmax associada a
les AF-oMSCs cultivades en medi basal (0,37-0,44 dies™), podem assolir la
dosi clinica fixada en 2-4 x10° AF-oMSCs vives utilitzant aquest medi de
cultiu.

2) Cultivant les AF-oMSCs en medi Amniochrome II es preveu superar les 20
duplicacions en les tres setmanes que aproximadament dura el cultiu (td=
0,85-1,10 dies).

3) El cost del medi Amniochrome és unes 3,5 vegades més elevat que el medi

basal.
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En el seglient grup d’experiments s’estudia |'efecte dels recanvis de medi basal
fresc en el creixement cel-lular (n=3). Tal com es mostra en la Figura 3.12,
alimentar el cultiu amb medi basal fresc cada 3 dies resulta en una perllongacié del
creixement de 4 a 6 dies. Després d’aquest temps, la proliferacié de les cél-lules
AF-oMSCs tendeix a estancar-se, indicant inhibicid per contacte per alta confluéncia

de les cél-lules.
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Figura 3.12. Patré de creixement de les AF-oMSCs cultivades en medi basal amb (AR) o sense (SR)

recanvis de medi fresc.

Les dades obtingudes de les corbes de creixement mostren una densitat final de
3,24x10* cél-lules/cm? (2,32-4,54x10%) utilitzant I'estratégia de recanvis de medi
fresc respecte a 1,09x10* cél-lules/cm? (1,05-1,18x10%) sense alimentar el cultiu, la

gual cosa significa triplicar el valor d'aquest parametre (p=0,100).

3.2.3. ASSAIG D'UNITATS FORMADORES DE COLONIES
FIBROBLASTIQUES

Es determina la feqlieéncia d’unitats formadores de colonies fibroblastiques (CFU-Fs)
presents en set mostres de AF ovi. Després de 10 dies en cultiu de I'AF en medi
basal es tenyeixen i recompten 1,4 (0,5-17,5) CFU-Fs per cada 10° cél-lules de AF
sembrades, el que suggereix que la freqliéncia de MSCs en les mostres de AF ovi es
troba entre 1/10* i 1/10° cél-lules totals.
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Figura 3.13. Imatges de CFU-Fs del AF 3639, després de 10 dies en cultiu a menor (A) i major (B)
densitat cel-lular.

3.2.4. CARACTERITZACIO FENOTIPICA DE LES AF-oMSCs

Per ampliar la caracteritzacid de les ceél-lules AF-oMSCs aillades i expandides,
s’examina l'expressid de diverses proteines de membrana mitjangant citometria de

flux en 7 linies cel-lulars expandides entre els passis 0 i 3.

De forma general, les AF-oMSCs no mostren expressido de marcadors hematopoétics
com CD45 or HLA-DR, o de marcadors endotelials com el CD31, mentre que més
del 90% de les cel-lules exhibeixen expressidé positiva de marcadors tipicament
presents en cél-lules MSCs, com son el CD44 i el CD166 (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Exemple de caracteritzacié imunofenotipica de AF-oMSCs 712 P1 pels marcadors CD45,

CD44, CD31, CD166 i HLA-DR.
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Per altra banda, destacar el fet que no s’ha obtingut resposta utilitzant la resta de
marcadors amb especificitat per I'espécie humana (CD105, CD90, CD73 i CD117).
Concretament, no s’han observat poblacions amb expressid positiva en la mostra
de sang periférica d’ovella (control positiu) i la diferéncia en la intesitat de
fluorescéncia entre l'isotip i la mostra de AF-oMSCs és minima. En conseqliencia, es
considera que els marcadors avaluats no mostren reactivitat creuada amb I'especie
ovina i, per tant, la seva utilitzaci6 no és apropiada per complementar la

caracteritzacié fenotipica de les AF-oMSCs.

3.2.5. CARACTERITZACIO FUNCIONAL DE LES AF-oMSCs

El potencial de diferenciacié de les AF-oMSCs expandides s’ha assajat in vitro
cultivant les ceél-lules amb medis de diferenciaci6 comercials osteogénic,
condrogeénic i adipogénic. Com a control negatiu, s’han cultivat en paral-lel al cultiu

de diferenciacio les AF-oMSCs en medi basal.

3.2.5.1. Diferenciaci6é Osteogénica

Tal com es mostra en la figura 3.15., la capacitat de diferenciacié osteogénica s’ha

confirmat per la deposicid de sals de calci rebel-lada amb la Tincié Von Kossa,

després de 4 setmanes d’exposicié al medi de diferenciacié (n=5).

Figura 3.15. Diferenciacié osteogénica de oAF-MSCs 106 detectada mitjancant Tincié de Von Kossa a
40X augments: Control (A) i mostra diferenciada (B). Les sals de calci adopten una coloracié marré-

negre després de la Tincié Von Kossa (fletxes blanques).

3.2.5.2. Diferenciacié Condrogénica

La diferenciacid condrogénica ha estat verificada mitjancant I'analisi dels talls
histologics del micromass pellet. Inicialment, I'obtencié de talls histologics a partir
del micromass pellet per dur a terme la tincid6 de Blau Alcia ha estat dificultosa.

Després de diversos intents s’ha observat que preparar el micromass pellet amb un
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minim de 1x10® AF-oMSCs perqué l'estructura sigui prou consistent alhora de fer

els talls.

Figura 3.16 . Tincié dels glucosaminoglicans presents al micromass pellet mitjangant Blau Alcia després
de l'assaig de diferenciacid a llinatge condrogénic d’AF-oMSCs 22066: Control (A,) i mostra diferenciada

(B) en la que s'observa que els glucosaminoglicans adquireixen la coloracid blava caracteristica.

En les mostres sotmeses al protocol de diferenciacié condrogénica, les cél-lules
tenen citoplasma abundant i s’evidencia la produccié de matriu extracel-lular. A
més, tant la matriu extracel-lular com la matriu citoplasmatica sén positives per a
la tinci6 de Blau Alcia, el que suggereix la preséncia de glucosaminoglicans

caracteristics del teixit cartilaginds (n=5, Figura 3.16.).

3.2.5.3. Diferenciacié Adipogeénica

La capacitat de diferenciacio adipogénica de les AF-oMSCs es demostra cultivant-les
amb medi de diferenciacido especific, que condueix a l'acumulacié de vacuoles

lipidiques i que adopten coloracié vermella a I'emprar la tincioé Oil Red.

En tots els assajos s’ha fet evident la modificacié de la morfologia de les cél-lules de
fibroblastica a més arrodonida en les mostres amb medi de diferenciacié i en alguns

casos fins i tot s’ha observat alta mortalitat cel-lular.

Finalment, és important destacar que la preséncia de vacuoles lipidiques s’ha pogut
observar Unicament en 2 de les 10 linies cel-lulars avaluades (Figura 3.17.), inclus

havent augmentat el temps d’inducci6 fins a 4 setmanes.
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Figura 3.17. Tincié de les gotes lipidiques situades al citoplasma de les AF-oMSCs de la linia F101
mitjangant tinci6 de Red Oil una vegada finalitzat el temps d‘inducci6 en medi de diferenciacid

Adipogénica: A) Control; B i C) Mostra.

3.2.6. PRODUCCIO DE AF-oMSCs A DOSI CLINICA

A partir de la metodologia definida en els apartats anteriors, i tal com es descriu en
I'apartat 9.5. de material i métodes, s’estableix un procediment normalitzat de
treball que permet assegurar la reproductibilitat del procés i esta compost per una
primera etapa d‘aillament seguida de l'expansid de AF-oMSCs amb I'‘objectiu
d’obtenir les cél-lules suficients per ser utilitzades posteriorment en la reparacid del

MMC en combinacié amb diferents tipus de biomaterials.

Es recullen 90,5 (83,0 — 98,0) mL de AF procedent d'ovelles a 75 (67-89) dies de
gestacié (n=12). Del volum anterior, 80 mL de AF es sembren directament a una
relacié de 0,27 mL de AF per cm?. S’observa la preséncia d’unitats fibroblastiques
formadores de colonies en tots els cultius. Tot i aixi, la quantitat de CFU-Fs varia

considerablement entre cultius, des de 5 fins a 25 per flasco de cultiu.

A dia 10, les ceél-lules adherents es tripsinitzen i es recompten. Es recuperen
9,13x10° (1,97-26,8x10%) cél-lules fibroblastiques al 97,0% (75,9-99,0) de

viabilitat. La densitat cel-lular final assolida és de 3,04x10° cél-lules/cm? (0,65-8,93

67



Capitol 3: Aillament, expansio i caracteritzacié d’AF-oMSCs

x103), el que correspon a 1,14x10* (0,25-3,35x10%) cél-lules per mL de AF

sembrat.

Les cel-lules aillades es ressembren en nous flascons de cultiu per tal d’expandir-
les. Per tal d’harmonitzar |'escalat, es manté la densitat de sembra en tots els
cultius modificant la superficie de cultiu en funcié de les cél-lules obtingudes en
I’etapa d‘aillament. Concretament, la densitat real de sembra és de 2,96x103 (2,82-
3,09x10%) AF-oMSCs/cm? (n=9) i utilitzant una superficie cultiu des de 75 fins a
300 cm?. Després de 6-7 dies de cultiu i fent recanvis de medi fresc cada 3 dies,
s'assoleix una densitat cel-lular de 1,85 x10* AF-oMSCs/cm? (0,93-7,97x10%), i una
dosi cel-lular total de 3,83x10° (1,30-18,7x10°) AF-oMSCs a una viabilitat del
98,0% (97,0-100,0).
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3.3. DISCUSSIO DE RESULTATS I CONCLUSIONS

En aquest capitol, s’'ha exposat la posada al punt de l'aillament i expansié de MSCs
procedents de AF ovi per tal d’obtenir una dosi cel-lular especifica compresa entre
2-4x10%° AF-oMSCs, en un periode de temps aproximat de tres setmanes,

independentment de la variabilitat entre mostres bioldgiques.

En els primers experiments, en que I’AF s’ha obtingut per aspiracié un cop la paret
de I'Gter es troba ja oberta, l'aillament de les AF-oMSCs és molt pobre, la qual cosa
compromet |'éxit d’expansié. Una possible explicacié6 per aquests resultats
indesitjats podria ser la preséncia d'una gran quantitat d’eritrocits en els cultius,
gue provenen de la contaminaciéo de I'’AF a |'obrir la paret uterina i que podrien
influir negativament en l'aillament i creixement de les cel-lules adherents de I'AF
(90). Per tal d’evitar la contaminacié hematopoetica, les mostres d’AF s’han recollit

mitjancant puncié a través de la paret de I'Uter en els seglients experiments.

Per tal d’establir el protocol per a I'etapa d’aillament de les AF-oMSCs, s’ha avaluat
la sembra de les cél-lules des de dues aproximacions experimentals: sembra directa
i centrifugacio de I’AF. Resulta interessant el fet que la concentracié cel-lular inicial
per centrifugacié déna lloc a una pérdua que es tradueix, en la primera etapa del
cultiu, en menor rendiment d’aillament de AF-oMSCs. La sembra directa de I'AF
sense manipulacions, a més, permet iniciar el cultiu de forma més rapida i amb un

menor cost associat.

L'observacié dels cultius ha posat de manifest la preséncia de tipus cel-lulars
adherents amb diferents morfologies en el AF ovi, aquesta observacié concorda

amb els treballs préviament publicats sobre cultius d’AF huma (81, 91, 92).

Una vegada escollit el millor protocol per l'aillament de les cél-lules d’interes, s’han
avaluat diferents medis de cultiu, entre ells el medi basal i I’'Amniochrome II, tenint
en compte que l'objectiu del treball és obtenir una dosi de 2-4 x10° AF-oMSCs
viables en un periode aproximat de tres setmanes. Tot i que els resultats obtingut
indiquen clarament que qualsevol dels medis suplementats avaluats permetien
arribar a la dosi clinica, el medi Amniochrome II s’ha considerat poc adequat a
causa de l'alt nimero de duplicacions cel-lulars associades després de 21 dies de
cultiu (23.3 duplicacions pel medi Amniochrome II vs. 13,1 utilitzant el medi basal).
En concordanca amb aquests resultats, s’ha reportat que Il'acumulacido de
duplicacions de les cel-lules en cultiu podria estar associada a fendmens
d’inestabilitat cromosomica i senescéncia (93, 94) aixi com de pérdua de

multipotencialitat (95).
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En cas de voler mantenir el nimero de duplicacions per sota de 20 utilitzant el medi
Amniochrome II, caldria una etapa de criopreservacio previa a la implantacié de les
cél-lules, la qual cosa introduiria més variabilitat i complexitat al procés. Es per
aquest motiu que la utilitzacié del medi Amniochrome II es considera més apropiat
per aplicacions en les que es requereix una dosi cel-lular més alta, com regeneracio
d’os i cartilag en grans articulacions, |I’'esclerosi multiple o la malaltia de de I'empelt
contra I’'hoste (96-100).

Per tant, a partir del coneixement adquirit en aquest primer grup d’experiments
sobre els parametres cinétics de les AF-oMSCs (velocitat maxima de creixement,
temps de duplicacio,...) cultivades en medi basal, podem assegurar la dosi cel-lular
per a cadascun dels animals, fixant la densitat de sembra i coneixent el temps total

de cultiu determinat per la data especifica de la cirurgia de reparacié del MMC.

Per altra banda, és important apuntar que els recanvis de medi basal fresc cada 3-4
dies, no només permeten allargar la fase de creixement, sind que eviten la limitacié
de nutrients (associada a fenomens d’induccié de |I'apoptosi) i permeten I'eliminacid
dels subproductes del metabolisme cel-lular, com ara el lactat o I'amoni, i que

poden exercir un efecte inhibitori sobre el creixement (101).

En concordanga amb altres treballs fets en model ovi (102, 103), les cél-lules
firoblastiques aillades i expandides exhibeixen el perfil immunofenotipic de les
cél-lules MSCs, concretament s’ha demostrat que presenten expressio positiva pels
receptors CD44 i CD166, i sén negatius pels marcadors hematopoétics i endotelials
CD45, HLA-DR i CD31. La identificacid i purificacié de MSCs d’espécies de mamifers
diferents a les humanes es dificulta per la manca d’anticossos monoclonals
especifics. Actualment, estan emergint nous anticossos monoclonals amb reactivitat
creuada per a diferents espécies animals utilitzades en models animals de medicina
regenerativa (104). De fet, s’han provat anticossos contra marcadors de superficie
especifics per MSCS humanes tals com el CD105 (clon SN6), CD90 (clon 5E10 i
F15-42-1-5), i CD117 (clon 104D2) i no han presentat reactivitat per les AF-MSCs
ovines, la qual cosa ha limitat la caracteritzacié de les cel-lules segons els criteris

establerts per la International Society for Cellular Therapy (ISCT) (105).

Aguesta informacidé és d’interés sobretot tenint en compte que la informacid

publicada d’aquest tipus cel-lular és limitada (102, 103, 106).

Els experiments, a més, han evidenciat la capacitat de diferenciacio in vitro de les
AF-oMSCs a llinatges condrogénic i osteogénic. Contrariament, la diferenciacié

adipogénica ha resultat més limitada. Aquesta observacié es correspon amb altres
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treballs, en qué s’ha reportat la dificultat de demostrar el potencial de diferenciacio

adipogénica de les MSCs procedents de teixits extraembrionaris (107).

Diversos factors com la font, el medi de cultiu utilitzat, la preséncia de sérum
animal i altres factors de creixement, la densitat cel-lular o el nombre de passis
tenen un impacte significatiu en la multipotencialitat de les cél-lules (85, 86, 108-
110). Es ampliament acceptat que les MSCs sén una poblacié cel-lular heterogénia
(110). Els resultats obtinguts suggereixen que, amb les condicions de cultiu
utilitzades, es selecciona una poblacid que com a minim presenta bipotencialitat

osteo-condrogenica (111).

El coneixement de la cinética de creixement de les AF-oMSC, aixi com |'efecte de
les condicions de cultiu en la proliferacié i poténcia de les cel-lules, és important no
només per a la recerca preclinica en models animals experimentals, sin6 també per
a la produccié cel-lular per a Us clinic. En els segients capitols, s‘implementara el
procediment normalitzat de treball presentat per tal d'assajar el valor terapeutic in
vivo del producte cel-lular generat en combinacié amb diferents tipus de biomatrius

en el model ovi de Mielomeningocele.
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4.1. INTRODUCCIO
En el model animal utilitzat en aquest treball, I'administracié de les AF-oMSCs es fa
de forma local a la zona de reparaci6 del MMC del fetus ovi a través de la

implantacié dels diferents tipus de constructes que es volen avaluar.

El comportament de les cél-lules (localitzacid, proliferacid, diferenciacié i/o possible
migracio), aixi com l'efecte de la seva preséncia en el lloc de la lesid, son
parametres critics per avaluar l'eficacia terapeutica dels productes d’enginyeria
tissular. El marcatge i seguiment de les AF-oMSCs en el model animal, per tant,
obre les portes a conéixer els mecanismes i cinética de la regeneracié cel-lular

mediada per aquestes cel-lules (112).

Existeixen diferents estratégies per dur a terme el marcatge i seguiment de les
MSCs com: marcadors de bioluminescéncia, sondes fluorescents, analegs de la
timidina (com per exemple, la 5-bromo-2'-deoxiuridina o BrdU), transfecci6 amb
gens que codifiquin per proteines fluorescents (com la proteina verda fluorescent o
GFP), marcatge magnétic amb micro/nanoparticules d’‘oxid de ferro, etc. (113,
114). En funcio del tipus de marcador escollit, el seguiment de les cel-lules sera
possible durant un periode més o menys extens de temps. A més, cada marcador

presenta un grau de toxicitat a valorar.

Les microparticules d’oxid de ferro (MPIOs) son utilitzades en el camp médic en un
gran ventall d’aplicacions com ara biosensors, separacio cel-lular, administracio de
medicaments contra el cancer, etc. (115, 116). Els efectes biologics del marcatge
de MSCs amb MPIOs han estat ampliament estudiats en els Ultims anys. Diversos
grups han demostrat que no es modifica la morfologia de les MSCs en cultiu i
tampoc s’inhibeix la proliferacio cel-lular (117). Per altra banda, també s’ha reportat
el manteniment de la multipotencialitat en estudis de diferenciacido a llinatges
mesodermics in vitro (118, 119) i de la capacitat de regeneracid tissular in vivo
(120).

Amb tot, les caracteristiques de les MPIOs les fan un marcador elegible per als
estudis pre-clinics amb terapies cel-lulars basades en MSCs. A més, poden ser
utilitzades com a agents de contrast per a la deteccié no-invasiva de les cél-lules

marcades en imatges de ressonancia magnetica nuclear (RMN) (121).

En aquest capitol, es pretén desenvolupar el procediment pel marcatge de les AF-
O0MSCs utilitzant una suspensié de MPIOs fluorescents amb una mida de 1.63 (1.00-
1.99) um, i conjugades amb Dragon Green. El fet que les MPIOs estiguin

conjugades amb aquest marcador fluorescent (480, 520 nm), no només permet
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verificar la internalitzacié de les MPIOs per Microscopia de Fluorescéncia, sind
també quantificar les ceél-lules marcades mitjancant tecniques de Citometria de
Flux. A tal efecte, es dissenyaran les plantilles i els settings especifics per

I'adquisicié i analisis de les AF-oMSCs marcades al citometre de flux.

Per altra banda, diversos fenomens poden donar lloc a la dilucié de les MPIOs, com
son la proliferaciéo i migracié de la cél-lules marcades o la biodegradacié de les
MPIOs (122). Per aquest motiu, un cop coneguda la concentracid Optima de
marcatge in vitro, s'estudiara si les MPIOs persisteixen a l'interior de les AF-oMSCs
en cultiu de forma estable o, si pel contrari, es perden rapidament. Aquesta
informacié ens pot donar idea del manteniment del marcatge una vegada les AF-

0MSCs siguin administrades in vivo.

Les técniques que es proposa utilitzar per detectar les AF-oMSCs en la zona de
reparacié del MMC dels nounats ovins sén la Tincié de PERL’s i la RMN. Tincié de
PERL’s, és una tincié especificament dissenyada per detectar diposits de ferro en
mostres de teixit parafinades (123). La RMN permetria la monitoritzacié de la

biodistribucié i migracio de les AF-oMSCs marcades en el nounat ovi viu.

Tenint en compte, que la intensitat de senyal en la RMN esta directament
relacionada amb la quantitat de MPIOs intracel-lular en les cel-lules viables (122),
es faran estudis de deteccié6 d’AF-oMSCs amb un baix contingut de MPIOs.
D’aquesta manera, s’intentara assegurar la deteccié de les AF-oMSCs marcades

mitjancant RMN al final de la gestacié.
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4.2. RESULTATS

4.2.1. DEFINICIO INICIAL DEL PROTOCOL MARCATGE DE AF-oMSCs AMB
MPIOs

El primer experiment d’aquest capitol va adrecat a establir les condicions inicials del
protocol de marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs. Concretament, s’estudia |'efecte
de la utilitzacié de concentracions creixents de MPIOs (concretament, de 25 fins a
500 MPIOs/AF-oMSC) en el grau de marcatge de les AF-oMSCs.

Tal com es descriu en /‘apartat 9.9.1 de Materials i Métodes, es marquen quatre
linies cel-lulars diferents que es troben a una densitat en cultiu de 3x10* AF-oMSCs
per cm?, ja que és la densitat cel-lular esperada al final de l'etapa d’expansid

segons les dades obtingudes en el capitol anterior.

Després del periode d'incubacié de les AF-oMSCs amb les MPIOs, es comprova la
preséncia de les nanoparticules a l'interior del citoplasma cel-lular per microscopia
confocal de fluorescéncia (Figura 4.1.). Les AF-oMSCs mantenen la seva capacitat
d’adheréncia al plastic, la morfologia cel-lular continua sent fibroblastica i s‘observa
que les MPIOs dins les AF-oMSCs s’acumulen al citoplasma cel-lular i amb

distribucié perinuclear (Figura 4.1; fletxes vermelles).

Figura 4.1. Observacié microscopica d’AF-oMSCs marcades de la linia cel-lular F122 P2 després de 24h

d’incubacié amb 50 MPIOs per AF-oMSCs (4X); A) Microscopia Optica i B) Microscopia de Fluorescencia.

Seguidament, i un cop tripsinitzades les cél-lules, es determina el percentatge de

AF-oMSCs marcades mitjancant citometria de flux.

El primer pas és identificar la poblacié d‘interés. Tot i no haver observat canvis
apreciables en la morfologia de les AF-oMSCs en cultiu, una vegada en suspensio i
observant-les en [I'histograma SSC/FSC si que es detecten modificacions

substancials dels parametres intrinsecs.

77



Capitol 4: Marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs

< No marcat 001 - No marcat 001
X = A.2.

R3
%jﬁ %
o4 N —— . . [ S— - .
0 200 400 600 800 1000 100 10! 102 10° 10%
FSCH FLIH
< 25 MPIOs/cell 002 < 25 MPIOS/call 002
B.2.

C.2.

FL1H

100 MPIOs/call 004 - 100 MPIOs/cell 004
' D.2.

E.2.

I o
o s T T T T Ll § f= ooy R oy,
0 200 400 600 800 1000 100 10! L 108

78



Capitol 4: Marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs

500 MPI0Os/coll 006

500 MPIOs/cel 006

F.2.

Loy . X
A SN i -1
3 R2
CF N 23
£ Rl
[~] ’ <
2t 2 YT,
0 200 400 600 800 1000 10 10 10 10 10

Figura 4.2. Imatges citometriques corresponents a les AF-oMSCs sense marcar (A) i marcades amb 25
(B), 50 (C), 100 (D), 250 (E) i 500 (F) MPIOs/AF-oMSC. En el primer histograma (1) es delimita la
poblacié d’interes (R2) i en el segon histograma (2) es determina el percentatge de cél-lules marcades
R3.

Les AF-oMSCs marcades amb una major concentracié d’MPIOs presenten un
augment del parametre associat a la complexitat cel-lular (SSC) i una disminuci6 de
la grandaria (FSC) (Figura 4.2.).

L'analisi del percentatge d’AF-oMSCs marcades indica que l'eficiencia del marcatge
és superior al 65% en tots els casos (Figura 4.3.). A més, en les quatre linies d’AF-
OMSCs estudiades, a major quantitat de MPIOs/AF-oMSC utilitzada durant la
incubacié, més elevat és el percentatge de AF-oMSCs marcades i també el valor de
la intensitat de fluorescéncia associat. Tot i aixi, no existeixen diferéncies
significatives entre les diferents condicions experimentals de marcatge a excepcid
dels valors obtinguts amb 25 i 500 MPIOs/AF-oMSC (p=0,0275).
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Figura 4.3. Percentatge d’AF-oMSCs marcades en funcié de la concentracié d’'MPIOs utilitzada en quatre

linies cel-lulars un cop finalitzada la incubacié (temps 0 hores).
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4.2.2. ESTUDI DEL PATRO DE CREIXEMENT DE LES AF-oMSCs MARCADES

A continuacid, s’estudia si la presencia intracel-lular de MPIOs modifica el patré de
creixement de les AF-oMSCs. Un cop marcades, es ressembren a baixa densitat i,
després de 7 dies en cultiu es tripsinitzen i es calcula el factor d’expansio i el

nombre de duplicacions assolides.

Els dos valors difereixen en funciéo de la linia d’AF-oMSCs. Tot i aixi, per a una
mateixa linia d’AF-oMSCs, tant el valor del factor d’expansié (Fexp) com el nombre
de duplicacions (Nd) després de 7 dies de cultiu son similars per les diferents
quantitats de MPIOs/AF-oMSC testades i no presenten diferéncies significatives en

comparacié a les AF-oMSCs sense marcar (p Nd=0,9797, p Fexp = 0,9749 ).

De mitjana, el factor d’expansio oscil-la entre 6.6 i 7.2 (Taula 4.1.) i el nombre de
duplicacions es mou entre 3,18 i 3,58 dies™ (4.2.). Per tant, les dades obtingudes
demostren que l’endocitosi de MPIOs per part de les AF-oMSCs no limita el

creixement cel-lular.

MPIOs/AF-oMSC
Linia Cel-lular

0 25 50 100 250 500
AF 122 11,1 8,7 9,5 8,9 8,9 9,3
AF 310 3,7 4,1 4,5 5,5 5,6 3,9
AF 87787 6,9 6,6 6,8 7,5 6,5 7,5
AF 87884 6,9 7,1 7,9 6,9 6,1 6,7
Mitjana 7,1 6,6 7,2 7,2 6,8 6,8
Desviacio
Ectandard 3,0 1,9 2,1 1,4 1,5 2,2

Taula 4.1. Valors obtinguts del factor d’expansié de quatre linies d’AF-oMSCs marcades en

funcié de la concentracié de MPIOs utilitzada.

MPIOs/AF-oMSC
Linia Cel-lular

0 25 50 100 250 500
AF 122 3,47 3,12 3,25 3,15 3,15 3,22
AF 310 3,72 4,06 4,54 5,45 5,56 3,90
AF 87787 2,78 2,71 2,77 2,91 2,71 2,90
AF 87884 2,78 2,82 2,98 2,79 2,62 2,74
Mitjana 3,19 3,18 3,38 3,58 3,51 3,19
Desviacio
Estandard 0,48 0,61 0,80 1,26 1,39 0,51

Taula 4.2. Nombre de duplicacions (dies™) associat a quatre linies cel-lulars segons la

concentracié de MPIOs utilitzada considerant un temps de laténcia d’un dia.
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4.2.3. ESTABILITAT DE LES MPIOs EN LES AF-oMSCs EN CULTIU

Després dels 7 dies en cultiu, es determina de nou el percentatge d’AF-oMSCs
marcades i aixi poder valorar |'estabilitat de les nanoparticules a l'interior de les

cél-lules al llarg del temps.

De forma general, després d’aquest temps en cultiu i més de 3 duplicacions, el
percentatge de ceél-lules marcades ha disminuit en totes les condicions estudiades
(Figura 4.4.).

A dia 7, el percentatge d’AF-oMSCs marcades es mou entre el 31,3 i el 61,3%. De
nou, les AF-oMSCs presenten un grau més elevat de marcatge quan s’ha utilitzat

major concentracié de MPIOs per cel-lula (p=0,2035).
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Figura 4.4. Percentatge d’AF-oMSCs marcades en funcié de la concentracié d’'MPIOs utilitzada en quatre
linies cel-lulars a temps 7 dies.

MPIOs/AF-oMSC
Linia Cel-lular

25 50 100 250 500
AF 122 51,5 54,5 42,0 38,9 47,8
AF 310 33,5 26,5 18,7 15,8 11,1
AF 87787 47,2 47,5 39,2 42,0 40,5
AF 87884 60,0 59,0 52,8 52,1 49,2
Mitjana 48,0 46,9 38,2 37,2 37,2
Desviacio
EstAndard 11,1 14,4 14,2 15,3 17,8

Taula 4.3. Reduccié del percentatge d’AF-oMSCs marcades en funcié de la concentracié de MPIOs

utilitzada després de 7 dies en cultiu en les quatre linies d’AF-oMSCs avaluades.
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La reduccid de la quantitat de AF-oMSCs marcades respecte al temps inicial és més
pronunciada a menor quantitat de MPIOs utilitzades. En les AF-oMSCs marcades
amb 25 MPIOs/ cél-lula es redueix un 48,0% mentre que per la concentracié de 500
MPIOs/ cél-lula és només del 37,2% (p=0,6566).

4.2.4. ESTUDI DE SENESCENCIA DE LES CEL-LULES MARCADES

Per altra banda, és interessant comprovar si es donen fenomens de senescéncia

cel-lular associats al marcatge amb MPIOs.

Mitjancant el test utilitzat, les cél-lules senescents adopten coloracié blavosa. Tal
com es mostra en la Figura 4.5., després de 7 dies de cultiu de les AF-oMSCs
marcades, la preséncia de cél-lules blaves és minoritaria en totes les condicions
testades. A més, el recompte de les cél-lules positives en els pouets sembla indicar
gue una major concentracié de MPIOs per AF-oMSCs no esta relacionada amb un

augment dels fenomens de senescéncia (Taula 4.4).

MPIOs/AF-
oMSC (1] 25 50 100 250 500
AF-oMSCs
positives 5 & . 2 c c

Taula 4.4. Recompte de AF-oMSCs 87884 P1 marcades fins a 500 MPIOs/AF-oMSC amb activitat pB-
galactosidasa caracteristica de les cél-lules senescents.

Per tant, els resultats suggereixen que la preséncia de MPIOs a l'interior de les AF-

0MSCs fins a 500 MPIOs/AF-oMSC no promou la senescencia cel-lular.

A partir dels resultats obtinguts durant aquesta primera fase experimental, es
decideix utilitzar com a concentracié¢ de marcatge d'aqui en endavant 100
MPIOs/AF-oMSC. Aquesta concentracié assegura un percentatge de marcatge inicial
que supera el 80%, després de 7 dies en cultiu es manté per sobre del 50%
mantenint la cinética de creixement cel-lular i sense presentar fenomens de

senescencia.
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Figura 4.5. Estudi de senescéncia de AF-oMSCs de la linia cel-lular 87884 P1 marcades fins a 500
MPIOs/cell després de 7 dies de cultiu (4X): A) No marcades, B) 25 MPIOs/AF-oMSC, C) 50 MPIOs/ AF-
oMSC, D) 100 MPIOs/ AF-oMSC, E) 250 MPIOs/ AF-oMSC i F) 500 MPIOs/ AF-oMSC. La coloracié negre
intracel-lular correspon a les MPIOs endocitades (fletxes vermelles) i la coloracié blava a fenomens de

sensescencia (fletxes blaves).

4.2.5. EFECTE DE LA DENSITAT CEL-LULAR EN CULTIU EN EL MARCATGE

En experiments anteriors s’ha determinat que la proporcié optima de marcatge de
les AF-oMSCs és de 100 MPIOs/cél-lula quan es troben a una densitat de 3,0x10*
AF-0MSCs/cm?, per tal de valorar Iimpacte que pot tenir una densitat de les AF-
oMSCs en cultiu diferent a 3,0x10* cél-lules/cm? en l'eficiéncia del marcatge. Per
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aixd, es sembren AF-oMSCs a densitats creixents, d’entre 5,0x10% i 3,5x10% AF-
oMSCs per cm? i es procedeix al marcatge a una concentracié constant amb 100
MPIOs/cél-lula (n=3).

En les tres linies estudiades, les dades mostren que a major densitat cel-lular, més
elevat és el percentatge de AF-oMSCs marcades (Taula 4.5.). Seguint la mateixa
tendencia, la intensitat de fluorescéncia de la poblacié positiva augmenta en les

densitats cel-lulars majors.

Tot i aixi, per a una mateixa linia cel-lular els valors difereixen entre un 7,3 i el
18,4% i son sempre superiors al 70%. Per tant, es confirmaria que 100 MPIOs/AF-
oMSC permet obtenir un nivell elevat de marcatge fins i tot, en cas que s’obtingués

un nombre limitat d’AF-oMSCs al final de I’'etapa d’expansid.

Percentatge AF-oMSCs marcades (%)

Densitat cel-lular MPIOs/
(cells vives/cm?) AF-oMSC
AF 29 AF 106 AF 87787

5,0 x103 84,0 90,0 71,6
1,0 x10* 88,9 93,5 78,1
2,0 x10* 100 94,0 95,4 84,5
3,0 x10* 97,9 96,2 87,9
3,5 x10* 99,2 97,3 90,0

Taula 4.5. Percentatge de AF-oMSCs de la linia AF 29 P1 marcades en funcid de la densitat de cel-lular.

4.2.6. DETECCIO DEL MARCATGE AMB MPIOs MITJANCANT RESSONANCIA
MAGNETICA

En aquest apartat es descriu la posta a punt de la deteccié de les MPIOs mitjancant
RMN inicialment a partir d’experiments in vitro i que, a posteriori, les condicions

puguin ser transferides a I’'analisi de les mostres del model animal.

4.2.6.1. Estudi de sensibilitat de la técnica per detectar MPIOs a nivell

intracel-lular

Les AF-oMSCs es marquen amb 100 MPIOs/cél-lula just abans de la seva
implantacié al fetus ovi durant la reparacié del MMC. Pels motius exposats
préviament, es preveu que el grau de marcatge disminueixi durant el temps que les
AF-oMSCs romandran en |‘animal, és a dir, des de la reparacié del MMC fins que la
gestacié arribi a terme i, en conseqliéncia, el senyal detectat per RMN sigui més
debil.
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En el primer experiment es valora la sensibilitat de la técnica mitjangant solucions
de AF-oMSCs marcades amb MPIOs en quantitats decreixents, concretament des de
50 a 1 MPIOs/AF-oMSC.

Tal com es descriu detalladament en l'apartat 9.9.6. de Materials i metodes, es
prepara un recipient amb agarosa a 1'1% que conté les diferents suspensions d’AF-

oMSCs marcades (phantoms) i s’adquireixen i analitzen.

CONDICIO EXPERIMENTAL
a Matriu (M199 +FBS al 10%v/v) sense AF-oMSCs

@ b AF-oMSCs sense marcar
@ C AF-oMSCs marcades amb 1 MPIO/AF-MSC
@ d AF-0MSCs marcades amb 5 MPIOs/AF-MSC
e AF-0MSCs marcades amb 10 MPIOs/AF-MSC
@ @ f AF-oMSCs marcades amb 25 MPIOs/AF-MSC
g AF-oMSCs marcades amb 50 MPIOs/AF-MSC

Figura 4.6. Representacio grafica de la vista superior del recipient que conté les diferents suspensions

d’AF-oMSCs marcades (Phantoms) i les condicions experimentats associades.

De les quatre adquisicions (T2W, T2*W, TE=12ms i T2map), la imatge que ofereix
millor contrast amb una bona resolucié espacial, i per tant, una major visualitzacid
de les AF-oMSCs marcades és la imatge ponderada en T2* (T2*W) on s’arriben a

observar les AF-oMSCs com a punts negres més definits (Figura 4.7.).

A partir de la imatge T2*W, s’analitza la intensitat corresponent a cada condicid
experimental i es detecta que existeix una correlacio entre la pérdua de senyal i la
concentracié de marcatge des de 50 fins a 1 MPIOs/AF-oMSC (r Pearson= -0,9234).
Tot i aixi, el valor d'intensitat obtingut per la solucié6 marcada amb 1 MPIO/AF-oMSC
esta a mig cami entre el valor corresponent a la solucié sense marcar i la propia

matriu on es troben resuspeses les cél-lules (Taula 4.6).
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Figura 4.7. Imatges resultants de I'analisi dels phantoms corresponents a la matrius, AF-oMSCs sense
marcar i AF-oMSCs marcades fins a 50 MPIOs/AF-oMSC.

CONDICIO EXPERIMENTAL INTENSITAT
a Matriu (M199 +FBS al 10%yv/v) sense AF-oMSCs 397,0+10,7
b AF-0MSCs sense marcar 471,0+12,3
c AF-oMSCs marcades amb 1 MPIO/AF-MSC 433,0+15,0
d AF-0MSCs marcades amb 5 MPIOs/AF-MSC 351,0+£21,0
e AF-oMSCs marcades amb 10 MPIOs/AF-MSC 223,0+28,8
f AF-oMSCs marcades amb 25 MPIOs/AF-MSC 150,0+£29,3
g AF-oMSCs marcades amb 50 MPIOs/AF-MSC 44,5+15,1

Taula 4.6. Valors d'intensitat associats a cada condicié experimental testada: matrius, AF-oMSCs sense
marcar i AF-oMSCs marcades fins a 50 MPIOs/AF-oMSC.
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En conseqlieéncia, d’aquest primer estudi se’n deriven dos experiments
complementaris. Primerament, ens interessa veure si modificant les condicions
d’adquisicié de la mostra som capacos de detectar les cél-lules marcades amb 1
MPIO/AF-oMSC.

Efectivament, tal com es mostra en la seglent figura, utilitzant una sonda més
potent, augmentant la resolucié de la imatge, un temps d’acumulacié experimental
més llarg (2h 20 segons) i un gruix de seccié de 0.5 mm som capacos de detectar

les AF-oMSCs i fins i tot, de forma individual (punts negres).

Figura 4.8. A) Phantoms que contenen AF-oMSCs marcades a diferents concentracions: a) Medi basal;
b) AF-oMSCs sense marcar; c-g) AF-oMSCs marcades a 1, 5, 10, 25, i 50 MPIOs/AF-oMSC,
respectivament. B) Imatge de RMN d’alta resolucié del phantom amb cél-lules marcades a 1 MPIO/AF-
oMSC.

En segon lloc, s’estudia la sensibilitat de la técnica al diluir les AF-oMSCs marcades
amb 5 MPIOs/AF-oMSC en diferents proporcions (0, 1, 10 25, 50, 75 i 100%) amb
cél-lules sense marcar. Aquesta vegada també s’ha pogut detectar de forma
favorable la preséncia de les AF-oMSCs marcades en la preparacié (imatge no

mostrada).

Per tant, sembla evident que la técnica permet la deteccié de AF-oMSCs marcades

amb quantitats molt reduides de MPIOs.

4.2.6.2. Deteccio de les ceél-lules marcades en la zona reparada del MMC

Amb aquest estudi es pretén avaluar, primerament, si és possible identificar les
estructures adjacents al MMC quan es fixa una vertebra en gel d’agarosa i s'analitza
per RMN. I en segon lloc, confirmar que es pot detectar la perdua de senyal

associada a la preséncia de AF-oMSCs marcades en la zona del MMC.
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Figura 4.9. Tall transversal d’una vertebra de l'ovella 106 amb induccié quirirgica de MMC A) Temps
d’eco (TE)=7ms, B) TE=12 ms): 1) Medul-la espinal, 2) Cos vertebral, 3) Zona del MMC, 4) Pell, 5)
Muscul.

Aixi doncs, primerament es prepara dins un gel d‘agarosa una veértebra
corresponent a un cas MMC reparat sense utilitzar AF-oMSCs marcades. A partir de
la imatge en T2*W s’observa el teixit ossi corresponent al cos vertebral i la part
lateral de l'arc vertebral més fosc (regié hipotensa), a la part més central la
medul-la espinal de color gris i blanca; al lateral el teixit muscular i a I'extrem
superior la recoberta de pell amb pel. A més, es pot distingir clarament la manca de

la part posterior de I'arc vertebral, caracteristic del MMC.

= A
fonizc ;
030517 iz 15 fon0a0s1 7
F 5.0 iy F 50 by

B ERIYER BIUZHES 104
Uiz 17 Hag 200
Timz: 1%

Gifl Gifl

06-T2star-HR_TEOD7!

00ms NEX 2

Figura 4.10. Tall transversal d’una vertebra de I'ovella 106 amb induccid quirdrgica de MMC a la que se
li ha injectat ex vivo AF-oMSCs marcades (A) TE =7 ms, B) TE=12 ms): 1) Medul-la espinal, 2) Cos
vertebral, 3) Zona del MMC, 4) Pell, 5) Muscul.
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A continuacio, es recupera la vértebra, s’injecta una solucié de AF-oMSCs marcades
de forma localitzada a la zona del MMC i es prepara de nou el gel d'agarosa. Tal
com es pot observar en la segient figura, s'identifica una pérdua de senyal clara de

color negre en la zona de reparaci6 associada a la preséncia d’AF-oMSCs marcades
amb MPIOs.
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4.3. DISCUSSIO DE RESULTATS I CONCLUSIONS
En aquest capitol, s’'ha posat a punt amb exit el protocol de marcatge, i posterior
quantificaci6 mitjancant citometria de flux, de les AF-oMSCs utilitzant MPIOs

conjugades amb el marcador fluorescent Dragon Green.

Incubant les MPIOs durant 20-24h, s’ha definit com a concentracid6 optima de
marcatge 100 MPIOs/AF-oMSC, ja que s’obté una eficiencia de marcatge superior al
80%, mantenint una elevada viabilitat cel:-lular, sense modificar el seu patré de
creixement ni I'aparicié de fendmens de senescéncia cel-lular. El marcatge amb una
guantitat de MPIOs que no sigui toxica és essencial per tal d’evitar alteracions en la

viabilitat cel-lular i el potencial migratori o regenerador de les MSCs (124).

Mantenint les AF-oMSC marcades en cultiu, i després d’aproximadament 3
divisions, es detecta una disminucié de la intensitat de fluorescéncia de AF-oMSCs
marcades que reflecteix la distribucié de les MPIOs a les AF-oMSCs filles. Resultats
similars s’han obtingut en altres treballs en que s’han utilitzat les MPIOs del mateix

proveidor per marcar MSCs de |'espécie humana (117) i porcina (125).

Per altra banda, s’ha estudiat la detecci6 de les AF-oMSCs marcades amb MPIOs
mitjancant RMN. Hem demostrat que som capacos d’identificar-les a concentracions
molt reduides, essent 1 MPIO/AF-oMSC la minima quantitat detectable. El fet que la
mida de les MPIOs sigui superior a altres particules superparamagnétiques d’oxid
de ferro ampliament utilitzades com els ferrumoxids, permet un millor contrast en
les imatges de RMN i que al seu torn, fa disminuir el llindar de deteccié fins a
detectar les cél-lules de forma individual (125, 126). En aquest sentit, les MPIOs
gue s’han testat en el present capitol, s’han avaluat com a marcador de llarga
durada en estudis en models animals de diferents patologies (117, 125, 127) i

s’han obtingut resultats favorables.

Finalment, s’ha confirmat que es poden identificar clarament per RMN les AF-oMSCs

marcades i administrades de forma localitzada in vitro en vértebres fetals ovines.

En la literatura, hi ha molta informacié reportada sobre el marcatge de MSCs de
moll os amb MPIOs. En canvi, per MSCs procedents d’AF és limitada (127). El
present treball confirma la possibilitat de fer seguiment d’aquest tipus cel-lular en

models experimentals.

Amb tot, aquests resultats suggereixen que |'aplicaciéo del protocol de marcatge
establert fara possible el seguiment de les AF-oMSCs al final de la gestacio de les

ovelles, aproximadament 6 setmanes després de la reparacié del MMC.
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CAPITOL 5:

REPARACIO PRENATAL DEL MMC UTILITZANT
BIOMATRIUS D’ACID POLILACTIC-CO-GLICOLIC
COLONITZADES AMB AF-oMSCs
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Capitol 5: Reparacié del MMC amb biomatrius de PLGA

5.1. INTRODUCCIO

Un cop desenvolupat el protocol estandarditzat per a l'aillament i expansié d’AF-
0oMSCs fins a dosi clinica, aixi com per al seguiment de les cél-lules en el teixit
reparat, I'objectiu es centra en buscar un vehicle adequat per administrar les AF-
0MSCs.

Alhora d’escollir un suport cel-lular per a un producte d’enginyeria tissular, cal tenir

en compte que el biomaterial presenti certes caracteristiques ideals com sén (128):

- Estructura tridimensional (3D)

- Estructura altament porosa que permeti I'adhesié i proliferacié cel-lular aixi
com la produccié de matriu extracel-lular.

- Una xarxa porosa permeable i interconnectada que permeti l'intercanvi de
nutrients i productes de rebuig.

- Un substrat biocompatible i biodegradable amb taxes de degradacio
controlades.

- Superficie quimicament adequada per |'adhesid, proliferacié i diferenciacio
cel-lular.

- Propietats mecaniques que permetin el suport o unié als teixits de la zona
d'implantacié de la biomatriu.

- Una arquitectura que promogui la formacié d’estructura tissular anisotropica
nativa.

- Una arquitectura reproduible i amb una mida i forma clinicament apropiada.

Entre els diferents tipus de suports cel-lulars disponibles, els polimers sintétics
compostos per materials organics biocompatibles sén una alternativa interessant.
Concretament, I'acid polilactic (PLA), I'acid poliglicolic (PGA) o els copolimers dels
anteriors (polilactic-co-glicolic, PLGA) en forma de microesferes, fibres o esponges

son els més utilitzats per a diverses aplicacions biomediques.

Les biomatrius de PLGA serveixen com a vehicle per a I'administracié de farmacs
(per exemple: vacunes, antibiotics, antiinflamatoris, etc.) (129). També s’han
avaluat en arees del camp de l'enginyeria tissular tan diverses com soén la
regeneracié del cartilag articular (130, 131), la formacié de teixit ossi en defectes
mandibulars (132) o com a guies dels conductes nerviosos en lesions medul-lars
(133). El seu Us en humans esta aprovat per la Food and Drug Administration
(FDA; Estats units) com a sutures degradables en determinats tipus d’intervencions

quirdrgiques (134).
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El PLGA pot fabricar-se en motlles tridimensionals per obtenir la forma i mida
adequada a la lesid que es vol tractar. La seva estructura porosa permet la
penetracié de fluids al seu interior i, per tant, la migracid i distribuci6 homogeénia de

les cél-lules dins els constructes.

Diversos parametres com la proporci6 de PLA:PGA que el composen, el pes
molecular, la grandaria i forma de les biomatrius determinen la seva taxa de
degradacio. El seu ajust és imprescindible perqué sigui compatible amb el temps
gue requereixen les cél-lules per sintetitzar matriu extracel-lular in vivo, i

posteriorment es doni vascularitzacid i generacié de nou teixit.

En aquest sentit, estudis previs duts a terme pel nostre grup amb biomatrius de
PLGA fabricades amb proporcions 50 (PLA): 50 (PLGA) i amb una grandaria de
porus de 300-500 um han demostrat la preservacié de la seva integritat in vitro
durant 5 setmanes (135). Aquest temps coincidiria amb l'inici de la mineralitzacioé
per part de les MSCs, que segons el treball publicat per Barry et al. (136) es
donaria entre els 9 i 20 dies de la seva administracio. A partir de les 5 setmanes, la
biomatriu de PLGA comencaria el procés de degradacidé i conclouria

aproximadament a les 8 setmanes.

També hem demostrat la seguretat de la utilitzacid6 d’aquestes biomatrius
colonitzades amb MSCs de moll d’os, en un model ovi per a la regeneraci6 de
defectes osteocondrals locals obtenint, a més, resultats d’eficacia prometedors
(135).

Aixi doncs, en aquest capitol es pretén desenvolupar un producte d’enginyeria
tissular a partir de biomatrius de PLGA i AF-oMSCs i, posteriorment, aplicar-lo en el
model experimental de MMC per avaluar el possible efecte regenerador de teixits

com l'os o el cartilag.
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5.2. RESULTATS

5.2.1. FABRICACIO DE LES BIOMATRIUS DE PLGA

Per dur a terme aquesta part experimental, s’ha treballat en tot moment amb
matrius biocompatibles d’acid polilactic-glicolic (PLGA) preparades al Departament
d’Enginyeria Quimica de la Universitat Autbnoma de Barcelona, tal com es descriu
en |'apartat de material i métodes 9.11.1. Manufactura de les Biomatrius de PLGA.
Es caracteritzen per ser hidrofobiques, tenir una mida de 1.5 x 2 x 0.2 cm (llarg x

ample x alcada) i una grandaria de porus d’entre 300 i 500 pm.

5.2.2. COLONITZACIO DE LES BIOMATRIUS DE PLGA AMB AF-oMSCs IN
VITRO

Primerament, es fa una prova de concepte assajant tres metodologies de
colonitzacié: A) Colonitzacié en sistema no agitat, B) Colonitzacié en sistema agitat
mitjancant centrifugacid i C) Colonitzaci6 en sistema agitat fent Us de |’'equip
MACSMix de Miltenyi.

Tenint en compte que la dosi cel-lular maxima que es pretén utilitzar en la
reparacié del MMC és de 4x10° AF-oMSCs vives, s'utilitza aquesta quantitat de
cel-lules per experimentar amb les biomatrius de PLGA. Les AF-oMSCs, previament
a l'inici de la colonitzacid, s’han marcat amb nanoparticules a una relacié de 100

MPIOs per AF-oMSC tal com s’ha descrit en I'anterior capitol.

5.2.2.1. Colonitzacio de les biomatrius de PLGA en sistema no agitat

El primer experiment consisteix en posar en contacte la solucié cel-lular amb la
biomatriu préviament hidratada, i incubar en sistema no agitat a 37°C durant 2h.
Un cop finalitzat aquest temps, es visualitza la biomatriu de PLGA mitjancant

microscopia confocal.

S’observa que l'estructura porosa de la matriu es conserva i que part de les
cél-lules no s’han adherit a la biomatriu, siné6 que es troben suspeses en el medi

liquid circumdant (Figura 5.1.).

A continuacid, es procedeix al rentat i condicionat final de la matriu i es recompten
les ceél-lules no adherides a la matriu, que corresponen al 61,5%. Per tant, el

percentatge de colonitzacio obtingut és només del 38,5%.

Aguest resultat suggereix que per augmentar la taxa d’adheréncia cal un temps
més llarg de contacte entre les cel-lules i la biomatriu abans de fer I'acondicionat

final de la biomatriu.
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Figura 5.1. Aspecte de la biomatriu de PLGA colonitzada en sistema no agitat amb AF-oMSCs F122P P1
mitjangant microscopia optica (4X). En la imatge de I'esquerra (A) s'observa |'elevada porositat de la
biomatriu de PLGA i, en la de la dreta (B), les fletxes vermelles indiquen les AF-oMSCs al sobrenedant i

que per tant, no s’han adherit a la biomatriu.

5.2.2.2. Colonitzacid en sistema agitat mitjancant centrifugacio

Aguest protocol afavoreix |'entrada de les AF-oMSCs a través dels porus de la
matriu per aplicacié en primer lloc de dos cicles curts de centrifugacio, seguit
d’incubacié en sistema no agitat per aconseguir I'adheréncia de les cel-lules a la
superficie de la matriu. Finalment, la matriu es condiciona i es recuperen les

cél-lules no adherides.

En aquest cas, el percentatge de colonitzacid que s’assoleix és del 80.0%, el que

significa una millora destacable respecte el protocol anterior.

5.2.2.3. Colonitzacioé en sistema agitat utilitzant I'’equip MACSMIX

La colonitzacio de la matriu de PLGA amb AF-oMSCs en sistema agitat fent Us de
I'equip MacsMix (Miltenyi Biotech) es fa a 379C. El programa escollit combina cicles
curts en repos per afavorir I'adherencia cel-lular a la biomatriu, seguit d'un temps
més llarg en moviment i rotacio per resuspendre les cél-lules que hagin sedimentat

i permetre de nou el contacte de les cél-lules amb la matriu.

La biomatriu de PLGA s’introdueix en 15 mL de suspensié cel-lular a una
concentracié de 2,4x10° AF-oMSCs/mL, i es fa la colonitzacid durant 21 hores a
37°C. Passat aquest temps, la concentracié cel-lular de la suspensié ha disminuit
fins el 6,5x10* AF-oMSCs/mL que correspon a un percentatge de colonitzaci6é del
73,4%.
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Figura 5.2. Colonitzacié de la biomatriu de PLGA amb AF-oMSCs F122P P4.

Dels tres protocols estudiats, el segon protocol ofereix el major percentatge de
colonitzacid. Tot i aixi, requereix 6 hores consecutives per dur a terme el protocol
complert fins a deixar la biomatriu en solucié de condicionament apunt per la
reparacié del MMC en el model ovi. En el nostre cas, tenim una limitacié horaria
important i utilitzar el tercer protocol ens permet fer-la durant la nit. A més, el
percentatge de colonitzacié obtingut és prou elevada. Es per aquest motiu que es
decideix escollir la colonitzacié en sistema agitat utilitzant I'equip MACSMix com a

metodologia de treball.

5.2.3. OPTIMITZACIO DE LA COLONITZACIO EN SISTEMA AGITAT
UTILITZANT L'EQUIP MACSMIX

Els seglents experiments tenen com a objectiu optimitzar el protocol de

colonitzacié en sistema agitat utilitzant I'equip MACSMix.

5.2.3.1. Efecte de la concentracio cel-lular en la colonitzacioé

Per estudiar la influéncia de la concentracid cel-lular en la cinética de colonitzacio de
les biomatrius, es testen tres concentracions cel-lulars: 1,0x10°, 2,5x10° i 5,0x10°
AF-oMSCs/mL.

AF-0MSCs totals 3,75 x10°
Solucié
olucto Volum
cel-lular 37,5 15,0 7,5
(mL)
inicial

Concentracio6 cel-lular

1,0 x10° 2,5 x10° 5,0 x10°
(AF-oMSCs/mL)

Taula 5.1. Concentracié cel-lular i volum de les suspensions cel-lulars F122P P1 que s’utilitzen per a la

colonitzacié en sistema agitat.
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Es fa la colonitzacié partint del mateix namero total de cel-lules totals que es
resuspen en diferents volums per obtenir les tres concentracions cel-lulars

desitjades.

Després de 17 hores de colonitzacid, I'aspecte macroscopic és equivalent per a les 3

biomatrius (Figura 5.3.). La hidratacié de la matriu li confereix certa flexibilitat tot

mantenint la seva consisténcia.

Figura 5.3. Aspecte macroscopic de les biomatrius un cop finalitzat el procés de colonitzacié.

Es recupera el medi sobrenedant de la colonitzacié i es recompten les céel-lules
presents, d'aquesta manera es pot calcular la quantitat d’AF-oMSCs adherides a la

matriu. Els percentatges de colonitzacié obtinguts varien del 75,6 al 83,4%.

Concentracio cel-lular inicial

1,0 x10° 2,5 x10° 5,0 x10°
(AF-oMSCs/mL)
AF-oMSCs
. 9,2 x10° 7,7 x10° 6,2 x10°
al medi sobrenedant
Percentatge de colonitzacio (%) 75,6 79,5 83,4

Taula 5.2. Percentatge de colonitzacio utilitzant cél-lules de la linia AF-oMSCs F122P P1 a diferents

concentracions.

Tot i aixi, els valors suggereixen que a major concentracié cel-lular utilitzada, s’obté

major percentatge de colonitzacid (r Pearson= 0,9897).
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Figura 5.4. Representacio grafica del percentatge de colonitzacié obtingut utilitzant solucions cel-lulars

a diferent concentracio.

Tal com s’ha esmentat al capitol 3, la quantitat de AF-oMSCs obtinguda després de
les etapes d'aillament i I'expansio varia en funcié de la linia cel-lular. En aquells
casos en que la recuperacid de cél-lules és limitada, partir en la colonitzacié d'una
concentracidé de 5,0X10° AF-oMSCs/mL es traduiria en treballar amb un volum de
liquid molt petit i que no asseguraria tenir la matriu submergida en tot moment, i

per tant, es podria induir la mort cel-lular.

5.2.3.2. Homogeneitat de les AF-oMSCs adherides a la biomatriu

mitjancant microscopia confocal

Un cop finalitzada la colonitzacié de les biomatrius de PLGA es fa la tincio de les AF-

oMSCs adherides i es visualitzen per microscopia confocal.

En primer lloc, comentar que la biomatriu presenta autofluorescéncia en els tres
canals (verd, blau i vermell). Gracies a aquest fet, es constata I’'estructura porosa
de la matriu (Figura 5.5.).

Una vegada s‘aplica un major augment i, gracies a la utilitzaci6 de colorants
especifics pel nucli, s'observen les AF-oMSCs adherides a la matriu tant en la

superficie externa com en l'interior de la biomatriu (Figura 5.6.).

De totes maneres, cal destacar que quan la colonitzacio en sistema agitat s’ha fet a
partir de la suspensi6é cel-lular a 5,0x10°> AF-oMSCs/mL, la homogeneitat de la

densitat de les cél-lules en la matriu és menor. S‘observen més agregats cel-lulars a
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les zones perifériques de la matriu i menor presencia de cél-lules a l'interior (imatge

no mostrada).

Figura 5.5. Biomatriu de PLGA colonitzada amb AF-oMSCs de linia cel-lular 4761 (10X). La biomatriu
presenta autofluorescéncia en canal vermell. Les fletxes blanques mostren la posicié dels porus en la

matriu.

Figura 5.6. AF-oMSCs de la linia cel-lular 7799 adherides a la biomatriu de PLGA (20X). En vermell

(PKH26) es mostra el citoplasma i en blau (DAPI) el nucli cel-lular.

Per tant, els resultats indiquen que la concentracié de 2,5x10°> AF-oMSCs/mL és la
concentraci6 més adequada per fer les colonitzacions en sistema agitat, ja que
ofereix un percentatge de colonitzacié elevat al mateix temps que les cél-lules es

distribueixen de forma homogeénia per tota la superficie de la biomatriu.
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A continuacié, s’estudia el temps optim de colonitzacié per assegurar la maxima

guantitat de cél-lules adherides a la biomatriu.

5.2.3.3. Cinetica de colonitzacio de les biomatrius de PLGA

Es fa la colonitzaci6 de biomatrius de PLGA utilitzant suspensions cel-lulars a
concentracié 2.5x10°> AF-oMSCs/mL de tres linies cel-lulars (AF-oMSCs 104, 106 i
107).

En els tres casos, la preséncia de cél-lules en suspensid disminueix al llarg del
temps de forma gradual fins a un temps maxim d’entre 14 i 16 hores, moment a

partir del qual s’estabilitza.
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Figura 5.7. Cinética de colonitzacié de la biomatriu de PLGA amb AF-oMSCs (n=3): A) Concentracio
cel-lular al medi sobrenedant al llarg del temps, B) Percentatge de colonitzacié associat al llarg del
temps.

En cap dels tres experiments, s’‘observen agregats cel-lulars al medi sobrenedant
durant la colonitzacié. El percentatge de colonitzacido assolit a les 16 hores es

mostra en la seglent taula:
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; Percentatge de
Linia Cel-lular . .
Colonitzacio (%)

AF-oMSCs 104 P3 76,2
AF-oMSCs 106 P3 83,1
AF-oMSCs 107 P3 82,6
Mitjana 80,6
Desviacio6 Estandard 3,8

Taula 5.3. Percentatge de colonitzacié de les biomatrius de PLGA utilitzant diferents linies cel-lulars.

A partir d’aquests resultats es conclou que la durada optima del procés per tal de

maximitzar la colonitzacio de la biomatriu de PLGA és de 16 hores.

5.2.3.4. Estabilitat de les biomatrius de PLGA colonitzades amb AF-oMSCs

in vitro

Un cop colonitzada la biomatriu i, fins al moment de la seva implantacio en I'animal,
poden passar fins a 24 hores. Per tant, és important comprovar que la viabilitat de

les AF-oMSCs no es veu compromesa durant aquest temps.

S’estudia |'estabilitat del producte en preséncia de medi complert a 37°C, 5% CO, i

95% HR fins als 5 dies després de la colonitzacio.

Durant aquest temps, I'aspecte i consisténcia de la matriu es veu modificada. La

biomatriu colonitzada canvia la seva forma de plana a corba i s’endureix

drasticament (Figura 5.8.).

Figura 5.8. Aspecte de la biomatriu 5 dies postcolonitzacio i incubacié a 37°C en medi complert.

102



Capitol 5: Reparacié del MMC amb biomatrius de PLGA

Addicionalment es fan dos estudis mitjancant microscopia:

A) Estabilitat de les AF-oMSCs en les biomatrius de PLGA mitjancant

Microscopia confocal de Fluorescéncia:

A les 24 hores de la colonitzacid, les AF-oMSCs mantingudes en medi de cultiu
suplementat i a 37°C continuen adherides a la biomatriu. La forma de les AF-oMSCs

és generalment arrodonida i amb petites prolongacions citoplasmatiques.

Després de 5 dies en cultiu, les MSCs han adoptat la seva forma fibroblastica

caracteristica. A més, s’observa el contacte entre cel.lules i també doblets de

cel.lules, possiblement resultat de la divisié cel-lular (Figura 5.9.).

Figura 5.9. Biomatriu de PLGA colonitzada amb AF-oMSCs 7799 i mantinguda durant (A) 3 diesi (B) 5
en cultiu; 20X. En vermell es mostra el citoplasma i en blau el nucli cel-lular. Les fletxes mostren doblets
d’AF-oMSCs indicatiu de la divisid cel-lular.

B) Estabilitat de les AF-oMSCs en les biomatrius de PLGA mitjancant

Microscopia Electronica:

L'observacié de les biomatrius colonitzades per microscopia electronica ens permet
veure la distribucid6 i morfologia de les cél-lules fins i tot més clarament que
utilitzant la microscopia confocal. De nou, les cél-lules adherides a la biomatriu al
finalitzar la colonitzacid (n=3) presenten tant forma arrodonida com morfologia
més fibroblastica. A més, s’observen interaccions entre les cél-lules a través de les

prolongacions citoplasmatiques (Figura 5.10.).
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EHT = 20.00 kV WD=105mm  Signal A= SE1 Mag= 300X

EHT = 20.00 kV WD = 9.5mm Signal A = SE1 Mag= 200X

Figura 5.10. Observacié per Microscopia Electronica de la biomatriu de PLGA colonitzada amb: A) AF-
oMSCs 106 (300X) i B) AF-oMSCs 107 (200X). Les fletxes vermelles indiquen les AF-oMSCs sobre la

matriu.

A les 24h de la colonitzacié, s’‘observa la creacié d'una xarxa tridimensional de
cél-lules sobre l'estructura de la biomatriu (imatges no mostrades). Després de 5
dies en cultiu, la densitat cel-lular sobre la matriu ha augmentat de forma
considerable. Les cél-lules s’han duplicat tant en la superficie com en les zones
poroses de la matriu, de tal manera que no es pot distingir la superficie original de

la biomatriu (Figura 5.11.).
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WD= 95mm Signal A = SE1

EHT = 20.00 kV WD = 8.0 mm Signal A = SE1 Mag= 300X

Figura 5.11. Biomatrius de PLGA colonitzada amb AF-oMSCs 107 i conservada en medi complert a 37°C

durant 5 dies per Microscopia Electronica: A) Visid interna (200X) i B) Visid periférica (300X).

Per tant, a partir d’'una suspensié cel-lular a 2,5x10°> AF-oMSCs/mL i portant a
terme la colonitzacié de les biomatrius de PLGA en sistema agitat utilitzant I’'equip
MACSMix durant unes 16 hores, s’aconsegueix un elevat percentatge de
colonitzacié que es considera suficient per a I'objectiu d’aquest estudi. Les cél-lules,
a més, es mantenen vives a la matriu si es conserven en medi complert i a 37°C
durant les hores posteriors a la colonitzacid, moment en el que sén aplicades en el

model animal.
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5.2.4. REPARACIO DEL MMC AMB BIOMATRIUS DE PLGA COLONITZADES
AMB AF-oMSCs

L'estudi s‘inicia amb 12 ovelles gestants que es divideixen en tres grups

experimentals:

- Grup 1: PLGA (control); 4 animals
- Grup 2: PLGA+AF-oMSCs; 4 animals
- Grup 3: PLGA+ AF-0oMSCs marcades amb MPIOs; 4 animals

El procediment consisteix primerament en la induccié quirdrgica del defecte en el
fetus ovi al voltant del dia 75 de gestacid, etapa en la qual també es recull I’AF.
Entre la cirurgia fetal de produccié i la de reparacié del MMC, es deixa un periode
de tres setmanes per tal que la lesid s’estableixi i s'assembli més a un defecte
natural i no a una ferida aguda. Durant aquestes tres setmanes, es cultiven i
multipliguen les AF-oMSCs, i es marquen amb MPIOs si s’escau. Després d’aquest
temps es colonitzen les biomatrius de PLGA amb les cél-lules que, finalment,

s'implanten en I'animal afectat durant la cirurgia de reparacié del MMC.

5.2.4.1. Induccié quirargica del MMC

La cirurgia per la creacio del defecte es fa en ovelles gestants que es troben a 75
dies (68-82) de gestacio.

Totes les cirurgies s’han fet seguint la metodologia descrita en I|‘apartat de
materials i metodes 9.1. Cirurgia d’induccié del Mielomeningocele. Breument, un
cop l'ovella gestant esta anestesiada, s’obra la paret abdominal i la paret de I'Gter
per tal que el fetus ovi pugui ser exposat a l'exterior per la part lumbar. A
continuacio, es ressecciona |'arc vertebral posterior de les tres uUltimes vértebres de
la zona lumbar (Figura 5.12.). Finalment, s’obre la duramater per permetre la

sortida del liquid cefaloraquidi cap a |'exterior.

Un cop finalitzada la creacié del MMC, s’introdueix el fetus a l'interior de I'Gter i es

sutura |'Gter i la paret abdominal perque la lesié evolucioni.
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Figura 5.12. Induccié quirdrgica del Mielomeningocele de I'ovella 306: 1) Paret uterina,2) Part posterior

del fetus ovi. A) Reseccido de pell i musculatura, B) Reseccié del arcs vertebrals, C) Obertura de la

duramater amb una agulla fina.

Es fan totes les cirurgies d'induccié sense complicacions ni desviacions destacables
a excepcié de l'ovella 4641. En aquest animal, la cirurgia es retarda dos dies
respecte el programat per assegurar una mida adequada del fetus en el moment de

la manipulacié.

5.2.4.2. Aillament, expansio i marcatge de AF-oMSCs

Durant la induccié quirdrgica del MMC, es recullen 81 mL (73-96) d’AF de les
ovelles que es repararan amb presencia de cél-lules. En tots els casos les mostres
d’AF s’han emmagatzemat a temperatura ambient fins al seu processament entre

2,0 4,5 hores després de |'obtencid.

L'aspecte dels liquids amniotics és el caracteristic amb coloracid grogosa, amb

preséncia de cél-lules epitelials i sense contaminacid eritrocitaria.

Es fa la sembra directa de 76 (50-80) mL d’AF en Medi M199 complert per a
Iaillament i expansié de AF-oMSCs. Després de 18 (17-20) dies s’obtenen 2,30x10°
(1,04-3,83 x10°) AF-oMSCs amb una viabilitat cel-lular superior al 95%. En alguns
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casos, es completa I'expansié cel-lular amb una passi addicional per tal d’ajustar el
cultiu a la data de la cirurgia de la reparacié, obtenint una quantitat de cel-lules

superior.

Seguidament, es duu a terme el marcatge de les cél-lules destinades al grup
experimental (3) a una concentracié de 100 MPIOs/cel-lula (n=4). Després de 20-
22 hores d’incubacié a 37°C, el percentatge de cel-lules amb presencia de MPIOs a

I'interior determinat per citometria de flux, varia del 89,4 al 95,0%.

LINIA CEL-LULAR 188 1818 4671 016
Dosi AF-oMSCs 3,83 x10° 1,86 x10° 2,16 x10° 2,85 x10°
AF-oMSCs marcades (%) 95,0 89,4 93,8 94,6

Dosi AF-oMSCs marcades 3,64 x10° 1,66 x10° 2,03 x10° 2,70 x10°

Taula 5.4. Dades relatives al marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs: dosi cel-lular inicial, eficiéncia del
marcatge i dosi de AF-oMSCs final.

5.2.4.3. Colonitzacié de biomatrius de PLGA per a implantacio in vivo

En primer lloc, cal remarcar que es porta a terme un numero menor de
colonitzacions de l'inicialment previst a causa de I'avortament de part dels animals
entre la cirurgia de creacié del defecte i la reparaciéo del MMC. A conseqiéncia, els
animals destinats a cada grup experimental es veuen modificats. Concretament, es
colonitzen un total de 6 biomatrius de PLGA amb AF-oMSCs expandides i portades a

concentracié de 2,5x10° AF-oMSCs vives/mL en medi basal.

La durada del procés utilitzant I'equip MACSMix varia entre 14 i 17 hores. Les
cel-lules en el medi de colonitzacié en aquest temps disminueixen en concentracio
fins a 5,13x10* (2,00x10* - 1,05x10°) AF-oMSCs/mL i presenten una viabilitat final
del 86,5 (68,9-91,7)%.

Aguest valors es tradueixen en un percentatge de colonitzacié del 78.5 (58.7-
92.3)%. En el medi de colonitzacié no s’‘observen agregats cel-lulars amb MPIOs, a
excepcié de les AF-oMSCs de la linia 1818 que coincideix amb la linia cel-lular amb

menor percentatge de viabilitat.

5.2.4.4. Implantacié de les biomatrius colonitzades en fetus ovins amb

MMC induit quirGrgicament a meitat de gestacio

Tal com s’ha comentat anteriorment, la taxa d’avortament en aquest model

experimental és molt elevada. En el moment de la reparacio es disposa Unicament
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de 7 ovelles gestants, que es distribueixen en els tres grups experimentals de la

seguent manera:

- Grup 1: PLGA (control); 3 animals
- Grup 2: PLGA + AF-oMSCs; 2 animals
- Grup 3: PLGA+ AF-oMSCs marcades amb MPIOs; 2 animals

En el moment de la reparacid, tres animals presenten sinéquia uterina (ovella 101,
106 i 109). La lesié creada aproximadament tres setmanes abans mostra un
aspecte semblant al d’'un MMC natural, amb exposicié de la medul-la espinal i
perdua de liquid cefaloraquidi. En tres fetus ovins (ovella 101, 109 i O16) pero,

s’observa el tancament espontani d'una part del defecte (Figura 5.13. A).

A continuacié es procedeix a la reparacié del MMC, en primer lloc dipositant la
biomatrius de PLGA sobre el defecte, es recobreix amb un substitut de pell
Matriderm® i finalment es fixa amb adhesiu bioldgic COSEAL® (Figura 5.13.)

Figura 5.13. Reparacié del MMC de l'ovella 101: A) Exposicié del MMC, B) Disposicié de la biomatriu de

PLGA sobre el defecte i C) Cobertura amb el substitut de pell Matriderm® que queda enterrat
periféricament per la pell; D) Segellat amb COSEAL® . 1) Paret uterina i 2) Part posterior del fetus ovi.
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Es important esmentar, que es produeix el trencament d’una de les biomatrius de
PLGA durant la seva manipulacié (ovella 170) i en la reparacié del MMC de |'ovella
016 no es fa el segellat amb COSEAL®.

Després de la reparacio, es produeix la perdua per avortament de 2 fetus ovins de
cadascun dels grups experimentals, cosa que significa que Unicament arriba una

ovella gestant a terme.

‘ Ovelles Gestants (n=12) ‘

|

‘ 1a cirurgia: Creaccié del MMC ‘

|, Pérdua Fetus= 110, 122, 188, 4671 i 7799

‘ 2a cirurgia: Reparacioé del MMC L\
— !

| PLGA | | PLGA + AF-oMSCs | | PLGA + AF-oMSCs amb MPIOs
Pérdua Fetus= Pérdua Fetus = Pérdua Fetus =
101109 1700 7779 1818 i 016
Nounats vius Nounats vius Nounats vius
a terme:; 106 a terme: N.A. terme: N.A.

Figura 5.14. Evolucié dels grups experimentals corresponents a la reparacié amb biomatrius de PLGA al
llarg del temps.

Concretament, dels tres animals del grup control, el primer és avortat, el segon es

recupera mort al fer la cesaria i el tercer neix viu a terme.

OVELLA CONSTRUCTE Dosi cel-lular Temps evolucio
(AF-0oMSCS vives) (dies)
101 PLGA 48
106 PLGA N.A. 56
109 PLGA 42
170 PLGA+AF-0MSCs 2,08x10° 15
7779 PLGA+ AF-oMSCs 1,79x10° 25
1818 PLGA+ AF-oMSCs amb MPIOs 1,23x10° 21
016 PLGA+ AF-oMSCs amb MPIOs 2,90x10° 7

Taula 5.5. Resum dels animals reparats amb biomatrius de PLGA (i AF-oMSCs, si escau), la dosi d'AF-

0MSCs administrada i el temps d’evolucié del animals.
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Dels 4 animals reparats amb biomatrius colonitzades, un es recupera mort al final
de la gestacié durant la cesaria i els altres tres van ser avortats entre 7-21 dies
després de la reparacid. Per tant, la supervivéencia dels animals reparats amb PLGA

és inferior al 10%.

Finalment destacar que els animals del grup control han evolucionat durant un

temps major a la resta, concretament entre 42 i 56 dies.

5.2.5. AVALUACIO DEL FETUS OVINS TRACTATS

En els casos que és possible, es recuperen els fetus morts derivats de fendomens
d’avortament (n=6) per fer una avaluaci® macroscopica del defecte, aixi com
histologica de la medul-la espinal i dels teixits adjacents (Figura 5.15.). En el cas de

I'animal que neix a terme viu mitjancant cesaria del grup control, addicionalment

s’explora clinicament pel que fa a I'estat motor i neurologic.

Figura 5.15. Recuperacio del fetus ovi 7799 per avaluacié macroscopica del defecte i preparacid de les

vértebres reparades per a la seva avaluacio.

Pel qué fa a I'lnic nounat ovi arribat a terme viu (106), no mostra evidéncia de
trastorns en la deglucié i I'esfinter anal sembla preservar la funcié. Pero en canvi, si
gue presenta dificultat de moviment (paraparésia) en les extremitats posteriors i té

incontinéncia urinaria.

Els estudis histologics de la zona reparada mostren que l'evolucié dels animals ha

sigut molt dispar (Taula 5.6.).
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Gru Evolucio Medul-la presencia Preséncia Preséncia presencia Material Detecciode
P : de ' . de teixit Presénciade pell estrany Hemorragia Congestio AF-oMSCs

experimental (dies) espinal cartilag d'os demiiscul fibrés (COSEAL®) R

si - si
101 S 48 o NO NO NO si si si (Teixitfibrosi i (Zona
control) conservada (Teixit fibrés) i
COSEAL®) hemorragica)
PLGA No : i 3 Si
i {control} 20 conservada o bl NO o o 2 bi% [Teixit fibras) e
i Si
109 e a2 e NO NO NO si & si (Pellisotala NO il
[control} conservada (Hiperqueratbsica) hemaorragica)
medul.la)
PLGA + No i
170 AF-0MSCs 15 Ll NO NO MO Si MO NO NO MO MO
PLGA + . . . S .
7779 25 Conservada NO NO NO SI SI | (Medul.lai NO (Zona
AF-oMSCs o A
subcutania) hemorragica)
Fibrina+ Herniadai s si
di1s ke 21 el e, e, o S (Ulcerada) i (Subepidérmica) e i
marcades PLGA P
Fibrina+
016 AF-0MSCs 7 Conservada NO NO NO si NO si NO NO si
marcades

Taula 5.6. Avaluacié histologica de la zona del MMC reparada amb biomatrius de PLGA i AF-oMSCs (si aplica). Per a cadascuna de les ovelles, s’identifica el grup
experimental al que pertanyen, els dies des de la reparacio fins a I'obtencié del nounat ovi i s’avalua I'estat de la medul.-a espinal, la presencia de pell, muscul, cartilag, os,
teixit fibrés, hemorragia, congestié i la deteccio de cél-lules marcades.
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En cap dels tres animals control (101, 106 i 109) no s’observen restes de la
biomatriu de PLGA. En els animals que han evolucionat durant menys temps des de
la reparacid, s'observa la preséncia de restes de la biomatriu en la zona del MMC i

la seva ubicacié correspon a la de I'arc vertebral posterior (Figura 5.16).

Figura 5.16. Preparacié histologica de les vertebres ovines amb Tincié Hematoxilina —-Eosina (HE; 1X).
A) Veértebra sana; B) Vertebra de l'ovella O16 reparada amb biomatriu de PLGA i AF-oMSCs marcades
amb MPIOs i després de 7 dies d’evolucié. 1) Cos vertebral, 2) Medul-la espinal, 3) Arc vertebral
posterior, 4) Biomatriu PLGA, 5) Pell.

Figura 5.17. Tinci6 HE d’una vertebra 101 reparada amb PLGA sense AF-oMSCs després de 48 dies
d’evolucid en qué s’observa que la medul-la esta aixafada (1X).
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El defecte es troba correctament tancat en quatre animals, tres dels quals son del
grup control (101, 106 i 109) i un del grup de PLGA + AF-oMSCs (7779). D’altra
banda, la conservacio de I'estructura de la medul-la s’ha mantingut en només dos
dels set casos estudiats (7779 i 016) (Figura 5.17).

S’estudia el tipus de teixit neoformat en la zona corresponent a l|'arc vertebral
posterior, entre la medul-la i la pell. Primerament, cal comentar que de forma
general la cel-lularitat de la zona és més elevada si la reparacié s’ha fet amb AF-

oMSCs en comparaciéo amb el grup control.

En cap dels animals avaluats s’observa preséncia de teixit muscular ni tampoc
osteo-cartilaginds (objectiu del tractament experimental). El teixit format en la
zona de reparacid6 presenta un patré organitzat. Mitjancant tincions
immunohistoquimiques, es determina que correspon a teixit connectiu ja que
presenta expressid positiva per Col-lagen III (marcador de la cicatritzacid) i, en

canvi, és negatiu per la Desmina (proteina caracteristica del muscul) (Figura 5.18.).

Figura 5.18. Zona de reparacié del MMC de l'ovella O16: A) HE, B) Col:lagen III i C) Desmina; 1) Teixit
ossi corresponent a la veértebra, 2) Teixit neoformat i 3) Biomatriu de PLGA.
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També destacar que s’‘observen zones amb grans hemorragies en relacié a la pell
i/o teixit connectiu i també al voltant de la medul-la en un total de quatre casos.
Finalment, mencionar que s’aprecien restes de I'adhesiu bioldgic COSEAL® utilitzat

durant la reparacié en quasi totes les preparacions histologiques (Figura 5.19).

Figura 5.19. Tincié HE de la preparacid histologica de la vértebra 7779 en la zona de reparacid: 1) Pell,
2) Zona amb hemorragia i 3) Biomatriu de PLGA colonitzada amb AF-oMSCs. S’observen restes de
COSEAL® que s’indiquen amb fletxes negres.

5.2.6. DETECCIO DE LES AF-oMSCs MARCADES AMB MPIOS EX VIVO

S’avaluen els dos animals d’aquest grup experimental després de 7 i 21 dies
d’evolucio de la reparacid. Es fa la deteccié de les AF-oMSCs marcades utilitzant les

metodologies que es descriuen a continuacio:

5.2.6.1. Tinci6 de PERL’'S

La Tincié de PERL's s’utilitza per evidenciar la preséncia de ferro intracel-lular en les

AF-oMSCs i es visualitza com a coloracio blavosa.

Tal com es mostra a la figura 5.20., s'observen AF-oMSCs positives pel ferro a la
zona on es troba el PLGA dels animals tractats amb AF-oMSCs marcades amb
MPIOs. Contrariament, no s’observen cel-lules marcades en el teixit fibros per sobre
de la biomatriu, la qual cosa suggereix que les AF-oMSCs no han modificat la seva

posicio.

En la segient taula es mostra el recompte de AF-oMSCs per camp:
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Dosi AF-oMSCs L, Recompte
Temps evolucié .
Ovella marcades (dies) AF-oMSCs positives
ies
administrades per camp
1818 1,53 x10° 21 1-2
016 2,26 x10° 7 5-10

Taula 5.7. Dosi cel-lular administrada, temps d’evolucié i recompte de AF-oMSCs positives per la tincio

de PERL's en els animals reparats amb PLGA i AF-oMSCS marcades amb MPIOs.

e

Figura 5.20. Tincié de PERL's dels talls histologics de I'ovella O16P reparada amb PLGA colonitzada amb

AF-0MSCs marcades amb MPIOs. Es distingeix la coloracié blava que adopta el ferro amb aquesta tincid.

Les zones blanques corresponen a la matriu de PLGA. A) 20X i B) 40X.

Aixi mateix, s’observen macrofags amb pigment hemosiderinic que es tenyeixen

positivament en la zona amb hemorragia de 'ovella 7779, la qual s’ha reparat amb

PLGA i AF-oMSCs sense marcar (Figura 5.21.).

4

.(.

N

Figura 5.21. Tincié de PERL's dels talls histologics de I'ovella 7779 reparada amb PLGA colonitzada amb

AF-0MSCs sense marcar. S'observa la preséncia de ferro intracel-lular en la zona hemorragica.
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5.2.6.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Mitjancant aquesta técnica no invasiva es detecta la pérdua de senyal (tonalitat
negra) en la zona del MMC en les ovelles O16 i 1818 reparades amb AF-oMSCs
marcades en comparacid al control (Figura 5.21. B, C i A, respectivament). El grau
de pérdua de senyal que correspon a la intensitat de marcatge és superior en
l'ovella 016 que en la 1818. Aquests resultats es corresponen amb la quantitat

d’AF-oMSCs positives en la Tincié de PERL's recomptades per camp.

A més a més, també s’observa una lleugera pérdua de senyal (tonalitat grisosa) en
la vértebra 7779 que ha sigut reparada amb PLGA i AF-oMSCs sense marcar (Figura
5.21. D) en la zona sota la cicatriu. Aquesta pérdua de senyal coincideix amb una

zona hemorragica.

JUEE BRUPER BIORRE a0

TEHEGHH B Ejaiz 19 { oy 2009
(TN BN Tz 1500
T

Ceieb T

L7sE

o] e B A BT T
F O OGN Cm
AT B2

L] et R T

ire SRUFER BIOEREC J0A0.  UAS SRLER BIGERES i
forz oz C Diabe 19 ploy 2008 (ORIl D 4 plot 2003
a1 Thnge 12221 fanda 11
F 501y ik EATE

. b - -

_‘-T"'
i &

‘M:m il
5 .

i A0
Llasy

iy FEE

L 1as7

4 el Sy e
P TATL )

B LV TR |
T BRI £
O AR e T

i A0 iy
I et sl HEL

Figura 5.21. Deteccié de AF-oMSCs en el teixit del nounat ovi mitjancant RMN: A) Control PLGA, B)
PLGA+AF-0MSCs marcades 016, C) PLGA+AF-o0MSCs marcades 1818 i D) PLGA + AF-oMSCs 7779.
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5.3. DISCUSSIO DE RESULTATS I CONCLUSIONS

En aquest capitol s’ha desenvolupat un protocol optimitzat per dur a terme la
colonitzacié de biomatrius de PLGA. S’han avaluat tres metodologies i s’ha escollit
el sistema agitat fent Us de l'agitador de tubs, ja que assoleix eficiencies de
colonitzacié elevades i el temps requerit per maximitzar el percentatge d’AF-oMSCs
adherides a la biomatrius fixat en 16 hores s’ajusta a la disponibilitat horaria del

personal investigador.

En totes les produccions d’AF-oMSCs s’ha obtingut una dosi clinica entre 2-4x10°
AF-oMSCs i el marcatge amb MPIOs s’ha fet amb una eficiencia minima del 89,4%.
En un sol cas en qué el temps de cultiu previ al marcatge ha estat solament de 17
dies, la dosi final ha estat de 1,86x10° AF-oMSCs vives. Aquests resultats confirmen
gue els protocols d‘aillament, expansié i marcatge de les AF-oMSCs desenvolupats

en els anteriors capitols sén fiables, consistents i reproduibles.

Un cop la biomatriu ha estat colonitzada, s'ha demostrat que es pot mantenir la
viabilitat de les AF-oMSCs fins al moment de la reparacid6 mantenint-la a una
temperatura de 37°C i submergida en medi basal fresc. Tot i aixi, s'observa que la
matriu colonitzada esdevé més dura i menys mal-leable amb el temps. Aix0
explicaria el fet que una de les biomatrius s’hagi trencat al manipular-la durant la

reparacié del MMC.

En aquesta fase també s’han detectat tres casos de tancament parcial espontani del
MMC. Tot i que la literatura descriu la possibilitat de que es produeixi aquest
fenomen en el model animal ovi (137), sabem que és critic obrir ampliament la

duramater durant la cirurgia d’induccié del MMC per evitar que es doni.

En I’'estudi histologic dels fetus ovins tractats, s'observa la preséncia de la biomatriu
de PLGA en aquells animals que han evolucionat durant menys temps. En canvi,
s’‘observa la generaciéo de nou teixit connectiu organitzat en els animals del grup
control, que s’han recuperat com a minim 46 dies després de la reparacid. Aquests
resultats confirmen, no només els estudis de degradacid in vitro fets anteriorment
pel nostre grup (135), sind també els publicats recentment per Velasco et al. on es

fixa el temps de degradacié d’entre 1 i 2 mesos (55).

Desafortunadament, |'aplicacié de les biomatrius de PLGA colonitzades amb AF-
OoMSCs no ha esdevingut un suport per a la generacid de teixit muscular ni

osteocartilaginds en el nostre model experimental.

L'4nica experiéncia publicada sobre la utilitzaci6 d’AF-MSCs en un model animal

d’espina bifida ha estat amb un model de rata i amb induccié del MMC mitjancant
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acid retinoic. En aquest estudi es reporta que la injeccid directa d’aquestes cél-lules
a la cavitat amniotica afavoreix la formacié d’'una capa cutania rudimentaria (138).
Aixi doncs, la combinacié de les AF-oMSCs amb biomatrius de PLGA oferiria una
avantatge ja que permetria la formacié d’una capa tissular addicional formada per

teixit connectiu organitzat entre la medul-la i la pell.

Estudis similars amb matrius sintétiques en model animal, com per exemple, el
portat a terme per Saadai et al. (66) en qué s’aplica nanofibres de PLA, mostra
també una bona integracié de la biomatriu al teixit fetal circumdant sense reaccié

inflamatoria o a cos estrany, perd amb accentuada pérdua de teixit neural.

En els estudis histologics dels animals tractats, s‘observa una elevada freqiiéncia de
zones hemorragiques després de la implantacié de les matrius de PLGA. Una
possible explicacié a aquest fenomen podria ser que les biomatrius també hagin
modificat la seva consisténcia in vivo abans d'iniciar el procés de degradacid, fins al
punt de malmetre els teixits adjacents, incloent les estructures medul-lars. Aquesta
teoria juntament amb les sinéquies uterines detectades durant la cirurgia de
reparacié, podria explicar que la taxa de supervivéencia hagi estat Unicament del
10%, molt menor a les generalment reportades pels grups dedicats a |'estudi
d’aquesta patologia utilitzant el model ovi i que se situa en el 40-70% (60, 62,
137).

Mitjancant la tincié de ferro, s’ha confirmat la preséncia de cél-lules positives en la
zona de reparacié de tots els animals tractats amb PLGA i AF-oMSCs marcades, i
aquesta coincideix amb la pérdua de senyal en les imatges de RMN. A més, aquest
senyal és més intens per l'ovella 016 a la qual es va administrar una dosi major de

AF-oMSCs marcades i ha evolucionat durant Unicament 7 dies.

En les zones hemorragiques d’animals reparats amb AF-oMSCs sense marcar, s'ha
detectat macrofags amb diposits de ferro a l'interior. El fet que les hemorragies
també s’observin com una pérdua de senyal en les imatges ponderades en T2 i
T2*, ens indica que la deteccié del ferro mitjancant imatges de RMN o tincions
histologiques, no és especifica per la preséncia de les MPIOs utilitzades per marcar
les AF-oMSCs. Per tant, si el model animal presenta hemorragies en la zona

reparada dificultara el seguiment de les AF-oMSCs marcades i implantades.

Finalment, pels motius préviament exposats, es pot concloure que les biomatrius de
PLGA no son adequades pel tractament del MMC en el nostre model experimental.
Aixi mateix, la preséncia d’hemorragia a la zona del MMC pot interferir el seguiment
de les AF-oMSCs marcades amb MPIOs.
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REPARACIO PRENATAL DEL MMC UTILITZANT
BIOMATRIUS DE FIBRINA I AF-oMSCs
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6.1. INTRODUCCIO

En l'anterior capitol s’'ha demostrat que les biomatrius de PLGA poden exercir un
efecte indesitjat sobre el teixit neuronal dels fetus amb MMC. A més, la seva forma

i estructura no permet sempre una bona adaptacio a la lesié del MMC.

Aixi doncs, es pensa en un tipus de biomatriu biocompatible, biodegradable, més

tova i mal-leable per tal de que s’ajusti millor a la forma de la lesié del MMC.

En aquest sentit, la fibrina serveix com a suport de la reparacié tissular in vivo
després d’una ferida i es genera a través de l'activacié de la cascada de la

coagulacié.

Xl => Xlla Via intrinseca Traumatismo

v v

Xi>Xla Fx tisular
¢ (— caﬂ» ¢
IX=> IXa Vila € Vil
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Figura 6.1. Cascada de la coagulacié. En la il-lustracié es descriuen les diferents vies i factors implicats

(Font: http://saulvelazquez.blogspot.com.es/2013/02/vias-y-cascada-de-la-coagulacion.htm).

Els principals actors en la polimeritzacié de la fibrina sén el fibrindgen i la trombina.
El fibrindbgen consisteix en dues parelles de polipéptids, cadascuna de les quals
formada per cadenes Aa, BB i y, i estan connectats entre si per ponts disulfur
(Figura 6.2.). Les cadenes BB i y formen la regié D, que al seu torn s’uneix a la
regid E a través del segment enrotllat. Les cadenes a s’uneixen a la regid E a través
del Fibrinopéptid A (FPA) i Fibrinopéptid B (FPB).

La trombina és una proteasa present al plasma que produeix l'excisid, en primer
lloc, del FPA. Els monomers esdevenen insolubles i s'uneixen entre si donant lloc a
la formacio de la protofibrilla en doble hélix. Seguidament, es produeix |I'excisié de
FPB que resulta en l'alliberacié de la cadena a de la regié E, I'agregacié lateral de

les protofibrilles i, finalment, la polimeritzacié de la fibrina. La preséncia dels ions
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de calci catalitzen l'activitat de la trombina, la qual cosa facilita la formacio

d’enllacos creuats i I'estabilitzacié de la fibrina.

Fibrinogen
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Figura 6.2. Representacio esquematica del procés d’agregacié de la fibrina. El fibrinogen esta compost
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per dos grups de cadenes Aa, BB i y. Cada cadena a esta connectada amb la regidé E a través de I'FPA i
FPB. La regié D s’uneix a la regio E, i I'excisié de la FPA mitjancada per la trombina indueix la formacio
de la protofibrilla. A conseqliéncia, es dona I'excisié de la FPB i s’allibera la cadena a de la regid E, el que
contribueix a I'agregacié lateral de les protofibrilles donant lloc a la formacié de la fibrina (139).

Els fibrinopéptids que s‘alliberen durant la polimeritzacié6 de la fibrina, sén en si
mateixos bioactius i contribueixen a la reparacio tissular a causa de la seva activitat
mitogénica, quimiotactica i proangiogénica. Els productes de degradacié de la
fibrina també sén coneguts com a activadors de la reparacié de les ferides (140). A
causa d’'aquestes propietats, la fibrina esdevé un suport insoluble i proporciona al

mateix temps citocines que estimulen les cel-lules del voltant.

Les biomatrius de fibrina s’han utilitzat en una gran varietat d’aplicacions cliniques
per les seves propietats, no només com a hemostatic quirdrgic, sind6 també com

segellant i adhesiu de teixits.

Alguns dels productes de fibrina comercials, com per exemple el TISSEL® o
ARTISS® (Baxter Healthcare Corporation) tenen |'aprovacié FDA des del 1998 i el
seu mecanisme d’accid, eficacia i seguretat sén coneguts (141). Aquests productes
mimetitzen I'etapa final de la coagulacié amb la conversié del fibrinogen a coagul de

fibrina en preséencia de calci i trombina.

El gel de fibrina pot ser emprat també en el camp de I’'enginyeria tissular com a

vehicle tridimensional i biodegradable de les cel-lules, ja que és facil de manipular,

124



Capitol 6: Reparacié del MMC amb Fibrina

presenta una excel-lent biocompatibilitat, minims efectes immunodgens, bones
propietats mecaniques i quimiques, una Optima taxa de degradacié i la seva
estructura permet 'adhesié cel-lular (139, 142). A més, existeixen estudis en els
que s’ha reportat el manteniment de la capacitat de diferenciacié osteogénica in
vitro de les MSCs dins de biomatrius de fibrina (143, 144).

Partint de la informacié exposada, es planteja emprar les biomatrius de fibrina en la
reparacié del MMC. Per al nostre estudi, a més, és interessant treballar amb una
font, a ser possible, d’origen ovi, en un context autoleg i asequible economicament.
Per aquests motius, enlloc d'utilitzar fibrines comercials, que procedeixen de pols de
plasma huma i tenen un preu elevat, es decideix utilitzar el plasma procedent de la
sang periférica de la mateixa ovella gestant com a material de partida que, tot i no
ser autologa, té un grau de parentesc elevat. Un cop separat el plasma, és possible
induir la formacié del coagul de fibrina in vitro mitjancant I'addicié de calci a 37°C
(145, 146).

Aixi doncs, en aquest capitol es descriu la protocol-litzaci6 de la fabricacié de
biomatrius de fibrina a partir de plasma ovi de les ovelles gestants, la combinacid
del coagul de fibrina amb les AF-oMSCs per esdevenir el seu vehicle, la seva
aplicacié durant la reparacié del MMC i l'avaluacié histologica i neurologica dels

fetus tractats.

L'inici d’aquest estudi coincideix temporalment amb la finalitzacié de la reparacié
MMC amb PLGA. En conseqliencia, no s’havien completat les avaluacions
histologiques de les ovelles reparades amb biomatrius de PLGA i AF-oMSCs amb
MPIOs en el moment en que es fa la definicidé dels grups experimentals amb fibrina.
Es per aquesta ra6 que es manté el marcatge cel-lular amb MPIOs per fer el
seguiment de les AF-oMSCs ex vivo i, per tant, s’inclou en aquest capitol com a un

dels grups experimentals.
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6.2. RESULTATS

6.2.1. PREPARACIO DEL CONSTRUCTE DE FIBRINA

Els constructes en forma de coagul de fibrina utilitzen com a material de partida el
Plasma Pobre en Plaquetes (PPP) procedent de sang periférica de les ovelles
gestants tant per als estudis in vitro com per a la reparacié del MMC i es fabriquen
seguint el protocol descrit al capitol de materials i métodes (apartat 9.12.

Preparacio de les biomatrius de fibrina).

Es important destacar que previ a iniciar la fabricacié dels constructes, s’ha
comprovat que el PPP no coagula de forma espontania a 2-8°C, temperatura
ambient ni a 37°C una vegada fraccionat. A més, també s’ha confirmat que el PPP
es pot emmagatzemar durant un minim de 48h a 2-8°C i manté estable la capacitat

de coagulacio al afegir el CaCl,.

El PPP ovi, en comparacio a I'huma, és de color més groc pal-lid i presenta menys
terbolesa. Aquest fet no ha derivat en incidéncies quant a coagulacié durant la

fabricacio dels constructes.

De forma qualitativa, s’ha observat que la preséncia de AF-oMSCs li déna una

major consisténcia al coagul de fibrina, mantenint la mal-leabilitat.

Mitjancant una observacié microscopica del constructe, s’observa una distribucié

uniforme de les AF-oMSCs, tant al llarg de la superficie com en profunditat (Figura
6.3.).

Figura 6.3. Aspecte macroscopic (A) i microscopic (B) del constructe de Fibrina amb AF-oMSCs un cop
finalitzada la seva fabricacié. A la segona fotografia s’observen les AF-oMSCs de la linia AF 306 amb

morfologia arrodonida i de forma individual (10X, Ph1).
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6.2.2. ESTABILITAT DE LES AF-oMSCS EN EL CONSTRUCTE DE FIBRINA

Per evitar la deshidratacid del constructe i mantenir la viabilitat de les AF-oMSCs
durant la seva conservacié a 37°C durant unes hores, s’afegeix medi basal fresc

sobre el constructe.

En primer lloc, es confirma que la consisténcia del coagul es manté, i que les AF-
0MSCs es troben repartides homogéniament en tot el volum que ocupa el gel de
fibrina, sense migrar cap al medi que alimenta el constructe, ni adherir-se a la base

plastica de la placa de cultiu.

A continuaciod, es porta a terme l'estudi d’estabilitat propiament dit que va dirigit a
avaluar si les cél-lules romanen vives en el gel de fibrina. Es fa un seguiment

mitjangant microscopia Optica i també utilitzant microscopia de fluorescencia.
6.2.2.1. Microscopia optica (camp brillant)

Quant a la morfologia cel-lular, s‘'observa que a partir de les 12 hores al gel, les AF-
0MSCs inicialment rodones comencen a estirar-se fins a adoptar la seva forma

tipicament fibroblastica (Figura 6.4.).

Figura 6.4. Observacid de les AF-oMSCs en el gel de fibrina a les 12h (A; 20X, Phl) i 8 dies (B; 10X
Ph1) de la fabricacié del constructe en el qual han format una xarxa cel-lular tridimensional.

El color del medi de cultiu que alimenta les cél-lules vira de color rosat a taronjos,
indicatiu de la preséncia de subproductes del metabolisme cel-lular. Si es fan canvis
consecutius del medi, es veu clarament com no només les AF-oMSCs es mantenen

vives sino que es multipliquen fins a formar una xarxa cel-lular tridimensional.

6.2.2.2. Microscopia de Fluorescéncia
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Mitjangant microscopia de fluorescéncia es poden observar les AF-oMSCs de forma
individual amb més definicid, i distingir clarament el nucli del citoplasma cel-lular
(Figura 6.5.).

Figura 6.5. Aspecte de les AF-oMSCs 2729 en el coagul de fibrina a les en el moment de la preparacio
del constructe (A, 20X i B 20X, zoom 2) i després de 4 dies (C, 20X) i 10 dies (D, 20X) de la fabricacié
del constructe. En vermell (PKH26) es tenyeix el citoplasma cel-lular i en blau (Vybrant® Violet

DyeCycle™) el nucli cel-lular.

En aquest cas, les AF-oMSCs també son inicialment arrodonides i es troben aillades.
A mesura que passen els dies, s‘observa la preséncia de prolongacions cel-lulars
que indiquen el canvi a morfologia fibroblastica i I'aparici6 de connexions
intercel-lulars. Cal destacar que, tot i que el marcatge nuclear es manté, el
marcatge citoplasmatic es va perdent a mesura que avanca el temps fins a no

poder distingir el limit del citoplasma cel-lular en la majoria de les AF-oMSCs.
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6.2.3. APLICACIO DE LES BIOMATRIUS DE FIBRINA I AF-OMSCS EN EL
MODEL OViI DE MMC

S’han destinat un total de 10 ovelles gestants per avaluar aquest tipus de

constructe, distribuits en els tres grups experimentals segients:

= Grup 1: Fibrina (control), 3 animals
- Grup 2: Fibrina + AF-oMSCs, 4 animals
- Grup 3: Fibrina + AF-oMSCs marcades amb MPIOs, 3 animals

Es repeteix el procediment general utilitzat en el capitol anterior. Es a dir, es porta
a terme la induccié quirdrgica del MMC en el fetus ovi al voltant del dia 75 de
gestacio, i s'aprofita aquesta etapa per recollir I’AF. Durant la cronificacié de la lesio
del MMC, que ocupa un periode aproximat de tres setmanes, es cultiven i
multipliquen les AF-oMSCs, i finalment es marquen amb MPIOs si s’escau. Després
d’aquest temps, es fabriquen els constructes de fibrina contenint AF-oMSCs i es

repara el MMC del fetus ovi al voltant del dia 95 de gestacio.

6.2.3.1. Induccié quirargica del MMC

En el moment de fer la cirurgia d‘induccié del MMC, I'edat gestacional de les ovelles
d’aquest estudi és de 75 (67-77) dies. Es recull un volum de AF de 89 (83-93) mL

gue es processa a les 4 (2-8) hores de |'obtencid.

La induccié quirdrgica del defecte es fa sense incidencies. Només destacar que en el
cas de l'ovella 28 el fetus té una mida més gran de l'esperat, la qual cosa fa pensar
gue probablement |'ovella gestant ha estat mal datada. Tot i aixi, es manté aquest

animal en I'estudi pendent de la valoracié final.

6.2.3.2. Aillament, expansio i marcatge de AF-oMSCs amb MPIOs

Es processen 8 mostres d'AF per assegurar tenir dosi cel-lular per preparar els set
constructes corresponents al grup experimental 2 (4 animals amb Fibrina + AF-
OMSCs) i el grup experimental 3 (3 animals amb Fibrina + AF-oMSCs marcades
amb MPIOs).

L'aspecte de les vuit mostres de AF rebudes és normal. En dos dels casos es
detecta macroscopicament la preséncia de restes de teixit (en AF 28 de color
grogds, i en AF 306 de color marronds). En una de les mostres (AF 104), a més,

s’observa preséncia d’eritrocits en la mostra un cop s’observa al microscopi.

Es sembren 80 mL d’AF en tots els casos i es mantenen en cultiu durant 10 (9-11)

dies. Passat aquest temps, es recuperen 9,11x10° cél-lules (1,97x10° - 2,39x10°)
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al 96,5 (75,9-99,0)% de viabilitat que es ressembren per dur a terme l|'etapa
d’expansié de AF-oMSCs.

La seglient etapa s'adequa a les dates de quirofan disponibles per a la reparacio del
MMC, de manera que s’extén entre 4 i 11 dies més. Després d’aquest segon passi
s’obtenen 4,06x10° (2,18x10° - 18,7x10°) AF-oMSCs amb una viabilitat de com a
minim el 94%. Aquests valors corresponen a una densitat cel-lular en cultiu de
1,57x10* (1,19x10* - 8,00x10*) AF-oMSCs/cm?.

Les suspensions d’AF-oMSCs que corresponen al grup experimental 3 (Fibrina + AF-
oMSCs marcades amb MPIOs), concretament les linies AF 633, 27 i 28, es
ressembren i, aproximadament a les 24 hores, un cop les AF-oMSCs ja estan
adherides a la superficie del flasco, es porta a terme la incubaci6 amb MPIOs. El
percentatge de AF-oMSCs positives pel marcatge és superior al 95,0% en les tres

linies cel-lulars (Taula 6.1.):

LINIA CEL-LULAR 633 27 28
AF-0MSCs 1,54 x10° 2,37 x10° 4,28 x10°
AF-oMSCs marcades (%) 95,5 95,7 99,1
AF-oMSCs marcades 1,47 x10° 2,27 x10° 4,24 x10°

Taula 6.1. Quantitat de AF-oMSCs destinades al marcatge cel-lular, percentatge de AF-oMSCs que han
internalitzat MPIOs i quantitat final de AF-oMSCs marcades.

Seguidament, es fabriquen els constructes que s’utilitzen per a la reparacio del
MMC en el model animal. En aquest moment, dues de les ovelles gestants del grup
control (87921 i 107) han reabsorbit els fetus (Figura 6.7.). Com que estem
especialment interessats en veure l'accié de les AF-oMSCs, es mantenen el nUmero
d’animals destinats al grup experimental 2 (4 animals) i grup experimental 3 (3

animals).

Per tant, es fabrica un coagul de fibrina sense cel-lules i set amb AF-oMSCs. La dosi
cel-lular que contenen els coaguls amb AF-oMSCs és de 3,45x10° (1,63 x10° - 4,28
x10°) i una viabilitat del 97,5 (93,0-99,0)%.

Tal com s’ha comentat anteriorment, no es produeixen incidéncies durant la
fabricacié dels constructes. En tots els casos, la coagulacidé es fa en els primers 5
minuts després de l'addici6 de CaCl, i posteriorment tots ells es mantenen
alimentats amb medi M199 suplementat fins al moment de la reparacid, que es

dona entre 18 i 21 hores després de la fabricacio dels coaguls de fibrina.
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Figura 6.7. Evolucid dels grups experimentals fins al moment de la reparacié del MMC.

6.2.3.3. Reparacioé del MMC amb coagul de Fibrina i AF-oMSCs

El tractament dels 8 animals amb MMC que es mantenen vius es duu a terme el dia
de gestacié 95 (88 - 100). Tal com es mostra a la figura 6.8., s’aplica el coagul de
fibrina (contenint AF-oMSCs en el grup experimental 2 i 3); es col-loca el substitut
de pell Matriderm® per sobre i, a continuacié, es fixa amb adhesiu bioldgic
COSEAL®.

Com a incidéncies destacables, cal comentar que en dos dels casos (ovelles 306 i
28) hi havia moltes adheréncies de I'epipld a I'Uter la qual cosa ha donat lloc a una
cirurgia de reparacid dificultosa. Per altra banda, s’‘observa un tancament parcial
espontani del MMC en el fetus de l'ovella que es sospita una edat de gestacid
erronia (ovella 28). Finalment, destacar que es produeix una polimeritzacid

defectuosa de I'adhesiu bioldgic COSEAL® durant la reparacié de l'ovella 633.

Pocs dies després de la cirurgia de reparacié, dues ovelles del grup experimental 2
(Fibrina + AF-oMSCs) avorten i, quasi ja arribant a terme, també ho fa una ovella
del grup 3 (Fibrina + AF-oMSCs marcades amb MPIOs) (Figura 6.7). A més, també
és important esmentar que un dels nounats del grup experimental 2 es recupera
mort quan es fa la cesaria de I'ovella gestant i que I’Unic animal del grup 1 (control)

neix durant el cap de setmana i es troba mort a l'arribar el segient dilluns.
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Figura 6.8. Reparacié del MMC de l'ovella 633: A) Separaci6 periférica de les vores de la pell per donar espai per introduir posteriorment el Matriderm®, B) Coagul
de fibrina en la placa de 12 pous alimentat amb medi basal, C) Aposicié del coagul de fibrina sobre el teixit neuroldgic exposat cobrint completament el defecte, D)
Cobertura del constructe amb el substitut de pell Matriderm® que es situa per sota de la pell en la periféria de la lesid, E) Segellat amb adhesiu COSEAL® cobrint el

defecte i la pell periférica.
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En conseqiliéncia, neixen vius Unicament un maxim de 3 animals dels 10 amb els
que es van iniciar l'estudi (87889, 633 i 28), el que representa una taxa

d’avortament del 70%.

Figura 6.9. Distribucié de les ovelles en el diferents grups experimentals al final de la gestacid.

Els dies d’evolucié del fetus des de la reparacid fins al naixement es mostren en la

seglient taula:

OVELLA GRUP EXPERIMENTAL TEMPS (dies)

87889 Fibrina 48
633 Fibrina+ AF-0MSCs 49
28 marcades amb MPIOs 11

Taula 6.2. Temps transcorregut des de la reparacié fins a I'obtencid del nounat viu dels animals

reparats amb coagul de fibrina.

6.2.4. AVALUACIO DELS FETUS OVINS TRACTATS
6.2.4.1. Avaluacié motora i neurologica dels animals

Dels animals recuperats, Unicament és possible fer I'exploracié neuroldgica a un

d’ells.

L'ovella 87889 neix en diumenge i el dilluns es troba morta. Es important comentar
que la zona del MMC es troba totalment oberta i que presenta atrofia muscular en

les potes posteriors.
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L'ovella 28 pateix complicacions en el moment de la reanimacié del nounats durant
la cesaria la qual cosa impedeix dur a terme |'avaluacio. Cal destacar que el defecte
es veu macroscopicament tancat en el moment de la recuperacié de I'animal, i no

s’observa atrofia muscular, deformitats ni hidrocefalia.

L'ovella 633 presenta un tancament incomplert del MMC al néixer, restant
aproximadament un 10% del defecte no cicatritzat (Figura 6.10.D) i pérdua de
liquid cefaloraquidi. No s’observen trastorns en la deglucid, hidrocefalia, deformitats
ni atrofia muscular. Mostra reflexes muscular i anals, tot i que no es manté en

posicié de bipedestia i tampoc camina.

Figura 6.10. Ovelles 27 (A, C) i 633 (B, D) reparades amb coagul de fibrina. A) Fetus avortat i
recuperat mort 37 dies després de la reparacio, B) Alimentacié del nounat ovi 633 a través de bibero
amb calostre ovi; C i D) Aspecte macroscopic de la zona reparada amb coagul de fibrina i AF-oMSCs
marcades. En l'ovella 27 hi ha cobertura cutania total cobrint el MMC (C), en canvi, en el nounat 633,

s’observa la presencia d’una petita zona de MMC no cicatritzada (D, fletxa vermella).
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Taula 6.3. Avaluacio histologica de la zona del MMC reparada amb coagul de fibrina i AF-oMSCs (si aplica). Per a cadascuna de les ovelles, s’identifica el grup experimental
al que pertanyen, els dies des de la reparacio fins a I'obtencié del nounat ovi i s’avalua 'estat de la medul-la espinal, la preséncia de pell, muscul, cartilag, os, teixit fibrds i
la detecci6 de cél-lules marcades.
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6.2.4.2. Anatomia Patologica de la zona reparada

Respecte a aquest apartat, cal destacar que aquells animals que no han arribat a
terme, pero que s’han recuperat morts en bon estat, s’han processat per avaluar
I'anatomia i formacié de nous teixits a la zona reparada. Aixi doncs, es fan estudis

histologics d’un total de 6 animals (Taula 6.3.).

Unicament en un dels casos estudiats (ovella 28), la medul-la espinal de les
vertebres corresponents a la zona del MMC es troba en la seva localitzacio original,

amb l'estructura i la Duramater conservades (Figura 6.11.A).

En la resta d’animals, la Duramater esta incompleta i la médul-la espinal esta
aixafada i/o enganxada als teixits que s’han format en la zona on s’ha disposat el
coagul de fibrina durant la reparacié (Figura 6.11.B).

Figura 6.11. Aspecte de la vértebra reparada amb coagul de fibrina: 1) Cos Vertebral, 2) Medul-la
espinal, 3) Zona de reparacié del MMC; A) La medul-la esta separada i ben conservada (ovella 87889),
B) La medul-la espinal esta aixafada perdent aixi la seva estructura (ovella 310).
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En els fetus ovins que han evolucionat durant pocs dies després de la reparacio, s'hi
pot apreciar clarament la preséncia del coagul de fibrina en la mateixa posicidé on

s’ha implantat (Figura 6.12.).

Zona Posterior

Zona Anterior ‘

Figura 6.12. Preséncia de coagul de fibrina (cercle vermell) en la zona de reparacié del MMC (ovella
310, 10X).

El teixit de naturalesa fibrosa que s’ha format per sobre la medul-la espinal és molt
organitzat i amb relacié al muscul esquelétic lateral. Per aquest motiu, ens
preguntem si pot ser muscul immadur. Per tal, de comprovar-ho es fa una tincio
amb Tricromic de Masson i immunohistoquimica per detectar desmina i col-lagen III

en teixit ovi.

La zona d’interés presenta positivitat pel col-lagen III pero, en canvi, no hi ha
preséncia de desmina en cap dels teixits analitzats. La tinci6 amb Tricromic de
Masson, a més, també indica la preséncia de teixit conjuntiu, per la qual cosa es

conclou que és un teixit fibrés dens molt ben organitzat (Figura 6.13).

En un dels casos (ovella 28) s’ha detectat la preséncia d’un teixit a la zona de
reparacié que recorda al teixit cartilaginds (Figura 6.14.), tot i que l'estructura és
més desendrecada que l|'observada en el cartilag de creixement d‘una vértebra
sana. Per tal de corroborar el resultat, s’ha dut a terme la tincio
immunohistoquimica del col-lagen II i el resultat ha estat negatiu. Aquest fet,
juntament amb |‘obtencié del fetus ovi tan sols 11 dies després de la reparacid, fa

pensar que pugui procedir de restes quirudrgiques de la cirurgia d’induccié del MMC.
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Figura 6.13. Vértebra reparada amb coagul de fibrina i AF-oMSCs de l'ovella 2729: A) Tincié6 immunohistoquimica per a la deteccié del col-lagen III 1X; Visid
ampliada de la zona d'interés: B) Tincié HE 10X, C) Tincié immunohistoquimica per la deteccié de la desmina D) Tincié Tricromic de Masson 20X; 1) Muscul esquelétic
perivertebral, 2) Teixit fibrds organitzat.
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Figura 6.14. Tinci6 HE de la vértebra reparada amb coagul de fibrina i AF-oMSCs marcades del fetus ovi
28 a (A; 1X) i ampliacié de la zona d’interés a (B; 4X).

També es detecta la preséncia de restes de |I'adhesiu biologic en forma de fibres de

color lilés entre el teixit conjuntiu i la pell, tal com es mostra en la figura 6.15.

Per altra banda, s'observa congestié vascular en tots els teixits de la zona

reparada, la qual cosa forma part del procés inflamatori.

També s’observa la preséncia de pell i I’epidermis en quatre dels cinc animals
reparats amb AF-oMSCs (grups experimentals 2: 310 i 2729; grup experimental 3:
633, 27 i 28), i en tres d'ells aquesta és hiperqueratosica (Figura 6.16.; fletxes
vermelles). Contrariament, a aquesta hi manca en l'animal del grup control
processat (87889).
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Figura 6.15. Preséncia de restes d’adhesiu biologic a la zona de reparacio per sota la cobertura cutania.
Mitjancant la tincié HE s’observen com a fibres de color lilds (Ovella 2729 A) 1X B) 20X).

Figura 6.16. Observacio de pell amb hiperqueratosi en la tinci6 amb HE (Ovella 633, 10X).
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6.2.4.3. Detecci6 de les AF-oMSCs marcades amb MPIOs in vivo
A) Tincié de PERL’S:

S’ha fet tinci6 de PERL's de totes les ovelles processades per estudiar la preséncia

de ferro procedent de les MPIOs.

No s’han observat cel-lules positives per aquesta tincido en les ovelles dels grups
experimentals 1 (control) i 2 (Fibrina + AF-oMSCs). Pel contrari, si que es detecten
cel-lules positives en les tres ovelles reparades amb coagul de fibrina i AF-oMSCS
marcades amb MPIOs (ovelles 27, 28 i 633).

4
)
™

g ) ‘V‘

Figura 6.17. Preséncia de cél-lules positives per la tincié de PERL’s (color blau), indicant preséncia de
ferro intracel-lular: A) Ovella 28, 20X, B) Ovella 633, 40X. En ambdds casos s’observa congestid

vascular en la zona de reparacio del MMC.

A continuacié, es recompten les cél-lules positives pel ferro en les tres ovelles

reparades amb AF-oMSCs marcades i és el seglent:

Temps .
Dosi AF-oMSCs ., AF-oMSCs positives
Ovella d’evolucid
marcades . per camp

(dies)

633 1,47 x10° 49 29

27 2,27 x10° 37 32

28 4,24 x10° 11 250

Taula 6.4. Valors de recompte de les cél-lules positives en la tincié de PERL's dels talls histologics de les

ovelles reparades amb AF-oMSCs marcades amb MPIOs.

L'ovella 28, que ha nascut només 11 dies després de la reparacio i es va tractar
amb una dosi superior a 4x10° AF-oMScs marcades, presenta 250 AF-oMSCs

positives per camp. En canvi, els casos 633 i 27, que evolucionen durant un major
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periode de temps i es van reparar amb una dosi cel-lular menor, es recompten
només 29 i 32 AF-oMSCs positives, respectivament. A més, és important mencionar
gue en l'ovella 27 s’observen cel-lules histiocitaries (macrofags) amb material

positiu dins.

B) Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):

Primerament, destacar que no hi ha hagut incidéncies en la preparacio de les
mostres. S’ha aconseguit incloure les vertebres ovines dins el gel d’agarosa evitant

|'aparicié de bombolles d’aire que podrien interferir en 'analisi de les mostres.
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Figura 6.18. Imatge de RMN de les vertebres reparades de les ovelles 28 (A), 27 (B) i 633 (C). La
pérdua de senyal associada al marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs adopta coloracié negra a la zona
de reparacio del MMC (A-C; fletxa vermella) i és similar en les zones amb d’hemorragia (B; fletxa

verda).
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L'analisi dels teixits ovins mitjancant RMN evidencien pérdua de senyal a la zona de
reparacié del MMC associada a la preséncia de ferro, en totes les ovelles que s’han
reparat amb AF-oMSCs marcades amb MPIOs (Figura 6.18. A, B i C; fletxa
vermella). En dos casos la pérdua de senyal és molt clara (ovelles 27 i 28), i en el

tercer cas és menor (ovella 633).

En aquestes mostres, com també passava en la reparacié amb PLGA, també veiem
zones amb pérdua de senyal que corresponen a hemorragia amb un grau
comparable alla on hi trobem AF-oMSCs marcades, com per exemple, la zona per

sota la medul-la espinal de l'ovella 27 (Figura 6.18. B; fletxa verda).

143



Capitol 6: Reparacié del MMC amb Fibrina

6.3. DISCUSSIO DE RESULTATS I CONCLUSIONS

En aquest capitol, s’ha estudiat la reparacié del MMC mitjancant |'aplicacié de
biomatrius de fibrina i AF-oMSCs.

A partir de la resuspensié de les AF-oMSCs en PPP de |'ovella mare gestant activat
amb CaCl,, s’han fabricat biomatrius tridimensionals sense incidéncies i amb les

caracteristiques adequades per dur a terme la reparacié prenatal del MMC.

També s’ha confirmat que les AF-oMSCs no només es mantenen vives en el
constructe si esta alimentat amb medi de cultiu, sind que, a més, s’hi poden
multiplicar i formar una xarxa cel-lular tridimensional en el seu interior. Aquesta
observacié es correspon amb treballs que reporten la morfologia tipicament
allargada i fibroblastica de les MSCs, aixi com la proliferaci6 de MSCs dins els
coaguls de fibrina (144, 147). Aquest fet s’ha relacionat amb la polimeritzacié de la
fibrina a partir de concentracions optimes de fibrinogen i trombina que donin lloc a
la formacié de porus interns amb una mida, estructura i grau d’homogeneitat
adequada per a la penetracid, adhesid i creixement cel-lular (148). A més, el
constructe de fibrina manufacturat utilitzant el nostre protocol ha demostrat ser
suficientment permeable per permetre el transport de nutrients, i l'intercanvi de
gasos, i adaptar-se a I'ambient mecanic, factors claus en el context de la reparacid
tissular (149).

L'avaluacié de les mostres dels animals tractats revela que la conservaciéo de
I'estructura de la medul-la espinal s’ha produit en un sol cas (1/6). Aquest resultat
és equivalent a l'obtingut en la reparacié utilitzant biomatrius de PLGA (2/7) i
podria estar associat al fet que durant la cirurgia de reparacié no es porta a terme

la reconstruccié del placode neural, ni tampoc el tancament de la duramater.

Malauradament, la zona de reparacié del MMC no presenta la generacio de teixits
com el muscul, el cartilag o os, perd si que en tots els animals es genera una banda
de teixit fibros dens i organitzat per sobre la medul-la espinal. Aquesta dada és
interessant perqué posa de manifest que aquest tipus de constructe no presenta
toxicitat i que ha donat lloc a una capa tissular que evita la sortida del liquid
cefaloraquidi i possiblement també I'empitjorament estructural i funcional del teixit

neuronal durant la gestacio.

També és important mencionar que només en un dels sis animals processats s’ha
observat hemorragia en la zona de reparacié del MMC. La incidéncia d’aquest
fenomen utilitzant biomatrius de PLGA era superior (4/7), pel que es pot afirmar

que la fibrina té una accid6 menys agressiva que el PLGA en la zona de reparacio.
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La preséncia de cobertura cutania s’ha donat Unicament en animals reparats amb
AF-oMSCs, per tant, és raonable suposar que les cél-lules poden tenir un efecte
positiu en aquest sentit. A més, el temps d’evoluciéo del fetus després de la
reparacié fins a la seva obtencié podria tenir un efecte sinérgic a la preséncia de
AF-oMSCs, ja que, s’observa la pell regenerada en els animals que s’han mantingut

com a minim 37 dies.

Per altra banda, i tal com han evidenciat els estudis histologics (tincié de PERL's) i
mitjancant RMN, de nou hem sigut capacos de detectar les cél-lules marcades amb
MPIOs en la zona de reparacié. A més, el marcatge ha demostrat ser estable com a
minim 49 dies utilitzant la biomatrius de fibrina com a suport de les AF-oMSCs en el

model ovi.

Els experiments anteriors també revelen que les AF-oMSCs marcades i
administrades en la zona de reparacié del MMC persisteixen en la posicié on s'ha
ubicat el constructe de fibrina. La informacio sobre la persisténcia i biodistribucié de
les AF-oMSCs implantades en el model animal és clau, sobretot, si I'objectiu final és
el desenvolupament d‘un producte de terapia avancada per a aplicaciéo en I'huma
(150).

L'avaluacié histologica de les ovelles 27 i 633 mostra presencia d’hemorragia i
congestio, respectivament, en la zones de reparacié. En aquests casos, no es pot
discriminar a través del estudis amb RMN si la pérdua de senyal observada prové
pel marcatge amb MPIOs o de I’'hemoglobina del vasos. En la tinci6 de PERL’s de
I'ovella 27 també s’observen ceél-lules histiocitaries (macrofags) amb material
positiu dins. Per tant, es confirma que caldria acompanyar el marcatge de MPIOs
amb una tincié IHQ utilitzant un anticos especific per a MSCs ovines, i aixi poder
confirmar que les cél-lules que donen senyal sén AF-oMSCs marcades i no pas un
altre tipus cel-lular. En el moment que es va dur a terme aquesta part
experimental, es va fer una recerca intensiva en aquest sentit i no es va trobar al
mercat cap reactiu comercial especific per a les MSCs de |'espécie ovina. Per aquest
motiu, es decideix descartar les MPIOs com a métode per al marcatge i seguiment

de les AF-oMSCs en el model experimental ovi.

L'experiéncia en la utilitzacié de la fibrina per a la reparacié del MMC és limitada. De
fet, no hi ha cap estudi publicat on s’hagi aplicat biomatrius de fibrina directament
sobre el MMC, sind que en la literatura s’utilitza la fibrina com a segellant extern

una vegada reparat el MMC amb materials com el pegat de pericardi bovi (31).
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La reparaci6 del MMC amb constructes de fibrina ofereix una avantatge a la
utilitzacié de membrana amniotica publicada recentment per Brown E.G. et al. on,
tot i que reporta la preservacido substancial del teixit neuronal, la membrana
amniotica no s‘integra en el teixit natiu, i a més, no es produeix la regeneracié de
la pell (69). D'altra banda, els resultats obtinguts sén comparables als préviament
publicats anteriorment pel nostre grup en qué s’utilitza un pegat de Silastic i malla
de Marlex recobert pel segellant COSEAL® (63, 64).

També resulta interessant ressaltar que en aquesta fase del projecte s’han recollit
dues incidéncies relacionades amb la reproduccié de la técnica quirdrgica d’induccié
i reparacié del MMC que poden tenir un repercussié important en els resultats
obtinguts. En primer lloc, s’ha donat de nou un cas de tancament espontani de part
del MMC. I per altra banda, s’'ha observat un defecte de tancament del MMC en
I'ovella 633 en la que es va produir un problema de polimeritzacié del segellant
COSEAL® durant la cirurgia de reparacié. La retirada del segellant defectuds i la

substitucio per un altre amb polimeritzacié correcta podria resoldre la incidéncia.

Per concloure, les biomatrius de fibrina sén adequades per vehiculitzar les AF-
oMSCs a la zona de reparacid, ja que son biocompatibles, biodegradables,
permeten la supervivencia i proliferacié de les AF-oMSCs en el seu interior, i
s’adapten satisfactoriament a lesié del MMC. Tot i aix0, la seva utilitzacido no esdevé
en la generacié de teixits durs altament interessants com sén el cartilag o I'os en la

zona de reparacio del MMC.,
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7.1. INTRODUCCIO

En I'anterior capitol s’ha estudiat la reparacié del MMC amb biomatrius de fibrina i s’ha
comprovat que sén un bon vehicle per administrar les AF-oMSCs a la zona del defecte.
Tot i aixi, el teixit resultant, format per un teixit connectiu organitzat i una cobertura
cutania regenerada, no compleix les caracteristiques d’un teixit que pugui servir com a
suport estructural o punt d’ancoratge per implants metal-lics en futures intervencions

quirdargiques.

Per aquesta rad es planteja la necessitat d’afegir un nou component a la biomatriu que
d’'una banda serveixi com a suport de les AF-oMSCs i, per l'altra, aporti factors de

senyalitzacié que condueixin les cél-lules a un llinatge osteocondrogeénic.

Les estratégies d’enginyeria tissular esquelética contemplen la utilitzacié d’empelts
sintetics i també biologics. En aquest sentit, la matriu oOssia desmineralitzada
(Demineralized Bone Matrix “DBM”) al:-logénica s’utilitza habitualment en la cirurgia
ortopédica o maxil-lofacial en aplicacions tan diverses com la fusido espinal, la
pseudoartrosi, en artroplastia de genoll i maluc, la reconstruccié mandibular i la reparacio

del sinus frontal, entre d’altres (151, 152).
Aquesta tipus de biomatriu destaca per les segiients caracteristiques (153, 154):

- Proporciona un suport osteoconductor natural que promou |'adhesié i proliferacio
cel-lular, aixi com la neovascularitzacio.

- Proporciona senyals osteoinductives, proliferatives i quimiotactiques com la BMP-
2, BMP-4, BMP-7, TGF, PDGF, IGF-1 i FGF-1.

- Estimula la migracio6 cel-lular i la diferenciacid dels teixits circumdants.

La utilitzaciéo del DBM liofilitzat ofereix la possibilitat de modificar la seva consisténcia
ajustant la quantitat de liquid per hidratar-lo, de tal forma que es pot aconseguir des
d’una consisténcia més dura fins a una més fluida en forma de gel. A més a més, el DBM,
al ser hidrofilic i pords, pot absorbir i retenir fluids bioactius com la sang, |'aspirat de moll

d’os, el plasma ric en plaquetes o suspensions cel-lulars diverses.

Aixi doncs, en aquest capitol es testaran biomatrius manufacturades a partir d’'una
amalgama de DBM, fibrina i AF-oMSCs. El volum de plasma emprat per hidratar el DBM
tindra com a objectiu obtenir una consisténcia apropiada per tal d’evitar malmetre el

teixit neuronal.

Un cop implantat el constructe, les AF-oMSCs poden colonitzar els xips de DBM,

diferenciar a osteoblasts in vivo i sintetitzar matriu 0ssia, o per contra, tenir una accio de
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tipus paracri amb una efecte crida a altres cel-lules amb capacitat osteogénica in vivo
(155). Per esbrinar si les cél-lules responsables d’una eventual regeneracié del teixit ossi
son les AF-oMSCs administrades, és imprescindible fer-ne el seguiment en la zona de

reparacié del MMC.

A tal efecte, un dels grups experimentals es destinara al seguiment de les AF-oMSCs ex
vivo. Tal com s’ha explicat en capitols anteriors, existeixen diversos meétodes de
marcatge i seguiment cel-lular. En aquest capitol s’aplicara un sistema basat en la
produccié de vectors virals pantropics que codifiquen per la Proteina Verda Fluorescent
(enhanced Green Fluorescent Protein, eGFP) i la posterior transduccié de les AF-oMSCs
per aconseguir |'expressié d’aquesta proteina. Aquest métode permet el marcatge i

seguiment de les cel-lules de forma estable, especifica i a llarg termini.
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7.2. RESULTATS

7.2.1. FABRICACIO DELS CONSTRUCTES AMB MATRIU OSSIA
DESMINERALITZADA I FIBRINA

Els constructes de DBM, fibrina i AF-oMSCs es fabriquen tal com es descriu en |'apartat 9.
13 del capitol de Materials i Métodes. Per a la reparaciéo del MMC es fabriquen dos tipus

constructes:

A) El primer constructe que conté els tres components (DBM, fibrina i AF-oMSCs ) i es
fraccionara en tres lamines en el moment de la reparacié del MMC. El volum de
plasma per volum de DBM utilitzat dona lloc a una consisténcia tipus “putty”
(pastosa).

B) El segon constructe Unicament conté fibrina i servira per omplir I'espai entre les

lamines anteriors.

L'aspecte macroscopic dels constructes es mostra en la seglient imatge:

Figura 7.1. Aspecte macroscopic dels constructes fabricats amb AF-oMSCs, DBM i Fibrina (A) i Fibrina (B).

7.2.2. ESTABILITAT DE LES AF-oMSCs EN EL CONSTRUCTE DE FIBRINA

S’avalua la morfologia mitjangcant microscopia confocal de fluorescéncia de les AF-oMSCs
en el constructe de DBM i Fibrina alimentat amb medi basal i mantingut a 37°C, 5% de
CO, i 95% d’humitat relativa.
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A les 12h, es comprova que les AF-oMSCs es troben distribuides uniformement per tot el
volum del constructe i ja han modificat la seva morfologia inicialment arrodonida,
adoptant-ne una de meés fibroblastica. S’observen prolongacions citoplasmatiques que
comuniquen les AF-oMSCs entre si i que es mantenen després de 4 dies en cultiu (Figura
7.2. fletxes grogues). Les particules de DBM es mostren com a estructures solides i amb

autofluorescencia en el canal blau (Figura 7.2. fletxes blanques).

A B

Figura 7.2. Observacidé de les AF-oMSCs de l'ovella 310 en el constructe de DBM i Fibrina a les 12h de la
preparacié (A) i després de 4 dies (B) (20X). En vermell (PKH26) es tenyeix el citoplasma cel-lular i en blau
(Vybrant® Violet DyeCycle™) el nucli cel-lular. Les particules de DBM adopten també coloracié blava

(autofluorescencia) i s‘indiquen en les imatges amb fletxes blanques.

7.2.3. TRIPLE REPARACIO DEL MMC AMB CONSTRUCTES DE DBM, FIBRINA I
AF-oMSCs

A partir de I'experiéncia acumulada en els capitols anteriors, es decideix fer una primera
seérie de tres animals en els quals es s’avaluara aquest tipus de constructes, perd amb
una peculiaritat: cadascuna de les vertebres d’'un mateix animal es tractara com a un

grup experimental. Aixi doncs, es defineixen els seglient tres grups experimentals:

- Grup 1: Vértebra A, DBM + Fibrina
- Grup 2: Vértebra B, DBM + Fibrina + 1,00x10° AF-oMSCs (dosi inferior)
- Grup 3: Vértebra C, DBM + Fibrina + 4,00x10°AF-oMSCs (dosi superior)

D’aquesta manera també s’avalua si la quantitat administrada d’AF-oMSCs té algun
efecte en el grau de reparacié del MMC, testant dues dosis cel-lulars que corresponen al

rang menor i major amb els que hem treballat fins al moment.
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7.2.3.1. Induccio quirargica del MMC

Es fa la cirurgia d'induccio de les 3 ovelles (97961, 3639 i 87848) entre el dia 74 i 76 de
gestacid sense incidencies destacables i es recullen 93 (85-98) mL d’AF segons es descriu

en l'apartat 9.1. Cirurgia d’Induccié del Mielomeningocele.

7.2.3.2. Aillament i expansio de les AF-oMSCs i fabricacio dels constructes

Entre 3 i 8 hores després de la recollida del AF, es sembren 80 mL d’AF i es cultiven
durant un temps maxim de 21 dies. Al finalitzar I'etapa d’expansié les AF-oMSCs es

tripsinitzen i es recompten les AF-oMSCs obtingudes:

Temps
AF-oMSCs Viabilitat
Ovella cultiu
i vives PO (%)
(dia)

3639 16 5,38 x10° 97
87961 16 2,72x10° 98
87848 21 7,00 x10° 98

Taula 7.1. AF-oMSCs vives i percentatge de viabilitat després de les etapes d’aillament i expansid.

En el cultiu de I'AF 87961 que té una durada total de 16 dies s’obtenen només 2,72x10°
AF-oMSCs vives. En conseqliéncia, en aquest cas, el constructe amb dosi superior es
fabrica contenint 1,70x10° enlloc de 4,00x10°% AF-oMSCs vives.

Cadascuna de les suspensions d’AF-oMSCs es fracciona en els volums corresponents a les
dosis cel-lulars desitjades i es procedeix a la preparacié dels constructes. La quantitat de

DBM afegida a cada constructe es mostra en la seglient taula:

. Dosi Cel-lular DBM

Ovella Vertebra
(AF-oMSCs vives) (mg)
A N.A. 130,4
3639 B 1,00 x10° 126,8
C 4,00 x10° 73,6
A N.A. 86,4
87961 B 1,00 x10° 96,9
C 1,70 x10° 95,9
A N.A. 105,2
87848 B 1,00 x10° 112,5
C 4,00 x10° 87,8

Taula 7.2. Dosi d’AF-oMSCs i quantitat de DBM (mg) continguda en els constructes fabricats per tractar els
fetus amb MMC 87961, 3639 i 87848.
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7.2.3.3. Reparacio del mmc amb biomatrius de DBM, fibrina i AF-oMSCs

La reparacido del MMC dels tres fetus ovins es porta a terme entre el dia 91 i 95 de
gestacid i el defecte en aquest grup d‘animals esta ben establert. Tal com s’ha avancat

anteriorment, a partir del constructe de DBM, fibrina i AF-oMSCs es generen tres lamines

que es disposen en la posicié on hauria d’existir I'arc vertebral posterior (Figura 7.3.A).

Figura 7.3. Reparaci6 del MMC amb biomatrius de DBM, Fibrina i AF-oMSCs: Disposicid de tres lamines
longitudinals de DBM sobre el defecte seguint els monyons ossis (A) i, entremig, es col-loquen lamines de
fibrina (B); es cobreix amb el substitut de pell Matriderm® (C) de manera que els implants quedin enterrat
periféricament per la pell i finalment es segella amb COSEAL® (D); 1) Paret uterina i 2) Part posterior del fetus

ovi.

Per omplir els espais que queden entremig, es col-loquen lamines de fibrina (Figura
7.3.B). A continuacio, es procedeix amb la cobertura amb el substitut de pell Matriderm®
i, finalment, segellant amb el COSEAL® (Figura 7.3.C i D). La cirurgia de reparacié es

porta a terme amb normalitat en els tres animals.

7.2.3.4. Avaluacio dels fetus ovins tractats

Dos dels tres animals evolucionen fins al final de la gestacid. L'ovella 3639 avorta als 13
dies de la reparacié i, els altres dos, 87848 i 87961, arriben a terme amb 47 (144 dies de

gestacid) i 53 dies d’evolucié des de la reparacid (145 dies de gestacio), respectivament.
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L'aspecte macroscopic de la zona del MMC en aquests dos ultims casos és molt
encoratjador. La lesio esta completament reparada en el nounat 87961 i s’observa teixit
seuo0s calcificat en la part més distal (Figura 7.4.A, fletxa vermella). En el nounat 87848,
la zona del defecte també té molt bon aspecte, el MMC esta reparat i, tot i que té una

petita zona de pell que no esta completament epitelitzada, no s’observa perdua de liquid

cefaloraquidi (Figura 7.4.B, fletxa negra).

Figura 7.4. Aspecte macroscopic del MMC de les ovelles reparades amb DBM, Fibrina i AF-oMSCs i nascudes a
terme. A) 87961 i B) 87848. La fletxa vermella indica la preséncia de teixit calcificat i la fletxa negra una petita

zona del defecte que no ha quedat completament coberta de pell.

A) Avaluacié neurologica, sensitiva i motora dels nounats ovins:

Després de la reanimacié dels animals, s’avalua els seu estat neurologic. El nounat
87961 al néixer no presenta trastorns de deglucié ni ataxia. Els reflexes rotulians,
aquil-lians i de retirada son correctes. Té la capacitat de posar-se dempeus i caminar uns
passos. Tot i que el reflex anal sembla correcte, té incontinéncia urinaria i possiblement
també fecal. L'electromiografia d’aquest animal diu que la velocitat de conduccid i els

potencials evocats sén normals i equivalents als del germa sa que ha nascut amb ell.

El nounat 87848 no presenta ataxia ni disfagia. Mobilitza les quatre extremitats, i el
reflexes rotulians, aquil-lians i de retirada sén correctes, malgrat no presenta capacitat
de posar-se dempeus o caminar. El reflex hi és present i no sembla tenir incontinéncia
urinaria. A més, l'analisi electromiografic mostra que els potencials evocats i també la

velocitat de conduccid ciatica sén normals.
B) Avaluacio histologica dels animals tractats

L'analisi dels teixits formats en la zona de reparacid del MMC utilitzant constructes de
DBM, fibrina i AF-oMSCs ens aporta dades molt interessants, que es presenten a

continuacio.
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En primer lloc destacar que, tot i que no es genera teixit cartilaginds ni muscular, si que
observem la formacid de teixit ossi i, a més, la localitzacié correspon a la posicié on s’ha
ubicat el constructe durant la reparacié del MMC. Aquesta troballa es déna només en

aquelles vértebres reparades amb constructes que contenien AF-oMSCs (Taula 7.3.).

Per tal de poder quantificar el teixit ossi neoformat, i tal com es detalla en l'apartat
9.16.3. del capitol de Materials i Métodes, es defineix una escala de puntuacié del 0 al 5
(0) No preséncia de DBM; 1) Preséncia de DBM sense colonitzar; 2) Colonitzacié de
poques espicules de DBM; 3) Colonitzacié de moltes espicules de DBM; 4) Formacié d’'arc

vertebral parcial; 5) Formacié d’arc vertebral complert).

La vertebra control de 'ovella 87961 es puntua amb un O perque no presenta restes de
DBM en la zona de reparacio i les vértebres control de les ovelles 3639 i 87848 amb un

1, ja que s’observa el DBM perd sense colonitzar.

En canvi, en les vértebres reparades amb AF-oMSCs es produeix la neoformacié d’os de

tipus osteocondral i per aposiciéo de matriu sobre les particules de DBM (Figura 7.5.).

Figura 7.5. Tinci6 HE de la zona reparada del nounat 87961. S’'observa la presencia de particules de DBM
originals (fletxa vermella) i la generacid de teixit ossi de novo per aposicid de matriu sobre les particules de
DBM (fletxa negra).
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Taula 7.3. Avaluacié histologica de la zona del MMC reparada amb DBM, fibrina i AF-oMSCs (si aplica). Per a cadascuna de les ovelles, s’identifica el grup
experimental al que pertanyen, els dies des de la reparacié fins a I'obtencié del nounat ovi i s’avalua I'estat de la medul-la espinal, la preséncia de pell, muscul,
cartilag, os, teixit fibrds, teixit adipds, congestié i hemorragia. La formacié d'os es quantifica amb la segiient escala: 0) No presencia de DBM; 1) Preséncia de DBM
sense colonitzar; 2) Colonitzacié de poques espicules de DBM; 3) Colonitzacié de moltes espicules de DBM; 4) Formacié d’arc vertebral parcial; 5) Formaci6 d’arc

vertebral complert.
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En el nounat 87961 (vértebra B) fins i tot s’ha format un arc vertebral complert amb el
que sembla moll d'os a l'interior (Figura 7.6.). Per sobre del teixit ossi, hi ha una banda

de teixit fibrés organitzat i la pell regenerada.

En l'ovella 87848 la neoformacié del teixit ossi no és tan prominent. Tot i aixi, és
important destacar que hi ha ossificacié en forma d’arc vertebral incomplert i aquesta es

ddna sobre la banda fibrosa.

Figura 7.6. Tincid HE de la vertebra B del nounat 87961: A) Visi6 general (1X) i B) Visié ampliada (4X); 1) Cos
vertebral, 2) Medul-la espinal, 3) Arc vertebral posterior, 4) Teixit connectiu organitzat i 5) Pell.
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Per altra banda, també cal remarcar que per primera vegada apareix teixit adipds a la

zona de reparacio, sobretot localitzada a les zones laterals (Figura 7.7.).

Figura 7.7. Tincié HE on es mostra el teixit adipds generat en la zona de reparacié del MMC (10X).

Pel que fa a la medul-la, desafortunadament en la majoria dels casos no es troba

conservada i hi ha particules de DBM impactant en el teixit neural.

7.2.4. REPARACIO DEL MMC AMB CONTRUCTES DE DBM, FIBRINA I AF-oMSCs

A partir dels resultats positius de |I'apartat anterior, s’inicia una nova série experimental
amb un total de 16 ovelles gestants. Com que s’ha observat la regeneracié de l'os fins i
tot administrant la dosi inferior d’AF-oMSCs, és per aquest motiu que la dosi clinica es
manté entre 2,0-4,0x10° AF-oMSCs. Addicionalment, s’introdueix un nou grup
experimental amb les AF-oMSCs marcades amb eGFP per tal de fer-ne el seguiment en la
zona de reparacid. Per tant, els animals en els tres grups experimentals es reparteixen

de la seglient forma:

- Grup 1: DBM + Fibrina (control), 4 animals
- Grup 2: DBM +Fibrina + AF-oMSCs, 7 animals
- Grup 3: DBM +Fibrina + AF-oMSCs marcades amb eGFP, 5 animals

7.2.4.1. Induccid quirargica del MMC

La induccidé quirargica del MMC es fa als 76 (67-89) dies de gestacid sense incidéncies
destacables. Es recullen aproximadament 100 mL d’AF de cadascuna de les ovelles pels
cultius dels grups experimentals 2 (DBM +Fibrina + AF-oMSCs) i 3 (DBM +Fibrina + AF-
0MSCs marcades amb eGFP).

7.2.4.2. Aillament, expansio i marcatge de AF-oMSCs del liquid amniotic
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En els cultius corresponents al grup experimental 2, s’obtenen després de 17 (15-20)
dies de cultiu una mediana de 4,03x10° (2,38 x10°-1,58 x10”) AF-oMSCs vives amb una
viabilitat igual o superior al 94%. Aquestes cél-lules es destinen directament a la

fabricacio del constructe.

En el grup 3, en canvi, un cop les AF-oMSCs han estat aillades, es tripsinitzen i
ressembren en nous flascons de cultiu. A dia 4 i dia 5 d’aquest passi, es transdueixen
amb sobrenedant viral VSV-G/eGFP seguint el protocol descrit a /‘apartat 9.10. de
Materials i Méetodes amb l'objectiu de fer-ne el seguiment ex vivo. L'endema, les AF-

0MSCs es comprova |'expressié de eGFP mitjangant microscopia de fluorescéncia (Figura

7.8.) i es determina l'eficiencia de transduccié obtinguda que oscil-la entre el 31,6 i el
68,9%.

Figura 7.8. Observacido microscopica d’AF-oMSCs tranduides amb el vectors virals VSV-G/eGFP en imatge de
camp clar (A) i amb fluorescencia (B) (4X).

A continuacid, les AF-oMSCs transduides es ressembren de nou per dur a terme l'etapa
d’expansi6 final que dura 5 (4-6) dies i aixi poder assolir la dosi clinica. Al final d’aquesta
fase, s’‘obtenen 4,73x10° (3,68 x10°-5,38 x107) al 97,4 (92,0-98,2)% de viabilitat i amb
una taxa d’expressio de eGFP del 85,2 (73,1-93,6)%.

En la seglient taula es mostren els valors relatius a la dosi administrada d’AF-oMSCs, dosi
AF-oMSCs marcades amb eGFP i quantitat de DBM dels constructes manufacturats per

cadascuna de les ovelles:
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Gru Dosi AF-oMSCs
Ovella rup AF-0MSCs eGFP DBM (mg)
Experimental - s
vives p05|t|ves
718 186,7
87812
DBM + Fibrina 148,9
(control) N.A. N.A.
87884 174,4
76335 143,9
712 2,59x10° 183,8
22066 4,24x10° 149,1
20960 2,03x10° 135,5
20975 DBM + Fibrina + 6
R 3,42x10 N.A. 176,4
87787 4,00 x10° 160,4
75 6,15 x10° 188,4
13336 2,32 x10° 147,2
32523 4,68 x10° 4,38 x10° 137,2
12698 6 6
DBM + Fibrina + 5,10x10 4,34 x10 160,3
151 AF-oMSCs 6 5
marcades amb 4,50 x10 3,72 x10 149,4
12839 eGFP 3,98 x10° 2,90 x10° 159,2
87944 3,15 x10° 2,74 x10° 165,2

Taula 7.4. Dosi d’AF-oMSCs, dosi d’AF-oMSCs marcades amb eGFP i quantitat de DBM dels constructes

manufacturats per la reparacié del MMC; N.A.: No aplica.

7.2.4.3. Reparacio del MMC amb biomatrius de DBM, Fibrina i AF-oMSCs i

evolucio dels animals tractats

En primer lloc, destacar que tots els animals sotmesos a la cirurgia d’induccié continuen
vius en el moment de la reparacid i, Unicament en dos animals (151 i 22066) s’observa
un tancament parcial espontani del MMC. Per tant, el nUmero d’animals destinats a cada

grup experimental es manté en:

- Grup 1: DBM + Fibrina (control), 4 animals
- Grup 2: DBM +Fibrina + AF-oMSCs, 7 animals
= Grup 3: DBM +Fibrina + AF-oMSCs marcades amb eGFP, 5 animals

Després de la reparacido si que es produeix l'avortament d'11 dels 16 fetus tractats
(Figura 7.9.) i arriben a terme 2 animals del grup control (DBM + Fibrina), 2 tractats
amb DBM, Fibrina i AF-oMSCs i 1 amb DBM, Fibrina i AF-oMSCs marcades. Per tant, la

taxa de supervivéncia associada als constructes de DBM és del 31.2%.
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| Ovelles Gestants (n=16) ‘

|

| la cirurgia: Creaccié del MMC ‘

| 2a cirurgia: Reparacié del MMC \
— l

DBM + Fibrina DBM + Fibrina + DBM + Fibrina + AF-oMSCs

\ AF-oMSCs marcades amb GFP
Perdua Fetus: Pérdua Fetus: Pérdua Fetus:
87812 i 76335 87887, 22066, 151, 12698,

l 20975, 712 i 20960 87944, 12839

Nounats vius Nounats vius Nounat viu a
a terme: a terme: terme:
718, 87884 75, 13336 32523

Figura 7.9. Distribuci6 de les ovelles en el diferents grups experimentals al final de la gestacio.

Els dies d’evolucié del fetus des de la reparacié fins al naixement dels animals que

arriben a terme es mostren en la seglient taula:

TEMPS
OVELLA GRUP EXPERIMENTAL EVOLUCIO

(dia)
718 DBM + Fibrina 25
87884 DBM + Fibrina 56
75 DBM + Fibrina + AF-oMSCs 50
13336 DBM + Fibrina + AF-oMSCs 49
32523 DBM + Fibrina + AF-oMSCs marcades 40

Taula 7.5. Temps des de la reparacié fins a la obtencid del nounat viu dels animals reparats amb DBM, fibrina i
AF-oMSCs.

7.2.4.4. Avaluacio dels fetus ovins tractats

A) Avaluacié neurologica, sensitiva i motora dels nounats ovins

Del grup control (DBM i fibrina), l'ovella 718 neix prematurament als 117 dies de
gestaciod i, tot i que esta evolucionada, no sobreviu a la reanimacio per la qual cosa no es

pot valorar.
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L'ovella 87884, també del grup control, presenta el defecte tancat. No presenta ataxia,
trastorns en la deglucié ni hidrocefalia aparent. Mostra parapesia de les extremitats
inferiors, amb pérdua de propiocepcié de les potes posteriors. Té manca de reflexes
osteotendinosos profunds, perdo si reflexes de retirada correctes. Finalment, té

incontinéncia urinaria aparent.

L'ovella 75, que ha estat tractada amb DBM, fibrina i AF-oMSCs (grup experiment 2)
presenta un estat sensitiu, motor i neurologic aparentment normal. Es manté dempeus i
camina sense problemes, i els reflexes osteotendinosos sén correctes. A més a més, no

té ataxia, incontinéncia urinaria ni trastorns en la deglucid.

L'ovella 13336 (grup experimental 2) tampoc presenta trastorns en la deglucio ni
hidrocefalia aparent. Els reflexes de retirada i els reflexes osteotendinosos profunds
també sén correctes. Es manté dempeus sense ajuda, pero no té capacitat per caminar.
En aquest cas, pero, si s'observa ataxia a les extremitats superiors, incontinéncia urinaria

i el reflex anal és dubtos.

Finalment, l'ovella 32523 tractada amb DBM, fibrina i AF-oMSCs marcades, neix
prematurament (138 dies gestacid). El defecte esta tancat encara que li manca
epitelitzacié. No presenta ataxia, ni hidrocefalia i tampoc trastorns en la deglucid. Pel
contrari, si mostra incontinéncia urinaria i anal. Els reflexes son correctes i es manté dret

tot i que no camina.
B) Avaluacio histologica dels animals tractats

L'anatomia patologica de la zona de reparacié s’ha analitzat en els animals arribats a
terme vius i també en tots aquells fetus avortats que s’han pogut recuperar i processar
(Taula 7.6.).

En els animals del grup control, o no s’observa la preséncia d’espicules de DBM o bé hi
son presents acompanyades per osteoclasts (Figura 7.10.). A la zona de reparacid
trobem també teixit connectiu, teixit adipds i, Unicament en I'animal que ha evolucionat

més temps (87884), la pell esta regenerada.

En els animals reparats amb AF-oMSCs sense marcar i que han evolucionat menys de 15
dies (22066, 20960 i 20975), observem que les espicules de DBM tenen una posicié més

aviat lateral i el Matriderm® persisteix (Figura 7.11.).
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Figura 7.10. Tinci6 HE de la vértebra tractada fetus ovi 718 en el que els osteoclasts (fletxes vermelles) estan

reabsorbint les particules de DBM.

Figura 7.11. Tincié HE de la vértebra del fetus ovi 20960 on s’observa la medul-la espinal aixafada, la posici6
majoritariament lateral de les particules de DBM (fletxes negres) i el Matriderm® a la zona central (fletxa
vermella); A) 1X i B) 4X.
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Grup Evolucid L e Presénciade Presénciadeteixit | Presénciade S Altresa
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Grup

experimental

Evolucié
(dies)

Preséncia Presénciade Presénciade

Medul-la espinal d'os muscul teixitfibros

Presénciade
teixitadipos

Presénciade
pell

Altresa destacar

32523
DEM + Fibrina
12698 + AF-oMSCs
marcades
amhb GFP
151

11

16

Aixafada 1 NO Si

Desestructurada
amb DBM 2 NO Sl
impactant

Desestructurada
amb DEM 2 NO NO
impactant

MO

NO

MNO

MNO

Congestioi
hemorragia

Inflamacié aguda

i colonies
bacterianes

Inflamacié aguda

i colonies
bacterianes

Taula 7.6. Avaluacié histologica de la zona del MMC reparada amb DBM, fibrina i AF-oMSCs (si aplica). Per a cadascuna de les ovelles, s’identifica el grup

experimental al que pertanyen, els dies des de la reparacié fins a l'obtencié del nounat ovi i s’avalua |'estat de la medul-la espinal, la preséncia de pell, muscul,

cartilag, os, teixit fibrds, teixit adipds, congestié i hemorragia. La formacié d’os es quantifica amb la seglent escala: 0) No preséncia de DBM; 1) Presencia de DBM

sense colonitzar; 2) Colonitzacié de poques espicules de DBM; 3) Colonitzacié de moltes espicules de DBM; 4) Formacié d’arc vertebral parcial; 5) Formacio d’arc

vertebral complert.
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En 3 dels 6 animals del grup experimental 2 (DBM + Fibrina + AF-oMSCs) trobem

particules de DBM colonitzades en diferent grau, i un d’ells formant un arc vertebral

parcial (Figura 7.12.).

Figura 7.12. Tinci6 HE de: A) Zona d'interes de la vértebra 13336 on s’aprecia l'inici de la sintesi de
matriu Ossia (fletxa negra) (10X); B) Vértebra del fetus ovi 712 on s’observa la formacié d’'una banda de
teixit ossi (2) envoltada per una banda fibrosa (3) entre la medul-la espinal (1) i la pell (4) (4X).

A més a més, resulta interessant la deteccid6 de dos fenomens que no s’han donat
anteriorment. En I'animal 75 es forma una banda de teixit fibrds dens ric en fibres
elastiques i parcialment calcificada formant un arc des dels monyons ossis. Per
confirmar la calcificacid, es fa una tincié Von Kossa a un dels talls histologics sent el

resultat no concloent, ja que el cos vertebral (control positiu intern) no es tenyeix.

En I'animal 13336, les particules de DBM es veuen colonitzades i es troben enmig
d’'una banda de teixit fibros positiva per col-lagen I, indicatiu de la sintesi de nova

matriu ossia (Figura 7.13.).

Figura 7.13. Banda fibrosa positiva pel col-lagen I envoltant les particules de DBM en el nounat 13336
(10X).
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En la resta d’animals, per sobre la medul-la es troba teixit fibrés organitzat positiu

per col-lagen III, barrejat amb les particules de DBM i zones amb teixit adipos.

Respecte a la medul-la espinal, Unicament en aquests dos ultims animals la
medul-la es troba conservada. En la resta, la medul-la esta aixafada i s’hi troben

particules de DBM impactades.

Per Ultim, la cobertura cutania es troba completament regenerada en quatre del sis

animals, i de nou concorda amb un major temps d’evolucio.

Del grup d’animals reparat amb AF-oMSCs marcades amb eGFP comentar que els
resultats son equivalents al grup anterior. Observem particules de DBM
colonitzades en dos dels tres animals processats. La medul:-la espinal es troba
desestructurada i amb particules de DBM impactades. No s’observa teixit muscular,
i en canvi, si teixit connectiu organitzat i teixit adipds. En aquest grup, cap dels tres

animals presenta la pell regenerada.

Finalment, es fa la tincié6 immunohistoquimica de la eGFP en els talls histologics de
les vertebres tractades amb AF-oMSCs marcades. Els fetus ovins 151 i 12698
presenten inflamacié aguda i colonies bacterianes en la zona d'interés. La preséncia
de bacteris distorsiona la deteccid, ja que, es tenyeixen inespecificament. Tenint en
compte aquest fet, les seves preparacions es consideren no valorables. Pel contrari,
si que es detecten AF-oMSCs positives per la eGFP en la zona de reparacié del
nounat a 32523, sobretot localitzades en la zona propera a la cicatriu cutania
(Figura 7.14.).

Figura 7.14. Deteccid d’AF-oMSCs marcades amb eGFP mitjangant técniques d’immunohistoquimica en
la zona de reparacié del MMC del nounat 32523. Les AF-oMSCs positives adopten coloracié marronosa
(20X).
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7.3. DISCUSSIO DE RESULTATS I CONCLUSIONS

En aquest capitol, s’ha estudiat la reparacié del MMC mitjancant l'aplicaciéo de

biomatrius compostes per una barreja de DBM, fibrina i AF-oMSCs.

Els resultats obtinguts evidencien la possibilitat de generar una estructura ossia que
recorda l'arc vertebral posterior, amb moll d‘os a l'interior i que tanca el defecte del

MMC anatomicament d’una forma natural.

El grau de regeneracié del teixit ossi obtingut és variable en funcié de l'animal
avaluat. De forma general, els animals que han evolucionat pocs dies després de la
reparacié solen mostrar poques particules oOssies colonitzades mentre que els
nounats que presenten un arc vertebral parcial o complet solen ser aquells que han

evolucionat fins al final de la gestacioé i han arribat a terme vius.

D’altra banda, també s’observen fenomens en la zona de reparacié que, tot i no
haver donat lloc a teixit ossi com a tal, semblen aportar una avantatge respecte les
biomatrius avaluades anteriorment, com soén |'activacié de la sintesi de col-lagen I o
la formacié d’una banda fibrosa parcialment calcificada. Aqui és important apuntar
que no s’ha pogut verificar la calcificacié de la banda mitjangant una tincié von
Kossa. Aquest fet possiblement pugui estar relacionat amb el tractament amb
descalcificant que es fa a totes les vertebres, prévia inclusié amb parafina per dur a

terme els estudi histologics i immunohistoquimics.

Per contra, I'anatomia de la zona reparada en els animals control (DBM i fibrina
sense AF-0MSCs) és similar a I'obtinguda utilitzant només coaguls de fibrina. Es a
dir, la formacié de teixit connectiu organitzat, aqui amb restes de particules de
DBM, i la possibilitat de regenerar la pell. La deteccié d’osteoclastes en aquesta
zona porta a pensar que en abséncia d’AF-oMSCs, les particules de DBM puguin ser

reabsorbides.

Al voltant del teixit ossi propiament dit, o en el seu defecte, de les particules de
DBM, s’ha observat teixit connectiu organitzat, preséncia de nous vasos i també
I'aparicié per primera vegada de teixit adipds, que s’ha confirmat amb la tincid
especifica S100. Aquest fet, demostraria el possible efecte regenerador dels teixits

d’origen mesenquimals per part constructe.

Malauradament, el fet d’administrar les particules de DBM dins un coagul de fibrina
no ha evitat l'impacte d’algunes particules sobre el teixit neural. No obstant aixo,
I'avaluacié motora i neurologica dels animals que han arribat a terme és favorable,

ja que no només presenten bon estat general, sind que fins i tot han mantingut la
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funcio sensitiva i motora, fins al punt que els nounats poden caminar uns passos.
La possible millora de la lesié neurologica present en el moment de la reparacid a
causa del tractament aplicat no es pot descartar. De fet, un estudi publicat
recentment ha demostrat la millora de la funcié neurologica, aixi com la preservacio
de la densitat dels cordons de la medul-la espinal després de |I'administracié de
MSCs humanes aillades d’un altre teixit extraembrionari, en aquest cas, procedents
de la placenta (156).

Es important destacar que I’exploracié neuroldgica dels animals és dificil per
diferents motius. El primer és que son animals que han sofert dues cirurgies fetals,
per la qual cosa normalment sén més petits i més débils. A més, han estat
obtinguts per cesaria, procediment que requereix anestésia i provoca que necessitin
reanimaciéo immediata, moltes vegades amb intubacié i carrega endovenosa de
glucosa. En el moment del naixement se’ls dona calostre ovi obtingut de granija,
pero la seva capacitat de menjar també pot estar alterada. Aixi doncs, sén animals
debilitats que poden no mostrar bé la seva capacitat de posar-se drets o de
caminar. En ocasions ni tan sols es recuperen després de la cesaria i encara que
I'animal tingui un bon aspecte, no s’‘aconsegueix que respirin espontaniament. Per
fer I'exploracié electromiografica cal que I'animal tingui 24 hores de vida i, aixo,

moltes vegades no ha estat possible.

En consonancia amb els capitols anteriors, la regeneracié de la pell en els animals
ha tingut lloc transcorregut un temps minim des de la reparacid, i que coincideix
amb l'aparicié de les estructures cutanies durant la gestacio en les ovelles i que es

produeix a partir de la tretzena setmana de gestacié (157).

Finalment, hem sigut capacos de detectar ex vivo les AF-oMSCs marcades
mitjancant la transduccié amb particules virals VSV-G que codifiquen per I'eGFP i
gue han sigut administrades posteriorment. Tot i que aquests resultats son
preliminars, ja que s’ha donat en un sol animal, confirmarien la viabilitat del
meétode de marcatge. De totes maneres, caldria acumular més experiéncia per tal
de poder entendre el possible mecanisme de regeneracié del teixit ossi a través de

la identificacio i localitzacié de les AF-oMSCs en la zona de reparacio.

En resum, els constructes preparats amb DBM, fibrina i AF-oMSCs aporten un
avantatge significatiu respecte als altres tipus de biomatrius testades, ja que hem
demostrat la possibilitat de regenerar |I'arc vertebral posterior cobert per una capa

de teixit connectiu organitzat, teixit adipos i pell en el fetus ovi amb MMC.
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Respecte a les limitacions de I'estudi, el model ovi d’espina bifida fetal emprat en
aquest treball és un model induit quirdrgicament. Tot i no ser un model congeénit,
els animals als quals es crea el defecte i han arriben a terme sense tractar,

presenten alteracions anatomiques i neurologiques similars a I'espina bifida natural.

A diferéncia de I'huma, l'ovella com a model animal no permet un control
postoperatori immediat de la gestacid, ja que és un animal gregari que ha de
conviure amb altres ovelles i, per tant, no es pot immobilitzar, ni aillar per
monitoritzar la funcidé uterina i I'estat del fetus. Aixd0 comporta una alta taxa de part

preterme i avortament.

Malgrat tot aix0, és segurament el millor model animal per fer cirurgia fetal de
I'espina bifida per diverses raons: és un animal docil; la durada de la gestacid
permet dur a terme totes les fases experimentals; la mida de |'Uter i del fetus és
adequada per practicar la técnica quirdrgica; el fet que tingui només un o dos fetus
facilita I'abordatge uteri i, finalment, |'equip veterinari de cirurgia experimental amb

que s’ha treballat és altament expert en aquest tipus d’animal gran.
7.4. TREBALL FUTUR

Aquest treball de tesi doctoral proporciona una important prova de concepte per a
la demostracio de l'eficacia del constructe basat en DBM, fibrina i AF-oMSCs en el
tractament prenatal del MMC. Tot i aixi, la preservacio del teixit neuronal no és
completa i es requereix un métode d’administraci6 menys invasiu que doni lloc a
una major superviveéncia dels animals i, al seu torn, permeti una avaluaci6 més

complerta d'aquests quan arribin a terme.

Pensant en la futura aplicacié clinica del producte d’ET dissenyat en I'ésser huma,
els seglients estudis haurien d’anar dirigits a recol-lectar la informacié necessaria
per completar les diverses fases del desenvolupament preclinic per un medicament
de terapia avancada. Es a dir, completar la investigacié relativa a I'eficacia i
seguretat del producte d’ET incloent estudis de biodistribucid/persisténcia,
tumorogenicitat, immunogenicitat i toxicitat (158). Aquests estudis s’haurien de
planificar, dur a terme, monitoritzar, registrar i reportar seguint les Bones

Practiques de Laboratori (BPLs) com a estandard de qualitat.

En aquest sentit, primerament s’hauria de finalitzar I'etapa del disseny del producte
d’ET. La col-locacié d'una capa de substitut de duramater comercial, seguida de la
implantacié del producte d’ET podria evitar I'impacte de particules de DBM sobre el
teixit neural i, per tant, asseguraria la preservacio de la seva integritat. D’altra

banda, I'administracié d’aquests materials per via fetoscopica, enlloc de la cirurgia
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oberta, seria una bona alternativa per reduir I'agressié quirurgica tant per a la mare

com per al fetus (159).

També s’hauria d’ajustar el bioprocés a partir de les AF-MSCs d’origen huma i
avaluar la seva bioequivaléncia mitjancant la caracteritzacié fenotipica i estudis de
poténcia. El fet d’administrar les AF-MSCs marcades eGFP en el model animal
ajudaria a comprendre millor el mecanisme d’accié de les cél-lules implantades en

la zona tractada.

Respecte al potencial immunogeénic, tal com s’ha esmentat anteriorment les MSCs
també procedents d’AF han demostrat tenir propietats immunomoduladores. No
obstant aix0, la informacié relativa al nostre producte cel-lular es podria obtenir a
partir de diversos assajos in vitro, com la quantificacié de I'expressié dels antigens

d’histocompatibilitat (HLA) i els estudis d’inhibicié de proliferacié de limfocits T.

Els estudis preliminars de marcatge de les AF-oMSCs amb MPIOs semblen indicar
que les céel-lules persisteixen en la zona de reparacié del MMC. Tot i aixi, no es pot
descartar que hagin pogut migrar a altres teixits. L'avaluacié de la seguretat del
producte en termes de persisténcia i biodistribucido es podria dur a terme en un
model animal petit com el ratoli immunodeficient, a través l'estudi de I'empelt

ectopic de les cel-lules en teixits com el pulmd, les gonades, el fetge o la melsa.

També resulta critic avaluar el risc d’associat de tumorogeénesi. Tot i que cada
vegada més estudis avalen el baix risc de tumorogénesi associat a les MSCs, el fet
gue siguin d’origen extraembrionari, i per tant, més primitives, fa que puguin ser
considerades més susceptibles a aquests fenomens. El control del nombre de
duplicacions cel-lular durant el procés productiu aixi com la caracteritzacio
citogenética i genética (expressido de c-myc, h-Tert, etc.) previ a la seva implantacié

podrien oferir un coneixement més ampli en aquest sentit.

En resum, aquest treball obre la porta a la fabricacié d’'un nou medicament de
terapia avancada amb potencial d’aplicacié en la reparacié del MMC durant el
periode fetal. A més, podria servir de base per a una nova linia d'investigacio
complementaria dirigida especificament al tractament del teixit neural que ja es
troba lesionat en el moment de la reparacié prenatal i que significaria la curacio de

I'espina bifida.

172



CAPITOL 8: CONCLUSIONS

173



174



Capitol 8: Conclusions

En aquest treball de tesi doctoral s’han avaluat diferents productes d’enginyeria

tissular basats en cél-lules mesenquimals estromals autdlogues, obtingudes de

liquid amniotic per a la reparacié prenatal del Mielomeningocele en un model

d’ovella induit quirdrgicament. En base als resultats obtinguts, s’han extret les

conclusions que es descriuen a continuacio:

L.

I1.

I1I.

Iv.

VI,

A partir de mostres de liquid amniotic ovi, s’han aillat i expandit in vitro
cel-lules que compleixen amb les caracteristiques morfoldgiques, cinétiques,
fenotipiques i funcionals de les cél-lules mesenquimals estromals, segons els

criteris establerts per la International Society of Cellular Therapy.

La dosi clinica de ceél-lules mesenquimals estromals per a la reparacié del
Mielomeningocele fixada en 2-4x10° cél-lules vives estromals ha demostrat
tenir eficacia terapéutica en el model animal. A partir de l'estratégia de
cultiu desenvolupada, és possible assolir aquesta dosi cel-lular, en les
aproximadament 3 setmanes que separen la cirurgia d’induccio i la cirurgia

de reparacié del Mielomeningocele.

El protocol de marcatge de les cél:-lules mesenquimals estromals de liquid
amniotic ovi amb microparticules d'oxid de ferro posat al punt és eficient,
manté les seves caracteristiques morfologiques, una elevada Vviabilitat
cel-lular, i no modifica el seu patré de creixement ni promou la induccié de

fenomens de senescéncia cel-lular.

Les ceél-lules amb contingut de ferro de la zona del Mielomeningocele del
teixit ovi es detecten a través d’'imatges de ressonancia magnética i
mitjancant tincions histologiques especifiques fins a les set setmanes
després de la seva administracio. Tot i aixi, aquest tipus de marcatge no és
valid per fer el seguiment de les cel-lules mesenquimals estromals de forma
especifica, especialment en zones amb hemorragia, per la preséncia de

macrofags amb pigment hemosiderinic.

Mitjangant tincié immunohistoquimica especifica, és possible la deteccié de
cél-lules mesenquimals estromals amb expressidé positiva de la Proteina
Verda Fluorescent en el teixit ovi del nostre model experimental, com a

minim 40 dies després de I'administracié del producte d’enginyeria tissular.

Les cel-lules mesenquimals estromals procedents de liquid amniotic

colonitzen les biomatrius d’acid polilactic-co-glicolic de forma adequada, i a
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VII.

VIII.

IX.

més, en preséncia de medi de cultiu no sols s’hi mantenen adherides vives,
sind que es multipliquen fins a ocupar tota la seva superficie. No obstant
aixo, l'aplicacié d’aquest tipus de biomatriu no és apropiada per a la
reparacié prenatal del Mielomeningocele, ja que la seva manipulacié és

dificultosa i sembla lesionar els teixits de la zona tractada.

Les biomatrius de fibrina sén adequades per vehiculitzar les cél-lules
mesenquimals estromals obtingudes de liquid amnidtic a la zona de
reparacié, ja que sén biocompatibles, biodegradables, permeten Ila
supervivencia i proliferacié de les cél-lules en el seu interior, i s’adapten
satisfactoriament a lesido del Mielomeningocele. Tot i aix0, la seva aplicacié
sobre el Mielomeningocele déna lloc a generacié Unicament d’'una capa de
teixit connectiu organitzat dens amb cobertura cutania en aquells animals

que arriben a terme.

La reparacié del Mielomeningocele amb constructes fabricats amb matriu
ossia desmineralitzada, fibrina i cél-lules mesenquimals estromals de liquid
amniotic permet generar una estructura Ossia similar a un arc vertebral
posterior que tanca el defecte del Mielomeningocele. A més, el teixit ossi
format s’integra dins de I'estructura anatomica de forma natural rodejat per
teixit connectiu, teixit adipds i cobertura cutania en els animals arribats a

terme.

Els animals reparats amb el constructe fabricat amb matriu Ossia
desmineralitzada, fibrina i cél-lules mesenquimals estromals de liquid
amniotic i que han evolucionat fins al final de la gestacié han mostrat millor
estat neurologic, sensitiu i motor, que els animals reparats amb biomatrius

d’acid polilactic-co-glicolic o fibrina.
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9.1. CIRURGIA D'INDUCCIO DEL MIELOMENINGOCELE

Per a dur a terme aquest treball experimental s’utilitzen ovelles (Ovis aries) adultes
joves gestants de raca ripollesa procedents del proveidor acreditat A.M. ANIMALIA
BIANYA S.L. Tots els estudis s’han fet seguint el Real Decret 53/2013 (BOE n° 34,
de 8 de Febrer, pagina 11370, que transposa i desenvolupa la Directiva
2010/63/UE) i el Decret 214/1997 sobre proteccié dels animals utilitzats per a
experimentacié i altres fins cientifics i amb I|'aprovaci®é del Comité Etic
d’Experimentacié Animal local (CEEA, Institut de Recerca de |'Hospital de la Vall
d’'Hebron).

Les ovelles gestants (n=41) a 75 (67-89) dies de gestacié (terme=150 dies) es
premediquen amb 0.5 mg/kg de midazolam plus (Dormicum®, Roche) i 0.02 mg/kg
de buprenorfina (Buprex®, Schering-Plough S.A.) per injeccié intramuscular a la
corralina i al cap de 20 minuts es traslladen al prequirdfan per dur a terme la
preparacié (rasurat i neteja) de la zona quirdrgica i col-locacié d'un accés
endovends. Un cop els animals s’han traslladat al quirdofan, s’anestesien (induccié
amb 5 mg/Kg IV de propofol (Propofol®-Lipuro 1%, BBraun Melsungen AG) i
manteniment amb 3% d'isoflura inhalat (Isoflo, Abbott Laboratories Ltd) i es

prepara el camp quirdrgic a la zona abdominal.
S’obra la paret abdominal mitjancant laparotomia infraumbilical i s'exposa |'Uter.

Es col-loquen dos punts tractors a la paret de I'Gter i es fa una incisié longitudinal
d'uns 5 cm amb coagulacié per evitar sagnat i es cusen punts als extrems per
evitar el desprendiment de les membranes uterines. Com que en aquest moment
gestacional hi ha molt liquid amniotic, s’extreuen dues o tres xeringues de 50 mL
gue es conserven estérils. Tal com es detalla en /‘apartat 9.2. de Materials i
Metodes, en aquesta fase es duu a terme la recollida del liquid amniotic que sera el

material de partida dels cultius cel-lulars.

A continuacid, s’exposa el fetus ovi a I'exterior per la part lumbar i es procedeix a
resseccionar la pell, musculatura i I'arc vertebral posterior de tres Ultimes vertebres
de la zona lumbar (Figura 9.1.) deixant el cordd medul-lar exposat. Finalment,
s’obre la duramater amb el bisell d’'una agulla fina per permetre la sortida del liquid

cefaloraquidi deixant el teixit neural exposat a I'exterior (63).
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Figura 9.1. Induccié quirtrgica del Mielomeningocele del fetus ovi 306: 1) Paret uterina,2) Part

posterior del fetus. La imatge mostra com es procedeix a la reseccié6 de pell i musculatura (A), arcs

vertebrals (B) i finalment a I'obertura de la duramater amb una agulla fina (C).

Seguidament, s’introdueix el fetus a l'interior de I'Gter i s'omple I"Gter amb el liquid
amniotic obtingut durant I'abordatge quirdrgic i, si no es suficient, amb Ringer
lactat (BBraun Melsungen AG) per evitar una situacié d’oligoamni, i s’addiciona 50
mg de cefoxitina intrauterina (Normon Laboratories). Es sutura I’Gter utilitzant una
sutura continua i invaginada sobre si mateixa per evitar adheréncies amb |’epiplon
o nanses dels budells i I'Gter s’introdueix de nou al seu lloc a la zona intrabdomino-
pelvica. Es tanca la paret abdominal per capes anatomiques i la pell amb sutura
intradérmicament per amagar el fil de sutura i evitar la infeccié de la ferida. Es
reverteix |'‘anestésia, s‘aplica analgésia (pegat cutani de de Buprenorfina
hidroclorur, Buprex®) i antibidtic IM Ampicilina (Duphamox L.A., Fort Dodge) durant

48 hores i es torna I'animal a les corralines amb les altres ovelles.

La gestacio es deixa evolucionar durant aproximadament tres setmanes per tal de
que la lesio esdevingui cronica a l'esquena del fetus abans de fer la cirurgia de
reparacié del MMC. Durant aquest temps es fa un seguiment diari de l'estat de

I'animal i la ferida cutania, a excepcié dels diumenges.
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9.2. RECOLLIDA DEL LIQUID AMNIOTIC OoVi

El liquid amniodtic (AF) es recull i reserva en la cirurgia d‘induccié del MMC per evitar
el seu vessament i perdua durant les manipulacions del fetus. Aproximadament 80
mL es destinen als cultius cel:lulars i la resta s’introdueix de nou a l'interior de

I’Gter, ja que ha demostrat tenir propietats bacteriostatiques (160).

La recollida del AF es fa mitjancant dues metodologies i s’avalua l'impacte de la

técnica en I'éxit del cultiu:

A) Mitjancant aspiracié amb Uter tancat, un cop la paret abdominal es troba oberta,

per puncié amb agulla a través de les parets de I'Uter.
B) Mitjancant aspiracié amb Uter obert, directament amb xeringa a linterior de
|"Gter.

Després de la recollida, les mostres destinades a cultiu s’emmagatzemen en
condicions d’esterilitat i a temperatura ambient durant un maxim de 8 hores previ

al seu processament.

Figura 9.2. Recollida del liquid amniotic per aspiracié per puncié a través de la mateixa (A) o per

aspiracio directa un cop la paret de I'Gter esta oberta (B): (1) Paret de I'Gter, (2) Liquid Amniotic.
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9.3. AILLAMENT DE CEL-LULES MESENQUIMALS ESTROMALS DE
LIQUID AMNIOTIC

A partir de volums equivalents de mostra de AF, s’assagen dos protocols de sembra

de les cel-lules:
A) Sembra directa del AF;

B) Sembra de les cél-lules després d’'una etapa de concentracié de I’AF que
consisteix primerament en una centrifugacié a 500 g (Jouan CR 3.12, Heraeus)
durant 10 minuts a temperatura ambient, seguit d'un rentat amb 40 mL de PBS
sense Ca’* ni Mg** (Thermo Fisher Scientific Hyclone), i una segona concentracié
per centrifugacié. Finalment, s’elimina el sobrenedant i el pellet cel-lular es

resuspen amb medi de cultiu fresc.

Els flascons de cultiu utilitzats contenen una superficie plastica especialment
tractada per a cultius de cél-lules adherents (Corning). Després de 3 dies de cultiu,
s’eliminen les cél-lules no adherents i els debris cel-lulars. Les cel-lules adherents es
renten amb PBS (Gibco, Life Technologies) i es recanvia el medi cada 3-4 dies fins a
dia 10 de cultiu. El medi de cultiu utilitzat esta compost per M199 (Gibco)
suplementat al 10% v/v amb serum bovi fetal (FBS, Biological Industries), 5 ng/mL
de basic  fibroblast  growth factor (bFGF; Cellgenix) i 1X de

penicilina/estreptomicina/amfotericina B (Ab/Am; Gibco, Invitrogen).

A dia 10, es recuperen les cél-lules adherents mitjancant incubacidé amb
Tripsina/EDTA 0,05% (Gibco, Invitrogen) a 37°C durant 10 minuts i es recompten
fent Us de la cambra de Neubauer (Brand). La viabilitat de les cél-lules
tripsinitzades es determina pel métode d’exclusi6 amb Blau de Tripa (Sigma). Els
resultats s’expressen com a nombre de cél-lules adherents aillades per unitat de

volum (mL) d’AF sembrat.
9.4. EXPANSIO DE LES AF-oMSCs

Per tal d’optimitzar I’expansio de les cél-lules en cultiu, es testen les seglients

composicions del medi de cultiu:

A) M199 suplementat al 10% v/v FBS i 5 ng/mL bFGF: medi basal;

B) M199 suplementat al 10% v/v FBS i 10 ng/mL bFGF;

C) M199 suplementat al 10% v/v FBS i 15% v/v de medi Amniochrome II (Lonza).
L’Amniochrome II és un medi de cultiu especific designat per estudis genetics

prenatals i amb restriccid per Us in vitro;
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D) M199 al 10% v/v FBS, 15 % v/v de medi Amniochrome II i 5 ng/mL bFGF;
E) M199 al 20% v/v FBS i 15% v/v de medi Amniochrome II;

F) Medi Amniochrome II.

A més a més, s’addiciona 1X Penicil-lina/Estreptomicina/Amfotericina (Ab/Am) a

tots els medis descrits.

Els cultius s’inicien a una densitat de 2x10° cél-lules vives/cm? en flascons de 25
cm? i amb 4 mL del corresponent medi de cultiu per flascé. Es fan recanvis de medi
fresc a dia 3 de cultiu i, a dia 7, les ceél-lules es tripsinitzen, es recuperen i

recompten.
Determinacié dels parametres cinétics de les AF-oMSCs:

Per tal de determinar els parametres cinetics de creixement de les cél-lules es duen

a terme corbes de creixement.

En un primer bloc d’experiments, les cél-lules AF-oMSCs es sembren a una densitat
inicial de 2x10° cél-lules vives/cm? en plaques de 6 pous en preséncia de medi de

cultiu basal o medi Amniochrome II sense fer recanvis de medi (n=3).

La influéncia dels recanvis de medi de cultiu en el patré de creixement s’analitza en
un nou bloc d’experiments, també utilitzant plaques de 6 pous i fent recanvis amb

1.5 mL de medi basal fresc per pou cada 2-3 dies (n=3).

Per a cadascuna de les condicions anteriors, les cél-lules es sembren en els pous

per triplicat, i es tripsinitzen a dia 0, 1, 2, 3, 4, 6, i 8 de cultiu per ser recomptades.

Les dades experimentals corresponents a la densitat cel-lular en cada temps
s’ajusten mitjancant l'equacid6 de Gompertz utilitzant el programa SigmaPlot
(SigmaPlot 2002 per Windows, Versid 8.0). La velocitat maxima de creixement
(umax, dia™) en la fase exponencial s’ha calculat segons s’indica en la segiient
férmula (161):

pumax= In (Nf/N;)/ (tf-t;)

on N; correspon a la densitat cel-lular inicial i Nf a la densitat en el moment de la

tripsinitzacio.

A més, també es determina el temps de duplicacid cel-lular (td, dia) segons la

seglient expressio:

td= In(2)/umax
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9.5. EXPANSIO DE AF-oMSCs PER OBTENCIO DE LA DOSI CLINICA

Per tal d'assolir la dosi clinica es porten cultius a gran escala a terme en dues fases:

1) Aillament de les cél-lules fibroblastiques adherents de liquid amniotic.
2) Expansié de les AF-oMSCs.

Per l'etapa d’aillament, s’aplica Unicament el protocol de sembra directa de I'AF.
S’utilitza una superficie total de cultiu de 300 cm? (dos flascons de cultiu T150) i
amb 0,27 mL de AF per cm? en medi basal. De nou, les cél-lules no adherents, aixi
com els debris cel-lulars es retiren mitjangant rentat amb PBS a dia 3 de cultiu i es

recanvia el medi dues vegades a la setmana de forma consecutiva.

A dia 10 de cultiu, les cél-lules adherents es tripsinitzen, recompten i es
ressembren en nous flascons de cultiu. Per a l'etapa d’expansid, la superficie de
cultiu total que s’empra va condicionada a la quantitat de cél-lules obtingudes en
I’etapa d’aillament. Concretament, les cél-lules es ressembren a una densitat inicial
constant de 3000 cél-lules vives/cm? i es cultiven durant 6-7 dies més fent també

recanvis de medi fresc.
9.6. CARACTERITZACIO FENOTIPICA PER CITOMETRIA DE FLUX

Es fa I'analisi immunofenotipic de 7 linies cel-lulars expandides en preséncia de

medi basal.

S’incuben aproximadament 5x10° cél-lules durant 15 minuts a temperatura
ambient, amb els seglients anticossos monoclonals: mouse anti-ovine CD44, CD45 i
HLA-DR conjugats amb fluorescein isothiocyanate (FITC), mouse anti-ovine CD45
phycoerythrin (PE), and mouse anti-human CD166 PE (BD Pharmingen, San Diego,
Ca, USA). A causa de la limitacié de reactius comercials especifics per |'espécie
ovina, adicionalment es fan marcatges amb anticossos especifics per a |'‘espécie
humana i que formen part del panell proposat per la International Society for
Cellular Therapy (ISCT) per a la identificaci6 de MSCs. Concretament, el CD90,
CD105, CD73, CD166 i CD117. A la taula 9.1 es mostra la informacié relativa als
reactius utilitzats incloent-hi la casa comercial, referéncia, especificitat, clon,

fluorocrom conjugat i l'isotip associat.
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ANTICOS MONOCLONAL

Receptor :
Casa . . . ) ., Isotip
de : Referéncia Especificitat Clon Conjugacio .
Comercial associat
membrana
CDh45 AbD Serotec  MCA2220PE anti-ovine 1.11.32 PE IgG1
CD44 AbD Serotec MCA2219F anti-ovine 25.32 FITC IgG1
CD31 AbD Serotec MCA1097F anti-ovine CO.3E1D4 FITC IgG2a
HLA-DR AbD Serotec MCA2226F anti-ovine 37.68 FITC 1gG2a
CD90 BD 555596 anti-human 5E10 PE IgG1, k
Pharmingen
Beckman
CD90 IM1840U anti-human F15-42-1-5 PE IgG1
Coulter
CD105 Caltag MHCD10504 anti-human SN6 PE IgG1
Laboratories
CD105 ABD Serotec MCA1557F anti-human SN6 FITC IgG1, k
CD166 BD 559263 anti-human 3A6 PE IgG1
Pharmingen
CD73 BD 550257 anti-human AD2 PE IgG1, k
Pharmingen
CD117 Biolegend 105808 anti-mouse 2B8 PE IgG 2b
CD117 eBiosciences MCA1841PET anti-human 104D2 PE IgG1, k
Taula 9.1. Llistat dels anticossos monoclonals utilitzats per dur a terme la caracteritzacio

immunofenotipica de les AF-oMSCs (FITC: Fluorescein isothiocyanate, PE: Phycoerythrin).

Després de la incubacio, les cél-lules es renten amb PBS suplementat al 1% v/v
d’albumina (Grifols) i 0,1% v/v azida sodica, i es fixen amb formaldehid a I'1% v/v
en PBS. Les mostres marcades s'emmagatzemen a 4°C durant 24 hores, moment

en el qual sén analitzades.

Paral-lelament, es fa el marcatge de mostres de sang periférica ovina que serviran
com a control positiu dels anticossos amb especificitat per a I'espécie humana. En
aquest cas, el protocol té un pas addicional per llisar els eritrocits presents utilitzant
la solucié Red Blood Cell Lysis (Miltenyi Botec) i aixi evitar que interfereixin en

I'adquisicié i analisi.

Les mostres s’adquireixen al citometre de Flux FACSCalibur (Becton Dickinson) i

son analitzades amb Programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson).

Tal com es mostra en la figura 9.3., I'analisi de les AF-oMSCs s’inicia a partir d’un
primer dot plot amb parametres corresponents a grandaria i complexitat (SSC/FSC)
en el que es descarten els debris cel-lulars (R1) i es selecciona la poblacié d’interés
(R2). A continuacio, s’utilitza el control isotipic per excloure la tincié inespecifica i
llindar de positivitat per FITC en un dot plot Counts/FITC (FL1).

Finalment, es carreguen les mostres marcades amb els anticossos conjugats en

marcar el
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FITC i es determina el percentatge de positivitat per a cadascun dels marcadors
(M2). Com a minim es capturen 3000 events de la regié corresponent a les cél-lules

per a cadascuna de les adquisicions.
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Figura 9.3. Exemple d’analisi citometric del marcador de superficie CD166 en les AF-oMSCs de la linia
AF 104: A i C)Isotip, B i D) Mostra. En el primer histograma SSC/FSC (A i B) es selecciona la poblacié
d’interés (R2) i es representa en el segon histograma Counts/PE (C i D) en queé s’analitza I'expressid del

marcador.

Es repeteix el mateix procediment per a les mostres marcades amb anticossos

conjugats en PE, utilitzant un histograma Counts / PE (FL2).

Els resultats es mostren mitjancant un histograma amb superposicié entre la

mostra marcada amb cadascun dels anticossos i I'isotip corresponent.
9.7. CARACTERITZACIO FUNCIONAL DE LES AF-oMSCs

El potencial de diferenciaci6 de les AF-oMSCs expandides s‘assaja promovent la
diferenciacié osteogenica, condrogenica i adipogénica in vitro de les cel-lules en
presencia medis de diferenciaci6 comercials. Com a control negatiu, es cultiva les

AF-0MSCs en medi basal en paral-lel a cadascun dels cultius de diferenciacio.
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9.7.1. DIFERENCIACIO OSTEOGENICA

Per tal de promoure la diferenciacié osteogénica, es sembren les oAF-MSCs per
duplicat a una densitat inicial de 2x10* cél-lules/ cm? en plaques de 12 pous (3,8
cm?/pou) i amb medi basal (0,5 mL/pou). Passades 24 hores, el medi s’elimina
juntament amb les cél-lules no adherides a la superficie plastica i s’afegeix medi
comercial d’induccié osteogénica (0,5 mL/pou) (StemPro® Osteogenesis

Differentiation Kit, Invitrogen), que es recanvia dues vegades per setmana.

Després de 4 setmanes, s’avalua l'acumulaci6 de fosfat calcic mineralitzat
mitjangant tinci6 Von Kossa. Breument, Les cel-lules es renten amb PBS i aigua
destil-lada, i s'incuben amb nitrat de plata al 5% p/v (Sigma) durant 30 minuts sota
llum ultraviolada. Seguidament, les cél-lules es renten tres vegades amb aigua

destil-lada i s’examina la deposicié de les sals al microscopi optic.

9.7.2. DIFERENCIACIO CONDROGENICA

La diferenciacié condrogénica s’ha induit a partir de la formacié d'un pellet amb
1x10° AF-oMSCs en un tub de polipropilé de 15 mL. Les cél-lules es centrifuguen
dues vegades a 500 g durant 10 minuts per eliminar la solucié de tripsinitzacid i
substituir-la totalment per medi d‘induccié condrogénic (StemPro Chondrogenesis
Differentiation Kit, Invitrogen). El pellet cel-lular, altrament anomenat micromass
pellet, es manté a 37°C, 5% CO, i 90% d’humitat relativa durant 3 setmanes. El
medi es recanvia dues vegades per setmana amb molta cura, per tal de no
pertorbar I'estructura del micromass pellet. Una vegada finalitzat el temps
d’induccio, el pellet es fixa amb paraformaldehid al 4% v/v (Sigma-Aldrich) i es
parafina. Es fa la tincié amb Blau Alcia (Fluka, Sigma-Aldrich) del talls del pellet de
3 gm de gruix seguint el protocol descrit en /‘apartat 9.16.1. Tincions Histologiques

d’aquest mateix i s'avalua la preséncia de glucosaminoglicans (GAGSs).

9.7.3. DIFERENCIACIO ADIPOGENICA

Les cel-lules AF-oMSCs subjecte a diferenciacié adipogénica es sembren per duplicat
en plaques de 12 pous a una densitat inicial de 2x10* cél.lules/cm? i es cultiven
amb medi de diferenciaci6 comercial (StemPro Adipogenesis Differentiation Kit,
Invitrogen), fent de nou, recanvis de medi cada 3-4 dies. Després de 3 setmanes,
les cél-lules es fixen amb paraformaldehid al 4% v/v, es renten amb PBS i es
tenyeixen amb colorant Oil Red O (Sigma) pre-atemperat a 37°C durant 10 minuts.
Finalment, mitjancant visualitzacié al microscopi, s‘avalua la presencia de gotes

lipidiques a nivell intracel-lular.
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9.8. ASSAIG D'UNITATS FORMADORES DE COLONIES
FIBROBLASTIQUES

Es duu a terme l'assaig d’unitats formadores de colonies fibroblastiques (CFU-F) a
partir de 8 mostres d'AF. Per a cada mostra, es sembra el volum d'AF que conté
5x10% i 1x10° cél-lules en plaques de Petri de 35 mm grided (Nunc, Thermo

Scientific) per triplicat i s'addiciona 1 mL de medi basal per placa.

Després de 10 dies sense haver recanviat el medi de cultiu, les cél-lules es fixen i
tenyeixen pel metode de Panoptic Rapid (Quimica Clinica Aplicada S.A.). Aquesta

tincio diferencial utilitza tres reactius:

o Solucié 1: Alcoholica de triarilmeta
o Solucié 2: Tamponada de xante

o Solucié 3: Tamponada de tiazina

La solucid 1 fixa la mostra, la solucié 2 déna coloracié violeta al nucli cel-lular i amb

la solucié 3 es tenyeix el citoplasma cel-lular de color blau.

El criteri que s’aplica per definir una CFU-F és que estigui formada per com a minim
40 cél-lules fibroblastiques. La freqléncia de CFU-Fs es calcula en base al numero

total de cél-lules de I’AF sembrades.
9.9. MARCATGE AMB MICROPARTICULES D’OXID DE FERRO

De forma general, per dur a terme el marcatge de les AF-oMSCs s'utilitza una
suspensié de Microparticules magnétiques d’Oxid de Ferro fluorescents (MPIOs) de
1.63 pym de mida i conjugades amb Dragon Green (Bangs Laboratories, Inc;
Referéncia: MEQ4F). S’utilitzen dos lots, el lot 8998 que té una concentracié de
2,605x10° MPIOs/mL i el lot 9486 amb concentraci6 de 2,801x10° MPIOs/mL.

Dragon Green {480, 520)

INTENSITY

gaadasan, r
450 500 50 600
WAVELENGTH (nm)

Figura 9.4. Espectre d’excitacio i emissid del colorant fluorescent Dragon Green que correspon al visible
(verd).
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A causa de l'alta concentraci6 d’MPIOs en la solucié comercial, es prepara una
dilucié 1/10 de la solucié comercial d’'MPIOs en PBS i 1X Ab/Am com a solucié de
treball. A partir d’aquesta solucié es pren el volum corresponent a la concentracio
de marcatge desitjada que s'afageix al medi M199 basal (M199 + Ab/Am 1X + 10%
v/v FBS + 5 ng bFGF) que alimenta les cél.lules en cultiu i s'incuba a 37°C, 5%
CO2 i 95% d’humitat relativa durant 20-24 hores.

9.9.1. DEFINICIO INICIAL DEL PROTOCOL MARCATGE DE AF-oMSCS AMB
MPIOS

Per definir la concentracié optima d’MPIOs a utilitzar durant el marcatge cel-lular,
es sembren AF-oMSCs a una densitat inicial de 3x10* AF-oMSCs/cm? en sis flascons
T25 (Corning, NY, USA) per a cada linia cel-lular testada. L'endema de la sembra,
es recanvia el medi de cultiu i les AF-oMSCs s’incuben en preséncia de
concentracions creixents d’'MPIOs: 0, 25, 50, 100, 250 i 500 MPIOs/AF-oMSC.

- Exemple de calcul del volum de solucié de treball d’'MPIOs pel marcatge:

((3x10% AF-oMSCs/cm?*25 cm?* 250 MPIOs/AF-oMSC)*(1x10° puL/mL))

=669,4 pL
(2,801x10% MPIOs/mL)

El volum de la solucié de treball d'MPIOs, el volum de medi M199 basal i la

concentracié de MPIOs/mL es detallen en la Taula 9.2.:

Concentracié marcatge Volum dil 1/10 V total en T25
MPIOs/mL
(MPIOs/AF-0oMSC) MPIOs (uL) (mL)
(1] 0 N.A.
25 67,0 5,28x10°
50 133,9 1,05x107
3,3
100 267,8 2,11x107
250 669,4 5,27x107
500 1338,4 1,05x10°8

Taula 9.2. Calcul del volum de solucié de treball d’'MPIOs i concentracio final al flascé de cultiu T25 per
marcar les AF-oMSCs fins a 500 MPIOs/AF-oMSC.

Passades 20-24h, es verifica I'endocitosi de les MPIOs mitjangant visualitzacié del

cultiu en un microscopi de fluorescéncia (Nikon; Ph1 10X i PhL 4X).

Seguidament, les AF-oMSCs marcades es tripsinitzen, es recompten a la cambra de

Neubuer i s’avalua la viabilitat amb Blau de Tripa. La determinaciéo del grau de
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marcatge cel-lular es fa per citometria de flux fent Us de l'equip FACSCalibur
(Becton Dickinson). El Dragon Green, fluorocrom conjugat a les MPIOs, i es detecta
per FL1 (Figura 9.5.).

A - No marcat 001 - No marcat 001 B
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—
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YT

Figura 9.5. Exemple d’analisis citométric per avaluar el percentatge de AF-oMSCs sense marcar (A i B) i
marcades amb 25 MIOs/AF-oMSC (C i D). En el primer histograma SSC/FSC (A, C) es selecciona la
poblacié d’interés (R2) i es representa en el segon histograma SSC/FL1 (B, D) en qué s’analitza el
percentatge de AF-oMSCs positives (R3).

L'experiment es repeteix per a quatre linies cel.lulars diferents (AF 122, AF310,
AF87787 i AF87884).

9.9.2. ESTUDI DEL PATRO DE CREIXEMENT DE LES AF-oMSCS MARCADES

A continuacio, s’estudia el patré de creixement de les AF-oMSCs marcades a partir
de les solucions cel-lulars anteriors. Concretament, es resembren les AF-oMSCs
marcades de nou en flascd T25 a una densitat inicial de 3x10° cél-lules/cm? i es
mantenen en cultiu durant 7 dies (final de la fase exponencial), fent recanvis de
medi fresc cada 2-3 dies. Passat aquest temps, les AF-oMSCs es tripsinitzen,
recompten i s’avalua el factor d’expansié i nombre de duplicacions associat, tenint
en compte un temps de laténcia d’un dia. Aquests valors es calculen utilitzant les

seglients formules:
Factor d’expansidé (Fexp)=Nf/N;;
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Nombre de Duplicacions (ND)=1/td

En aquest cas, l'experiment també es repeteix per a les quatre linies cel.lulars

anteriorment esmentades.

9.9.3. ESTABILITAT DE LES MPIOS EN LES AF-oMSCS EN CULTIU

Per tal d'avalular la pérdua del marcatge durant les divisions cel-lulars, a més,
s'analitza el percentatge de AF-oMSCs marcades en les solucions cel-lulars
anteriors, obtingudes després de 7 dies en cultiu. Es determina per citometria de

flux seguint el mateix protocol descrit en /‘apartat 9.9.1. de Materials i Métodes.

9.9.4. ESTUDI DE SENESCENCIA DE LES CEL-LULES MARCADES

Addicionalment, també es porta a terme un assaig per avaluar la preséncia de
cel-lules senescents en les solucions marcades fins a 500 MPIOs i cultivades durant
7 dies utilitzant el kit comercial Cellular Senescence Assay Kit (Chemicon
International). Aquest kit proporciona els reactius requerits per detectar l'activitat
B-galactosidasa associada a senescéncia (SA-B-gal), que és induida en cél.lules
sensescents a diferéncia de cél.lules quiescents o en proliferacié. En aquest assaig,
la SA-B-gal catalitza la reaccidé d’hidrolisis de I’X-gal que resulta en I'acumulacié de

coloracio blava en les cél.lules senescents.

En aquest cas, s’avaluen Unicament les sis solucions d’AF-oMSCs de la linia AF
87884, les quals es sembren a una densitat inicial de 1x10* cél-lules/cm? en placa
de 24 pous (Corning). Després de 3 dies de cultiu, es retira el medi de cultiu, es fa
un rentat amb PBS i s’afegeixen 0.5 mL/pou de solucié de fixacié 1X i s’incuba
durant 10-15 min a temperatura ambient. Seguidament, es fan dos rentats amb
PBS i es preparen 3,5 mL de la solucié de deteccié de SA-B-gal (Taula 9.3.), de la

qual s’afegeixen 0,5 mL/pou.

REACTIU VOLUM (mL)
Reactiu de tincié A (10X) 0,245
Reactiu de tincié B (10X) 0,245
Solucié X-gal 0,061
PBS 2,949

Taula 9.3. Components i volums per preparar 3.5 mL de la solucié de deteccié de SA-B-gal.

Es continua amb la incubacid del reactiu de revelat durant 4 hores a 37°C i en

foscor. Després es fan dos rentats finals amb PBS i es procedeix a I'observacié al
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microscopi per tal de quantificar el nombre de cél-lules que han adquirit coloracié

blava.

9.9.5. EFECTE DE LA DENSITAT CEL-LULAR EN CULTIU EN EL MARCATGE

El present experiment pretén determinar si la densitat de les cél-lules en cultiu
durant la incubacié amb una concentracidé constant d’ MPIOs té efecte sobre |'éxit

del marcatge i, per tant, del percentatge resultant de AF-oMSCs marcades.

S’utilitzen ceél.lules AF-oMSCs aillades i expandides amb medi M199 basal. Les
cél.lules resembren en flascons de cultiu corning de 25 cm? de superficie en
preséncia de 3,3 mL de medi basal a cinc densitats inicials diferents: 5,0x10°,
1,0x10%, 2,0x10% 3,0x10* i 3,5x10* AF-oMSCs/cm®. L'endema, es recanvia el medi
de cultiu i s'afageix el volum de solucié de marcatge corresponent a 100 MPIOs/AF-
oMSC.

- Exemple de calcul del volum de solucié de marcatge:

5x10° cél-lules/cm?* 25 cm?* cél-lula/100 MPIOs * mL/ 2,6x10% MPIOs= 0,048 mL

Densitat cel-lular Volum dil 1/10 Vtotal en flasco
. MPIOs/mL
-0 s vives/cm s (p m
(AF-oMSC /cm?) MPIOs (pL) (mL)
5,0x103 48,1 3,79x10°
1,0x10* 96,2 7,58x10°
3,3

2,0x10* 192,3 1,52x107
3,0x10* 288,5 2,27x107
3,5x10* 336,5 2,65x107

Taula 9.4. Calcul del volum de solucié d’'MPIOs i concentracid final de MPIOs/mL en el flascé T25 per
marcar les cél-lules en cultiu amb 100 MPIOs/AF-oMSC.

9.9.6. DETECCIO DEL MARCATGE AMB MPIOs MITJANCANT RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

9.9.6.1. Preparacio de les mostres
A) Phantoms:

Per avaluar la sensibilitat de la técnica es porten a terme tres experiments en qué
es prepara un gel d'agarosa a I'1% p/v (Invitrogen; Life Technologies) que conté

solucions de AF-oMSCs marcades en diferents condicions.

En el primer experiment, les concentracions de marcatge oscil.len de 0 a 50
MPIOs/AF-oMSC. Es pren com a valor maxim 50 MPIOs/AF-oMSC, perqué ens
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interessa avaluar si podem detectar concentracions baixes d’'MPIOs, sobretot tenint
en compte que els estudis presentats anteriorment suggereixen que part del
marcatge fet inicialment amb 100 MPIOs/AF-oMSC es perd.

L'experiment s’inicia amb la sembra de AF-oMSCs de la linia AF 122P a passi 1i a
una densitat inicial de 1,5x10* cél-lules vives/cm? en set flascons T75. A les 48
hores, es tripsinitza un dels flascons per fer un control de la densitat de sembra i a
partir del valor obtingut (2,0x10* cél-lules /cm?) es calcula la quantitat de MPIOs a
afegir per a cadascuna de les condicions, a partir de la solucié de treball que en

aquest cas es troba a concentracié de 1,3x108 MPIOs/mL.

FLASCO DE VOLUM

CULTIU MPIOs/AF-oMSC (L)
1 (] 0,0
2 11,5
3 5 57,6
4 10 115,2
5 25 288,0
6 50 576,0

Taula 9.5. Calcul del volum de solucié de treball d’'MPIOs per marcar els cultius fins a 50 MPIOs/AF-
oMSC.

Després de 24 hores, les cél-lules es tripsinitzen i concentren per obtenir solucions
cel-lulars marcades a una concentracido de 1.0x10° AF-oMSCs/mL en medi M199

basal.

A continuacié, es prepara el recipient plastic (Figura 9.6.A) on s’'immobilitzen les
cél-lules per dur a terme la deteccié per RM. La preparacid s’inicia fixant 7 tubs
eppendorf de volum nominal 1,8 mL a la base i lateral del recipient. Seguidament,
es diposita una primera capa d'uns 2 cm d’agarosa a 1% liquida que envolta els
tubs i alhora ajuda a subjectar-los. Un cop ha solidificat, s’‘introdueixen 500 pL de

I'agarosa dins de cada eppendorf i una nova capa d’agarosa externa als tubs.

El seglient pas, un cop l'agarosa ha solidificat, és barrejar 200 yL de cada solucié
cel-lular amb la mateixa quantitat d’agarosa liquida i es diposita a dins del

corresponent tub eppendorf obtenint la seglient configuracié (phantoms):
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6 cm

7 cm

T
C.
CONDICIO EXPERIMENTAL
a Matriu (M199 +FBS al 10%v/v) sense AF-oMSCs
b AF-oMSCs sense marcar
c AF-oMSCs marcades amb 1 MPIO/AF-MSC
d AF-0oMSCs marcades amb 5 MPIOs/AF-MSC
e AF-oMSCs marcades amb 10 MPIOs/AF-MSC
f AF-0MSCs marcades amb 25 MPIOs/AF-MSC
g AF-oMSCs marcades amb 50 MPIOs/AF-MSC

Figura 9.6. Fotografia del recipient contenidor de solucions d’AFOMSCs marcades a diferents
concentracions. A: Visié lateral del recipient plastic; B: Seccié transversal amb la disposicidé dels

phantoms, C: Descripci6 de les solucions que s’introduiexen a cadascun dels tubs eppendorfs (a-g).

El medi de cultiu sense AF-oMSCs (Fig 9.6.C (a)) i una solucié de AF-oMSCs sense
marcar (Fig 9.6.C (b)) s'utilitzen com a controls. Finalment, s’acaba de recobrir
I'interior i exterior dels eppendorfs amb agarosa fins a completar l'alcada del
recipient. Un cop solidificat el recipient, s’emmagatzema a temperatura ambient
fins lI'endema, que es fa l'analisi al Servei de Ressonancia Magnética Nucler

(seRMN) de la Universitat Autobnoma de Barcelona.

Amb aquesta construccid s’aconsegueix tenir, en un Unic suport, les diferents
solucions separades i poder obtenir una Unica imatge on comparar els diferents
phantoms, tot evitant distorcions a causa de les desigualtats de camp magnétic que
puguin donar-se, al seu torn, per diferéncies de susceptibilitat magnética entre aire

i contingut de les mostres.
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En el segon experiment, es prepara un nou recipient que contingui un sol tub amb
una suspensié cel-lular de la linia AF 122P a passi 2 marcada amb 1 MPIO/AF-oMSC
(i que correspon a un 10% de cel-lules marcades). La preparacié es fa seguint el

mateix procediment descrit anteriorment.

Suspensio cel-lular marcada Suspensio cel-lular no
POSICIO amb 5 MPIOs/AF-oMSC marcada
% Volum (uL) % Volum (pL)

1 100 400 0 0

2 75 300 25 100
3 50 200 50 200
4 25 100 75 300
5 10 40 90 360
6 1 4 99 396
7 0 0 100 400

Taula 9.6. Preparacié de suspensions cel-lulars fruit de la combinacié en diferents proporcions de les
AF-oMSCs no marcades i les marcades amb 5 MPIOs/AF-oMSC.

El tercer experiment consisteix en avaluar si és possible detectar la pérdua de
senyal en un nou recipient que conté 7 suspensions cel-lulars resultants de la
combinacid, en diferents proporcions, d’'una suspencié de cél-lules marcades a 5
MPIOS/AF-oMSC i una suspensié de AF-oMSCs sense marcar tal com es descriu en
la Taula 9.6. En aquest cas, les cél-lules procedeixen d'un estoc de AF-oMSCs
criopreservades de la linia AF F109P, que es sembren i cultiven durant 3 dies previ
al marcatge amb MPIOs. De nou, les AF-oMSCs marcades es tripsinitzen i les

solucions cel-lulars s‘immobilitzen en gel a I'1% d’agarosa.

B) Veértebres dels neonats ovins:

Es preparen vértebres individuals envoltades per gel d’agarosa a 1'1% en un

recipient plastic tal com s’ha descrit anteriorment.

Les primeres dues mostres que s'avaluen sén per posar a punt la técnica amb teixit
animal, és a dir, definir les condicions d’adquisicio per tal d’identificar els diferents

tipus de teixit presents, aixi com la preséncia de MPIOs i sén les seglients:

- Vertebra de l'ovella 106 reparada amb biomatriu de PLGA sense cél-lules.

- Vertebra de l'ovella 106 a la qual se li ha injectat ex vivo 150 pL d’una solucio
cel-lular de 5,8x10°> AF-oMSCs de la linia AF O16P marcades amb 100
MPIOs/cell.
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La resta de veértebres que s’analitzen procedeixen directament dels animals

reparats que es vol avaluar.

9.9.6.2. Adquisicio i analisi de les mostres

Els estudis d'imatge per RMN es fan en un espectrometre Bruker BioSpec 70/30
USR de 7 Tesla (Bruker BioSpin GmbH) equipat amb un set de gradients de mini-
imatge (400 mT/m) i una sonda de volum polaritzada circularment (amb diametre
interior de 72 mm). Totes les dades de IRM s’adquireixen i processen en un
ordinador amb sistema operatiu Linux utilitzant el programa ParaVision 5.0 (Bruker
BioSpin GmbH).

Figura 9.7. Espectrometre Bruker BioSpec 70/30 USR de 7 Tesla (Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe,

Alemania).

El protocol experimental consisteix en adquirir primer unes imatges de referéncia
en tres orientacions ortogonals per localitzar les regions d'interés. Aquestes
imatges s’obtenen utilitzant una seqiiéncia RARE (“rapid acquisition with relaxation
enhancement”) en els plans axial (9 seccions), sagital (7 seccions) i coronal (7
seccions) amb els segilients parametres experientals: temps de repeticido (TR)=
2000 ms, temps d’eco efectiu (TEeff)= 36 ms, factor d'acceleraci6 RARE (RARE) =
8, gruix de la seccié (ST)=1 mm, mida de la matriu (MTX)=256 x 256, i camp de
vista (FOV)= 6 x 6 cm?.

S’adquireixen imatges d’alta resolucié espacial ponderades en T2 y T2* en plans
transversals als phantoms (solucions cel-lulars marcades) i a la medul-la espinal

(vertebres ovines). Les imatges ponderades en T2 s’adquireixen usant una

196



Capitol 9: Material i Métodes

seqiiéencia RARE (TR/TEeff=4000/20ms) i les imatges ponderades en T2*, usant
una seqiéencia FLASH (“fast low angle shot”) a dos temps d’eco diferents (TE=7 vy
12 ms, TR=300 ms, angle de gir=30°). L'augment de temps d’eco en una
freqliéncia enfatitza la péerdua de senyal dels teixits amb temps de relaxacio
transversal (T2) curts, tal com succeeix en el cas de les AF-oMSCs marcades amb
MPIOs. Els parametres de geometria sén els mateixos per a totes les imatges d’alta
resolucié (MTX=512x512, FOV= 7 x 7 cm?, 10 seccions d’1l mm de gruix).

9.9.7. DETECCIO DEL MARCATGE AMB MPIOs MITJANGANT TINCIO DE
PERL’S

Aquest métode s’aplica tant en ceél.lules en cultiu (per posar a punt la técnica) com
directament sobre els talls histologics del teixit del neonat ovi que ha estat tractat
amb AF-oMSCs marcades amb MPIOs. Es segueix el protocol descrit en |'apartat

9.16.1. Tincions Histologigues.

9.10. MARCATGE I SEGUIMENT DE LES AF-oMSCs AMB PROTEINA
VERDA FLUORESCENT

El protocol de marcatge de les AF-oMSCs amb eGFP parteix de la utilitzacié de la
linia cel-lular empaquetadora de particules virals 293 GPG modificada (cedida per
Dr. Ory, Washington University, Saint Louis, MO, EUA).

La linia 293 GPG deriva de la linia humana HEK 293 (epiteli de ronyé embrionari),
la qual es facilment transfectable, i se li han introduit els gens necessaris per
generar vectors recombinants: gag i pol del virus de la leucémia de Moloney murina
(MoMLV) i el que codifica per la proteina G del virus de I'estomatitis vesicular (VSV-
G), motiu pel qual se I'anomena GPG. La VSV-G és una proteina fusogénica que no
pot ser expressada de manera estable a causa de la seva toxicitat. Per aquest
motiu, funciona sota un sistema d’expressié induible Tet-off. Es a dir, la proteina
VSV-G s’expressa Unicament quan es deixa d’afegir Tetraciclina (Tet) al medi de
cultiu i, com a conseqliéncia, es formen sincitis i produeixen grans quantitats de

particules virals (162).

Aquesta linia empaquetadora es va infectar al Laboratori de Terapia Génica i
Cel-lular de la Fundacié de Recerca de |I'Hospital de la Vall d’Hebron liderat pel Dr.
Jordi Barquinero. Es va utilitzar un vector pseudotipat amb I'embolcall del virus de
la leucémia del gibo (GALV), que té tropisme per cél-lules humanes i que conté: els
LTR del MoMLV, la seqliéncia d’encapsidacio psi (V¥), i la eGFP. Es van seleccionar
els clons que produien els titols virals més alts i es van criopreservar per a futures

aplicacions. Aquestes linies sén productores de vectors retrovirals (293GPG/eGFP), i
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es mantenien en presencia de tetraciclines fins al moment de la generacié de

vectors.

MURINES HUMANES

Linia empaquetadora de vectors
(gag, pol, VSV-G)

>

Produccié de vectors pseudotipats amb 1’env GALV, l >

amb tropisme per cél-lules humanes

env: GALV

Linia productora de vectors
(gag, pol, VSV-G, eGFP)

J

|

Produccid de vectors pantropics (VSV-G)
que codifiquen per la eGFP

Figura 9.8. Esquema de les modificacions introduides a la linia empaquetadora 293 GPG per convertir-

les en productora de particules virals VSV-G/eGFP.

9.10.1. TRANSDUCCIO DE LES AF-oMSCS

El protocol s’inicia amb el cultiu en paral-lel de les cél-lules productores
293GPG/eGFP i l'aillament i expansi6 de les AF-oMSCs. Els passos seguits es

descriuen a continuacié (Figura 9.8.):

9.10.1.1. Cultiu de les ceél-lules 293GPG i obtencio del sobrenedant viral
VSV-G eGFP

1. Les cél-lules productores 293GPG/eGFP es descongelen, es sembren i es cultiven
en preséncia de DMEM-HG (PAA, Pasching, Austria) suplementat al 10% amb FBS
Gold (PAA), 2 mM L-Glutamina (L-Glu; PAA), 50 UI/mL Penicilina/Streptomicina 1X
(P/S; PAA) i 1 ug/mL Tet (Sigma) fins a obtenir una alta densitat.

2. Una vegada crescudes, es tripsinitzen i ressembren a una densitat de 1,5x10°
cél-lules/cm? en dos flascons T150 amb 20 mL de medi sense tetraciclina per tal
d’afavorir la formacié de sincitis cel-lulars i activar la produccié de particules virals.

3. Cada 1-2 dies, es recanvia el medi utilitzant aquesta vegada medi M199 basal.
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4. A dia 4 des de la retirada de la tetraciclina, es comprova la formacié de sincitis i
s’‘obté el sobrenedant dels cultius, que conté els vectors VSV-G (identificat com
SBD D4) i de nou s’afegeixen 20 mL M199 basal fresc a cada flascé. EI medi
sobrenedant reservat, aproximadament 40 mL, es filtra amb un filtre de grandaria
de porus 0,45 pm (Whatman® FP30/0.45, GE Healthcare Life Sciences), per tal
d’eliminar la possible contaminacié amb ceél-lules.

5. L'endema (dia 5 des de la retirada de la Tet), s’obté de nou el sobrenedant

(identificat com SBD D5), es filtra i els cultius es descarten.

9.10.1.2. Aillament, expansio i transduccio de les AF-oMSCs

1. S’inicia I'aillament de les AF-oMSCs amb la sembra del AF en dos flascons T150.
Un cop finalitzada aquesta fase, les AF-oMSCs es tripsinitzen i ressembren en dos
flascons T150 a una densitat inicial d’aproximadament 3x10° cél-lules/cm? (passi
0).

2. Passats 1-2 dies, es recanvia el medi M199 basal.

3. A dia 3, es fa el primer de cicle de transduccié substituint el medi de cultiu pel
SBD D4 descongelat i suplementat amb 0,25 mL de bFGF i 80 pL de sulfat de
protamina (Laboratorios Farmacéuticos ROVI S.A., Madrid, Espanya). El Sulfat de

Protamina (polisacarid i policati6 amb carrega positiva) afavoreix la unié dels
vectors i les AF-oMSCs, ambdoés amb una membrana de carga negativa.

4. A les 24 h, es duu a terme el segon cicle de transduccié repetint el procediment

indicat en el punt anterior i utilitzant I'SBD D5.

5. Les cél-lules es tripsinitzen I'endema i s’obté mostra per recompte i viabilitat
cel-lular, aixi com per determinar el percentatge de AF-oMSCs positives per eGFP
mitjangant citometria de flux.

6. Les AF-oMSCs transduides es ressembren (Passi 1) i cultiven fins a obtenir la
dosi clinica.

7. En aquest moment, les AF-oMSCs es tripsinitzen, i es torna a agafar mostra per
recompte i viabilitat cel-lular i per repetir la quantificacié del percentatge de AF-
OMSCs positives per eGFP.

8. La suspensié d’AF-oMSCs es concentra, es resuspen amb PPP i es prepara el

constructe amb el DBM per a la reparacié del MMC.
En paral-lel, es cultiven AF-oMSCs de la mateixa linia cel-lular sense transduir en un

flascd T25 que serveixen com a control negatiu (CN) en l'analisi per citometria de

flux.
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Sembra productores Obtencidé sobrenedant
virus VSV-G GFP —_—3 viral VSV-G - GFP a D4
(D-1) ia D5 post-retirada de
Tetraciclina
TRANSDUCCIO
DO D3 D4 DS
| ] 1 1
| | 1 |
Sembra AF-MSCs PO 1r CICLE 2n CICLE Analisi
T citometria
Aillament AF-MSCs l
T Ressembra AF-MSCs
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Figura 9.8. Esquema del protocol de transduccié d’AF-oMSCs amb sobrenedant viral 293GPG/eGFP de

les cél-lules destinades a la reparacié del MMC en el model animal.

9.10.2. DETECCIO DE LES AF-oMSCS MARCADES AMB eGFP PER
CITOMETRIA DE FLUX

Per temes organitzatius, la quantificacio de les AF-oMSCs marcades amb eGFP es fa
I'endema de l'obtencié de les mostres. Les mostres s'emmagatzemen a 2-8 graus

en foscor i el protocol seguit és el seglient:

1. Es dipositen 100 pL de cada mostra en un tub de citometria de 5 mL (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA): suspensiéo d’AF-oMSCs transduides i suspensié d'AF-
0MSCs CN.

2. S'addiciona 1 pyL de 7AAD (Molecular Probes) a cada tub i s‘incuba durant 5
minuts a T.A. i en foscor.

3. S’adquireixen les mostres al citometre de flux FACSCalibur utilitzant el
programa CellQuest, capturant un minim de 10.000 events de la poblacio
d’interes.

4, Seguidament, es fa |’‘analisi de la mostra en el programa FCS Express de la
seguent manera:

- En el primer histograma SSC/FSC es delimita la regié que conté la poblacié
cel-lular d'interes (Figura 9.9. A'i B).

- En el segon histograma 7AAD/SSC es determina el percentatge de cel-lules
viables (Figura 9.9. Ci D; regié 7AAD negativa).

- Les AF-oMSCs viables es representen en el tercer histograma eGFP/SSC, on es

quantifica la poblacid positiva per eGFP (Figura 9.9. E i F; regidé eGFP™).

200



Capitol 9: Material i Métodes

9.10.3. DETECCIO AF-oMSCS MARCADES AMB eGFP EX VIVO

La deteccié de les AF-oMSCs marcades amb eGFP en els fetus ovins reparats amb
aquestes cel-lules es fa a partir de les mostres de les vértebres parafinades
mitjancant técniques immunohistoquimiques, tal com es descriu en l'‘apartat

9.16.2.E) d'aquest mateix capitol.
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Figura 9.9. Exemple d’analisi de les AF-oMSCs transduides per quantificar el percentatge de ceél-lules
positives per eGFP: CN (A, C, E) i mostra d’AF-oMSCs transduides (B, D, F).

9.11. COLONITZACIO DE BIOMATRIUS PLGA AMB AF-oMSCs

9.11.1. MANUFACTURA DE LES BIOMATRIUS

Per dur a terme aquesta part experimental, s’ha treballat amb matrius
biocompatibles d’acid polilactic-glicolic (PLGA) manufacturades al Departament
d’Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona (135, 163). Es
caracteritzen per ser hidrofobiques, tenir una mida de 1,5 x 2,0 x 0,2 cm (llarg x

ample x algada) i una porositat d’entre 300 i 500 pm.

Breument, la seva fabricacié consisteix en:
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1. Primerament es diposita el clorur sodic (NaCl), que actuara de porogen, al
tamissador durant 30 minuts per seleccionar les particules de la mida desitjada
(0.3-0.5 nm).

2. Tot seguit, dins una campana d’extraccié de gasos, es dissol 0.5 g de PLGA
(50/50, NP Pharm) amb 7.5 mL de cloroform en un vas de precipitats amb I'ajut
d’un agitador magnetic.

3. A continuacid, es passa la dissolucié a un vidre de rellotge i es va afegint poc a
poc 4.5 g de NaCl préviament tamisat. S’homogeneitza amb I’'ajuda d’una
espatula.

4, El cloroform es va evaporant i a conseqliéncia el polimer es va solidificant.

Quan esta prou manejable, es moldeja el polimer per tal d’obtenir les
biomatrius en les dimensions i forma requerida.

6. Es deixa evaporar tot el cloroform deixant les biomatrius tota la nit a
temperatura ambient en un vidre de rellotge pla.

7. L'endema, es renta la biomatriu amb aigua destil-lada i s‘introdueix en un vas
de precipitats gran ple d’aigua, per tal que es dissolgui tota la sal i es generin
els porus. Es recanvia l'aigua sovint durant 24 hores i després es deixen
assecar.

8. Les biomatrius s’empaqueten de forma individual i es congelen a -80°C durant
24 hores.

9. Un cop congelades, es liofilitzen i aixi s’‘aconsegueix eliminar traces del
dissolvent organic (cloroform).

10. Finalment, s’esterilitza mitjancant radiaci6 gamma a una poténcia variable entre

15i 25 KGy (Aragogamma).

Les biomatrius fabricades s’'emmagatzemen a -30°C fins al moment que es fan

servir.

S’han utilitzat un total de 21 matrius incloent els estudis in vitro i les utilitzades per
aplicacié en el model animal de tres lots diferents (lots 20110801, 170609 i
260609).

9.11.2. COLONITZACIO DE LES BIOMATRIUS AMB AF-oMSCS

Per dur a terme la colonitzacio, les AF-oMScs en cultiu es tripsinitzen, es recompten
i s'analitza la viabilitat i com a maxim 4x10° AF-oMSCs vives (dosi clinica maxima)
es porten a la concentracié desitjada per la colonitzacid, que segons I'experiment
oscil-la entre 1.0x10° i 5.0x10> AF-oMSCs vives/mL en medi basal. En cap cas,

cél-lules descongelades han estat utilitzades per a la colonitzacié de les biomatrius.
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Per altra banda, és important comentar, que les AF-oMSCs poden haver estat

marcades a una concentraciéo de 100 MPIOs/AF-oMSC.
Es testen tres metodologies de colonitzacié de les biomatrius de PLGA:

9.11.2.1. Colonitzacié en sistema no agitat

El procés s'inicia hidratant la matriu descongelada durant aproximadament 1 hora
en medi basal. Després la biomatriu de PLGA es posa en contacte amb la solucié
cel-lular, 2x10°% AF-oMSCs en un volum de 250 pL, utilitzant com a suport un pouet
d’una placa de cultiu sense tractament per cultiu cel-lular i s‘incuba en sistema no
agitat a 37°C durant 1 hora (h). Passat aquest temps, s’aspira la solucié que
envolta la biomatriu, es diposita de nou a sobre i s‘incuba 1 hora més. Un cop
finalitzat aquest temps es fa la visualitzacié de la biomatriu de PLGA mitjangant
microscopia confocal per fer una valoracio inicial qualitativa del grau d’adheréncia
cel-lular. I seguidament, es procedeix al rentat amb medi basal i condicionat final

de la matriu.

A partir de les cél-lules presents al sobrenedant de la colonitzacié i a la soluci6 de

rentat, es calcula el percentatge de colonitzacié:

((Vi x Ci) = (Vsbd x Csbd + Vsr x Csr))
Percentatge colonitzacio (%)= x 100
(Vi x Ci)

On: V=Volum, C=Concentracid cel-lular, sbd =sobrenedant de la colonitzacié i sr =

solucio de rentat.

9.11.2.2. Colonitzacio en sistema agitat mitjancant centrifugacio

Es diposita la biomatriu de PLGA préeviament hidratada al fons d’un tub Falcon de 50
mL (Sarstedt, Nimbrecht , Germany). A continuacio s'introdueix la solucié cel-lular
sobre la matriu i es fa un primer cicle de centrifugacié a 500 g durant 2 minuts
(min) per afavorir I'entrada de les AF-oMSCs a través dels porus de la matrius. A
continuacio, es pren la solucid cel-lular que envolta la biomatriu, es diposita de nou

sobre biomatriu i es repeteix el procediment.

A continuacid, es fa una etapa d’incubacié en sistema no agitat a 37°C durant 2
hores per aconseguir I'adheréncia de les cél-lules a la superficie de la matriu.
Finalment, la matriu es renta i condiciona, i es recuperen les cél-lules no adherides

per tal de recomptar-les i calcular el percentatge de colonitzacio.

9.11.2.3 Colonitzaciéo en sistema agitat fent Us de I'equip MACSMix de
Miltenyi
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La colonitzacié de la matriu de PLGA amb AF-oMSCs en sistema agitat fent Us de
I'equip MacsMix (Milteny Biotech) es fa a 37°C, al 5% de CO, i 90% d'Humitat

relativa.

El programa de l'equip escollit combina cicles de 5 minuts en repos per afavorir
I'adheréencia cel-lular a la biomatriu, seguit d’'un temps curt de 30 segons en
moviment (aproximadament 12 rpm) i rotacido per resuspendre les cél-lules que

hagin sedimentat i permetre de nou el contacte de les cel-lules amb la matriu.

A)

Figura 9.10. A) Tecla identificativa del programa de l'equip MACS Mix que s'utilitza durant la
colonitzacioé en sistema agitat, B) Colonitzacié de la biomatriu de PLGA amb AF-oMSCs F122P P4.

9.11.3. ESTUDIS PER MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

Primerament, destacar que a causa del fet que no es disposava de material
especific per posar a punt la metodologia de marcatge amb els colorants utilitzats,

les condicions de marcatge s’han anat ajustant en cadascun dels experiments fets.

Per altra banda, comentar que la tincid dels nuclis i citoplasma cel-lulars es fa un

cop finalitzada la colonitzacié de les biomatrius.

9.11.3.1. Marcatge de les mostres
A) Tincié del citoplasma cel-lular

Per tenyir el citoplasma de les AF-oMSCs es fa servir el kit comercial PKH26 Red
Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma) que inclou la solucid stock del colorant
fluorescent PKH26 (1 nM) i el diluent C. El colorant fluorescent PKH26 s‘incorpora
de forma estable dins les regions lipidiques de la membrana cel-lular i el diluent C
és el vehicle del marcatge esta format per una solucié aquosa iso-osmotica sense
contingut en salts, detergents o solvents organics no fisiologics i que esta formulat

per maximitzar la solubilitat del colorant i I'eficiencia del marcatge.
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El protocol de marcatge consisteix en les segilients etapes:

1. Es renta la biomatriu de PLGA colonitzada amb 2 mL de PBS per eliminar les
restes proteiques procedents del serum.

2. Es prepara el reactiu de tinci6 amb 1 pL del colorant fluorescent vermell PKH26
en 3 mL de diluent C.

3. S’addiciona sobre la matriu i s’incuba durant 5 minuts a la foscor i a
temperatura ambient.

4. Un cop passat aquest temps, s’afegeix sobre el constructe 3 mL de FBS
(Biological Industries) per parar la reaccié.

5. En cas de voler procedir a fer una tincidé especifica per nuclis, es fa un rentat
final amb 2 mL de PBS.

B) Tincio del nucli cel-lular

En els primers experiments, es fa la tincié nuclear amb DAPI (4’,6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride; Sigma Aldrich). Com que volem fer estudis
d’estabilitat durant com a minim una setmana, es busca un colorant especific per
assajos amb cél-lules viables i de baixa toxicitat. Es per aquest motiu, que
posteriorment es decideix substituir el DAPI pel colorant Vibrant® Violet Dye Cycle™

(Molecular Probes; Life Technologies).

- DAPI:

El DAPI és un colorant d’acids nucleics blau fluorescent que s’uneix preferiblement a
les dobles helix de DNA i més concretament a les parelles AT situades al solc menor
de la cadena. La fluorescéncia és directament proporcional a la quantitat de DNA

present i la seva emissid maxima és a la longitud d’ona de 460 nm.
El protocol de marcatge seguit es descriu a continuacio:

1. Es prepara extemporaniament una dilucié 1/10* de la solucié stock amb 1 pL de
reactiu i 10 mL de PBS, per aconseguir una solucié a concentracié 300 nM.
S’aplica 2 mL de la soluci6 estoc sobre la matriu durant 5 minuts en foscor.

3. Es retira el colorant i es renta amb 2 mL de PBS.

- Vibrant® Violet Dye Cycle™:

El colorant violeta Vybrant® DyeCycle™ és un colorant permeable que també
s’uneix a la doble hélix del DNA i que pot ser utilitzat per I'estudi del cicle cel-lular i
assajos de proliferacio en cél-lules vives, seguiment de les cél-lules i també analisis

per citometria de flux. Es caracteritza per ser precis, presentar baixa toxicitat i
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s’aplica a través d’un protocol simple i robust. La seva longitud d’ona d’emissid és

d’aproximadament 440 nm. Els passos que es segueixen son els segients:

1. Després de bloquejar el PKH26, s’afegeix a la soluci6 2 pL del colorant Vybrant®
Violet DyeCycle™.
2. S’incuba durant 30 minuts a 37°C i en foscor.

3. La biomatriu es renta amb 2 mL de PBS.

Una vegada ha finalitzat la tincié amb els colorants especifics, la matriu es diposita
en un pouet d'una placa de 6 pous amb fons de vidre (MatTek Corporation), es
recobreix amb PBS i un cobreobjectes per mantenir la matriu tocant el fons del

pouet.

9.11.3.2. Adquisicio i analisis de les mostres

S'utilitza I'equip Spectral Confocal Microscope FV1000 (Olympus). Es fa una
observacié global de la preparacié a 20X i s’escullen com a minim 4 camps

representatius.

S’adquireixen les imatges de fluorescéncia cada 10 um (800 x 800 punts rastrejats;
Zstep size de 1,5 um); entre 30-50 seccions optiques o plans focals, segons el

gruix de la matriu en cada camp.

Addicionalment, en alguns casos també es fa I'adquici6 amb zoom 2, augmentant la

resolucié de la imatge (per exemple: de 0,795 a 0,397 um /pixel).

El laser utilitzat durant I’'adquisicié depen de la combinacié de marcatges fets: per a
AF-0MSCs marcades amb MPIOs s’utilitza el laser d’Argd Blau (488 nm). En cas de
que s’hagi tenyit també el citoplasma cel-lular amb DAPI o Vybrant® Violet
DyeCycle™, s’adquireix el marcatge laser violeta (405 nm) i, finalment, si a més
s’ha tenyit el citoplasma cel-lular amb PKH26 s’adquireix amb el laser verd (561

nm).

L'analisi de les mostres es fa utilitzant el programa Flouview (versié 1.7.) del

mateix equip FV1000.

9.11.4. ESTUDIS PER MICROSCOPIA ELECTRONICA

Per mostrar la porositat i la preséncia de cél-lules a l'interior de la biomatriu de

PLGA, es fa I'observacié amb microscopia electronica d’escanejat.

Les biomatrius colonitzades amb AF-oMSCs a diferents concentracions es fixen en
gluteraldehid al 2.5% v/v (EM grade; Merck) en buffer fosfat (PB; 0.1M, pH 7.4;

Sigma-Aldrich) durant aproximadament 12 hores a 4°C. Després de quatre rentats
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de 10 minuts cadascun amb PB, les mostres es fixen amb tetraoxid d’osmi a I'1%
p/v (TAAB Lab) en PB durant 2 hores a 4°C. Seguidament, les mostres es sotmeten
de nou a quatre rentats amb aigua i es deshidraten passant per solucions a
concentracio creixent d’etanol (30, 50, 70, 90, 95 i 100%), i assecat per punt critic
amb CO,. A continuacio, les mostres es munten sobre una matriu metal-lica amb
capes adhesives de carbd, es recobreixen amb or i s’‘observen al Microscopi

Electronic d’Escanejat Evo MA 10 (Zeiss) operant a 20 kV.

S’observa la totalitat de la preparacid i finalment es prenen imatges de diferents

zones representatives a diferents augments (100X-700X).

9.12. PREPARACIO DE LES BIOMATRIUS DE FIBRINA

9.12.1. OBTENCIO DE PLASMA POBRE EN PLAQUETES A PARTIR DE SANG
PERIFERICA D'OVELLA

Es recullen 20-30 mL de sang periférica de I'ovella gestant en tub amb citrat sodic
(BD Vacutainer). Abans de les 12 hores, els tubs amb sang es centrifuguen a 2500

g i temperatura ambient durant 10 minuts (Jouan CR 3.12, Heraeus).

Es retira la tercera part superior del plasma de cadascun dels tubs, que correspon

al plasma pobre en plaquetes (PPP) i es diposita en un tub falcon esteril.

Figura 9.11. A) Tub de citrat contenint sang periférica de I'ovella gestant; B) Tub amb sang periférica
d’ovella centrifugada. S'observa la preséncia de la fase eritrocitaria a la part inferior, la fase leucocitaria

(Buffy Coat) a la posicié intermitja i, a la part superior, el plasma.
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9.12.2. PREPARACIO DEL CONSTRUCTE AMB AF-oMSCS

Les AF-oMSCs procedents dels cultius d’expansié (si s’escau, marcades amb MPIOs)
es concentren per centrifugacio a 500 g durant 10 minuts. Es retira el sobrenedant,
les AF-oMSCs es resuspenen amb 1 mL de PPP i es dispensen en un pouet de 3.8
cm? d’una placa de 12 pous (Corning). S’afegeixen 50 pL de CaCl, al 10% grau
clinic (B. Braun Biomedical S.A.), s’homogeneitza i s‘incuba durant 5-10 minuts a
37°C. Passat aquest temps, es comprova que s’ha format el coagul i s’afegeixen 2
mL de medi basal al pou. D’aquesta manera, les cél-lules es mantenen alimentades
fins a la seva implantacio en I'animal, I'’endema a les 12-16h de la preparacié del

constructe (veure apartat 9.14. Cirurgia de Reparacié del MMC).

Figura 9.12. Aspecte macroscopic del constructe de Fibrina en el moment de ser utilitzat per a la

reparacié del MMC.

9.12.3. ESTUDI D'ESTABILITAT DE LES AF-oMSCS EN FIBRINA

Es porten a terme estudis qualitatius per tal de comprovar |'estabilitat de les AF-
OoMSCs en el constructe de fibrina. L'objectiu és assegurar-nos que quan
s’‘aministren les cél-lules a I'animal, I'endema de la preparacié del constructe,

aquestes es mantenen vives i funcionals.

9.12.3.1. Microscopia confocal

Es preparen quatre constructes amb diferent quantitat de AF-oMSCs, i s’afegeix
medi basal per alimentar a les cél-lules que es recanvia cada 2-4 dies. Els
constructes es mantenen durant un maxim de 8 dies a 37°C, 5 % de CO, i 90%
d’humitat relativa. Durant aquest temps, es comprova per microscopia confocal si
hi ha canvis en la morfologia cel-lular i si les cél-lules es multipliquen en el

constructe.
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Volum Superficie

Constructe Linia Passi Quantitat coagul ou Temps
Cel:-lular AF-oMSCs g p 2 seguiment
(mL) (cm?)
1 F101P P2 1,3 x10° 4 9,5 8 dies
2 F101P P1 1,7 x10* 1 3,8 8 dies
3 F109P P2 1,0 x10° 1 3,8 24 hores
4 F109P P1 4,0 x10° 1 3,8 24 hores

Taula 9.7. Resum de la informacié relativa als coaguls de Fibrina preparats per estudiar el
comportament de les AF-oMSCs en el seu interior mitjangant microscopia confocal (linia cel-lular i passi;

dosi AF-oMSCs, volum del coagul, superficie utilitzada i temps de seguiment).

9.12.3.2. Microscopia de Fluoresceéncia

De forma complementaria es repeteix |'estudi, aquesta vegada per fer un
seguiment mitjancant microscopia de fluorescéncia. En el cas de les AF-oMSCs
destinades al constructes amb fibrina, el marcatge cel-lular es porta a terme previ a

la formacié del coagul.

A) Protocol de marcatge de les AF-oMSCs amb Vibrant DyeCycle Violet i
PKH26:

1. Es parteix de 10 mL de suspensié cel-lular de la linia AF 2729 P1 contenint
2,5x10° AF-oMSCs vives.

2. Es centrifuga durant 10 minuts a 500 g, s’elimina el sobrenedant i el pellet

cel-lular es resuspen amb 2 mL de M199 (sense suplementar).

3. S’afegeix a la suspensié 3 pL de PKH26 diluit en 1 mL de Diluent C i s’incuba

durant 5 minuts a TA i foscor.

4, A continuacid, s’inactiva el colorant amb 3 mL de FBS BI 315495 i seguidament
s’addiciona 6 pL de Vibrant DyeCycle Violet (per aconseguir una concentracié final
de 5 uM).

5. S’incuba a 37°C durant 30 minuts, homogeneitzant la solucié aproximadament

cada 10 minuts.

6. Passat aquest temps, la solucid es centrifuga i el pellet cel-lular es resuspen amb
3 mL de PPP 2729 + 150 pL de CaCl, al 10% i es dispensacié en placa de vidre
(MatTek Corporation).

7. Finalment, s’incuba a 37°C durant 5 minuts i, un cop format el coagul,

s’'afegeixen 3 mL de medi basal.
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B) Protocol de marcatge de les AF-oMSCs amb DAPI i PKH26:

Aquest protocol s’aplica a les suspensions cel-lulars de la linia AF 107 P1 i AF 29 P2
(Figura 9.13):

Suspensio cel-lular AF-oMSCs (2.2-3.8 x1068 cells)

C

Centrifugacio:
500 g, T.A., 10 min, fre

J—» Sobrenedant

+ resuspensio del pellet en
5 mL dilucié 1/104% DAPI

Incubacio 5’
foscor

+ 5 pL PKH26 Red fluorescent dye

Incubacio 5’
foscor

Inactivacio amb 2 mL FBS

Centrifugacio:
500g, T.A., 10 min, fre
J—v Sobrenedant

Resuspensio amb 1
mL PPP i formacio <«
del coagul de Fibrina

Figura 9.13. Esquema del protocol de marcatge de les AF-oMSCs amb DAPI i PKH26.

9.13. PREPARACIO DELS CONSTRUCTES AMB MATRIU OSSIA
DESMINERALITZADA I FIBRINA

Per a la preparacié d’aquest tipus de constructes, s’utilitza matriu ossia
desmineralitzada (Bonus™ DBM; BIOMET Biologics, Inc), liofilitzada i amb

estructura porosa.
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Figura 9.14. Imatge de la biomatriu o0ssia desmineralitzada en format de 10 mL dins una xeringa, i en

aquest cas impregnada amb moll d’os.

El format comercial és en forma de cilindre dins una xeringa de volum nominal 10
mL. Per aquest motiu, i préviament al seu Us, es fracciona en lamines
d’aproximadament 1-2 mm de gruix mitjancant bisturi amb manec esteril (B. Braun
Biomedical S.A.) sobre un camp esteril. Les fraccions es conserven individualment
dins un tub falcon de fons pla de 30 mL (Sarstedt) i s’emmagatzemen a

temperatura ambient.

En el moment de la preparacié del constructe, el DBM es trosseja mitjancant un
bisturi amb manec estéril i es pesa (Balanga analitica OHAUS, Model Adventurer
Pro).

A continuacio, el DBM trossejat es disposa en un pouet d’una placa de 12 pous (3.8
cm?), i es repeteix la pesada del tub falcon que contenia el material. La diferéncia
entre els dos valors de les pesades permet conéixer la quantitat real de DBM

utilitzat (g) per fabricar el constructe.

Seguidament, s’afegeix sobre la matriu 0ssia 1 mL de suspensié amb la dosi
desitjada d’AF-oMSCs en PPP i es deixa en repos uns minuts fins que s’‘observa que
el DBM s’ha hidratat i perd |'estructura rigida. A continuacio, s'afegeixen 50 pL de
CaCl, al 10% grau clinic (B. Braun Biomedical S.A.) i s‘incuba durant 5 minuts a
379C. Transcorregut aquest temps, es comprova que s’ha format el coagul (Figura
9.14.) i s'afegeixen 2 mL de medi basal al pou, per tal d’alimentar les cél-lules en

les seguents hores.

Addicionalment, es prepara un coagul de fibrina (sense AF-oMSCs) que s'utilitzara
també durant la reparacié del MMC, tal com es detalla en I'apartat 9.14.Cirurgia de
Reparacio del MMC.
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Figura 9.14. Aspecte macroscopic del constructe amb AF-oMSCs, DBM i fibrina (A) i de Fibrina (B).

Per als estudis d’estabilitat de les AF-oMSCs en aquest tipus de constructe, es
repeteix el mateix protocol de marcatge que s’ha utilitzat per a la fibrina i, en

aquest cas, s'afegeix el DBM previ a la formacié del coagul.
9.14. CIRURGIA DE REPARACIO DEL MMC

La cirurgia de reparacié del MMC es porta a terme a un total de 34 ovelles al dia 96
(79-110) de gestacid, de les quals 7 corresponen a la reparacié amb el constructe

de PLGA, 8 a la reparacié amb Fibrina i 19 es reparen a DBM i Fibrina.

9.14.1. EXPOSICIO DE LA ZONA AMB MMC

En primer lloc, l'ovella gestant es pesa (SW300, Digi-Star LLC) per comprovar un

augment de pes indicatiu de progressié de la gestacio.

A continuacid es prepara |I’'animal per la cirurgia, seguint el mateix protocol descrit
en l'apartat 9.1. Cirurgia d’induccié del MMC. Un cop l'ovella esta anestesiada i s’ha
preparat el camp quirdrgic, es procedeix a laparotomia mitja amb una incisié
paral-lela a la cicatriu de la cirurgia prévia. S’identifica |'Gter gravid per palpacio i
s’exterioritza fora de la cavitat abdomino-pélvica. Si hi ha adheréncies amb |'epipl9,

aquestes s’han d‘alliberar amb molta cura. Per palpacié s’identifica la posicio del

212



Capitol 9: Material i Métodes

fetus i es defineix el punt d’obertura de la paret uterina que cal que sigui d’escassa

vascularitzacié i que estigui a sobre de la zona lumbar fetal.

La paret uterina s’‘obre com a la primera cirurgia i, com que en aquest estadi
I'animal és molt més gran, no s’exterioritza la part posterior, sind que Unicament

s’exposa la zona lumbar (Figura 9.15.A.).

9.14.2. REPARACIO DEL MMC

Un cop visualitzada la zona lumbar, es comprova la situacié del defecte i es

desenganxa la pell de la periféria de la lesid.

En la reparaci6 amb constructes de PLGA o de fibrina, el constructe es col-loca
sobre el defecte cobrint-lo en la seva totalitat i, per sobre d’aquest, la pell artificial
Matriderm® (MedSkin Solutions Dr. Suwelack AG) introduint-la per sota de la pell

de la periféria de la lesid i aixi aconseguir una estabilitat primaria dels implants. En

aquest moment, s’aplica I'adhesiu COSEAL® (Baxter) per segellar tota |'area.

Figura 9.15. Reparacié del MMC de l'ovella 101 amb biomatrius de PLGA: A) Exposicié del MMC, B)
Disposicié de la biomatriu de PLGA sobre el defecte i C) Cobertura amb el substitut de pell Matriderm®
(els implants queden enterrat periféricament per la pell); D) Segellat amb COSEAL®; 1) Paret uterina i
2) Part posterior del fetus ovi.
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En la reparacié amb constructes de DBM i fibrina, s’utilitza una variant de la técnica
anterior. Amb l'objectiu de regenerar I'arc ossi de les tres vertebres en qué es va
extreure, en primer lloc es refresquen els monyons ossis d’amputacié ressecant la
part fibrosa que els cicatritza en superficie. Seguidament el constructe es talla fent
tres lamines longitudinals que es col-loquen al defecte com si fossin els tres arcs
vertebrals, cada lamina amb DBM, fibrina i AF-oMSCs en contacte amb els monyons
ossis corresponents. Entremig es col-loca una lamina de fibrina sense DBM ni
cel-lules, per fer de separacid. Tot el sistema es cobreix amb la pell artificial
Matriderm® que s’introdueix també per sota de la pell propia de la periféria de la

lesid i es segella amb I'adhesiu sintétic COSEAL®.

Un cop el mielomeningocele esta reparat, s‘omple la cavitat uterina amb Ringer
Lactat i antibiotic i es tanca la paret uterina com a la primera cirurgia fetal. A

continuacio s’introdueix |'Uter a la seva posicid i es tanca la paret abdominal.

Finalment, es fa el seguiment postoperatori de la mateixa manera que després de

la primera cirurgia.

Figura 9.16. Reparacié del MMC de l'ovella 12698 amb biomatrius de DBM i Fibrina: Disposicié de tres
lamines longitudinals de DBM sobre el defecte seguint els munyons ossis (A) i, entremig, es col-loquen
lamines de fibrina (B); es cobreix amb el substitut de pell Matriderm® (C) de manera que els implants
quedin enterrat periféricament per la pell i finalment es segella amb COSEAL® (D); 1) Paret uterina i 2)

Part posterior del Fetus Ovi.
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9.15. RECUPERACIO I SEGUIMENT DELS NOUNATS OVINS

9.15.1. RECUPERACIO DEL NOUNAT OVi

Es programa una cesaria electiva abans de final de la gestacid, entre els 135 i 145
dies, per tal d’evitar que l'ovella pugui parir en un moment en qué no es pugui

cuidar del nounat (nits o en caps de setmana).

En aquest procediment hi participen dos equips formats, cadascun d’ells, per un
veterinari i un metge. El primer equip es fa carrec de la mare i el segon del nounat

ovi.

La preparacido de l'ovella gestant no difereix de les cirurgies prévies. Un cop
anestesiada es procedeix a cesaria per laparotomia mitja i obertura amplia de la
paret uterina. El moment de la cesaria és molt critic pel nounat, ja que es tracta
d’animals que han sofert dues cirurgies fetals i presenten una lesié neurologica. Aixi

doncs, el procediment es fa molt rapid per evitar que el fetus estigui deprimit.

Un cop el nounat s’ha extret, s’asseca, se li aspiren les secrecions i s‘estimula
perqué respiri espontaniament. En cas d’estar molt deprimit per |I'anestésia, es pot
intubar. Aquests animals solen ser més petits i tenen menys vitalitat que els
nounats sans. A vegades necessiten col-locacié de via venosa i administracié de
seroterapia amb glucosa. A continuacio, es col-loca a la incubadora i se li administra

calostre a través d’un biberd. Per altra banda, es procedeix a eutanasia de la mare.

En cas que la gestacid sigui doble, I'equip de la mare passa a fer-se carrec del

nounat sa un cop s’ha dut a terme l'eutanasia de I'ovella gestant.

9.15.2. ESTUDI CLINIC DEL NOUNAT OVi

Quan el nounat esta estabilitzat, es procedeix al seu estudi. Es valora
macroscopicament la zona del defecte per comprovar el grau de tancament o
cicatritzacié i si perd liquid cefaloraquidi. Aixi mateix, s’avalua si existeixen

deformitats a la columna lumbar o a les extremitats posteriors.

També es fa una valoracio neurologica funcional en qué s’estudia la capacitat de
mantenir-se dret, capacitat de marxa, preséncia d’ataxia de les extremitats
anteriors, capacitat de deglucid, reflexes osteo-tendinosos profunds, reflex anal,

reflex de retirada per pessigada al peu, incontinéncia urinaria i fecal.

En els casos en qué el nounat presenta bona vitalitat, es manté amb vida 24 hores i

se li practica una electromiografia amb potencials evocats al Servei de Neurologia
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Veterinaria de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autbnoma de Barcelona

(Dra. Sonia Afor).

9.15.3. ESTUDI POSTCLINIC DEL NOUNAT OVi

Un cop fet l'estudi clinic es procedeix a la eutanasia de lI'animal per injeccié de
pentobarbital (200 mg/kg). Després es canalitza l'artéria carotida i s’introdueix

formaldehid per tal de fixar els teixits, especialment el cervell.

Es secciona el coll per la tercera o quarta vértebra cervical i es guarda en un
recipient amb formaldehid. Es secciona la zona del defecte agafant una vertebra

cranial i una altra caudal sanes i es guarda en un segon recipient amb formaldehid.

La peca del cap es talla sagitalment i es conserva per a estudis que pugui interessar
dur a terme en un futur com ara comprovar i mesurar la possible malformacié de
Chiari.

La peca del defecte lumbar reparat es processa al cap de 24-48 hores al servei
d’anatomia patologica. Es tallen amb molta cura els segments vertebrals individuals
de cada una de les vértebres operades. En cas que s’hagin de fer estudis de RMN,
en aquest moment es pren una de les vértebres reparades que es manté en
formaldehid fins al moment de |'analisi. Les vértebres restants es col-loquen en
recipients individuals amb liquid descalcificant rapid (Casa Alvarez) identificant
I'animal i la vértebra. Transcorregudes entre 12 i 48 hores (segons la mida i el
gruix de la vértebra) es procedeix al seu processament amb parafina i a fan talls de

4 uym de gruix.

9.15.4. CRITERIS DE PUNT FINAL

Els criteris de punt final aplicats a les ovelles gestants que han participat en aquest

estudi i aprovats pel CEEA local sén:

1. Avortament.
2. Procés séptic sense resposta a desbridament quirdrgic i terapia amb antibiotic.

3. Shock hipovolémic sense resposta a mesures de reposicio.
9.16. ESTUDIS HISTOLOGICS

Aquests estudis es fan al Departament d’Anatomia Patologica de I'Hospital Vall
d’'Hebron (Dra. Cleofe Romagosa) i a la Facultat de Veterinaria de la Universitat
Autonoma de Barcelona (Dra. Rosa Rabanal). Seguidament es detallen els protocols

utilitzats:

216



Capitol 9: Material i Métodes

9.16.1. TINCIONS HISTOLOGIQUES

9.16.1.1. Técniques fetes al Departament d’'Anatomia Patologica de
I’'Hospital Vall d’Hebron:

A) Tincié Hematoxilina-Eosina

Es fa aquesta tincid histologica mitjancant I'aplicacié d’un conjunt de colorants com
sén: A) I'hematoxilina que, per ser cationica o basica, tenyeix estructures acides
(basofiles) amb tons blau, com per exemple els nuclis cel-lulars i B) I'eosina que,
per la seva naturalesa anionica o acida, tenyeix components basics (acidofils) en

tons de color rosa, com per exemple el citoplasma.
Solucions:

- Xilol PQA (Quimica Clinica Aplicada S.A.)
- Etanol (Merck)

- Hematoxylin en solucién Harris (Merck)
- Eucalyptol (USP; Panreac)

- Acid Clorhidric (HCI; Panreac)

- Aigua Amoniacal (Sigma-Aldrich)

Desparafinat de les mostres:

Xilol durant 2 minuts.

Xilol durant 2 minuts.

Etanol Absolut durant 2 minuts.
Etanol Absolut durant 1 minuts.
Etanol 959 durant 1 minut.
Etanol 959 durant 1 minut.

H,O Destil-lada 1 minut.

NoukwhN=

Tinciéo amb Hematoxilina:

1. Submergir les mostres tres vegades en Hematoxilina durant 2 min 25 segons
cada vegada.

Rentar amb aigua corrent durant 1 minut.

Submergir en acid clorhidric durant 9 segons.

Rentar amb aigua destil-lada durant 30 segons.

Rentar amb aigua Amoniacal durant 1 minut.

o v kW N

Rentar amb aigua corrent durant 1 minut.

Contratincié amb Eosina:

1. Tenyir amb Eosina durant 30 segons.
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Etanol 95° 6 segons.
Etanol 95° 6 segons.
Etanol Absolut 6 segons.
Etanol Absolut 6 segons.
Xilol/eucaliptol 6 segons.

Xilol/eucaliptol 6 segons.

® N o vk WN

Muntatge de la mostra.

Les segients tres tincions del Departament d’Anatomia Patoldgica de I'Hospital Vall
d’Hebron (Tincié de PERL’s, Alcian Blue i Tricromic de Masson) s’han fet mitjancant
un sistema automatic, utilitzant el modul de tinci6 ARTISAN LINK de DAKO

(processador de tincions especials) i kits de reactius comercials també de Dako.
B) Tincio de PERL's

La tinci6 de PERL's permet detectar i identificar diposits de ferro en mostres
parafinades. El ferro reacciona amb el Ferrocianur potassic per formar Ferrocianur

férric que és insoluble, de color blau i es coneix amb el nom de Prussian Blue.

1. Desparafinar i hidratar.

2. Preparar Solucié de Ferro amb ferrocianur potassic al 2% i acid clorhidric al 2%,
fent una dilucié a parts iguals. Incubar durant 30 minuts.

3. Rentar amb aigua destil-lada.

4. Incubar amb Kernechtrot (Nuclear Fast Red) durant 3 minuts.

5. Rentar amb aigua destil-lada.

6. Deshidratar i muntar.

Interpretacio de la tincio:

- Ferro ferric: Blau.
- Nuclis: vermell.

- Fons: rosa.
C) Tincié Alcian Blue

Aquesta tincié serveix per detectar glicosaminoglicans (GAGs) o mucopolisacarids
acids en talls parafinats de teixits fixats en formol. La preséncia de coloracié blava
en el micromass pellet indica la sintesi de proteoglicans per part de les AF-oMSCs

durant la diferenciacié condrogénica in vitro.

1. Desparafinar i hidratar.
2. Incubar durant 3 minuts amb Acid acétic al 3%.

3. Comprovar que el pH del colorant Alcian Blue estigui entre 2.3 i 2.6.
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Incubar durant 30 minuts amb Alcian Blue.
Rentar amb aigua corrent durant 10 minuts.
Rentar amb aigua destil-lada.

Tenyir durant 3 minuts amb Kernechtrot.

Rentar amb aigua destil-lada.

© ® N o u bk

Deshidratar i muntar.

Interpretacio de la tincio:

- Mucopolisacarids acids débilment sulfatats, sulfomucines, acid hialuronic,
sialomucines: blau fosc.
- Nuclis: de vermell a rosa.

- Citoplasma: rosa pal-lid.
D) Tricromic de Masson

Aguesta tincié esta dissenyada per identificar les fibres de col-lagen del teixit

connectiu. Es segueix el segiient protocol:

1. Desparafinar i hidratar.

2. Incubar amb Bouin durant 1 hora a 56 °C.

3. Rentar amb aigua corrent fins que el color groc desapareix.
4. Rentar amb aigua destil-lada.

5. Incubar amb Hematoxilina de Weigert durant 13 minuts.

6. Rentar amb aigua corrent 5 minuts.

7. Rentar amb aigua destil-lada.

8. Incubar amb solucié de tricromic verd de Gomori durant 30 minuts.
9. Decolorar amb acid acetic al 0.5% durant 15 segons.

10. Rentar amb aigua destil-lada.

11.Incubar amb solucié verd llum 10 minuts.

12.Rentar amb aigua destil-lada.

13. Deshidratar i muntar.

Interpretacio de la tincio:

- Citoplasma: vermell.
- Fibrina: rosa .

- Col-lagen: verd.

- Nuclis: blau o negre.

- Mdscul i Eritrocits: vermell

9.16.1.2. Teécniques fetes a la Facultat de Veterinaria de la Universitat
Autonoma de Barcelona:
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A) Tincié Hematoxilina-Eosina

1. Preparacio de la solucié mare d’Eosina Y:
- 5gEosina.
- 250 mL d’Aigua destil-lada.
2. Preparacié de la solucié mare de Floxina B:
- 5 g de Floxina B.
- 250 mL d’Aigua destil-lada.
3. Preparacié de solucié de treball (per un volum = 200 mL)
- 22.4 mL de Solucié mare d’Eosina.
- 2.4 mL de Solucié mare de Floxina.
- 174.4 mL d’etanol 96°.
- 1 mL d’acid acetic glacial.
4. Desparafinar i hidratar:

- Xilol 2 durant 6 minuts.

Etanol absolut durant 3 minuts.
- Etanol 96° durant 3 minuts.
- Etanol 70° durant 3 minuts.
- Etanol 50° durant 3 minuts.
- Agua corrent durant 5 minuts.
5. Tenyir amb Hematoxilina de Mayer (Mayer’s hemalum solution, MERCK) durant
4 minuts.
Rentar amb aigua corrent 18 minuts.
Tenyir amb Eosina durant 2 minuts.

Rentar amb aigua corrent 5 minuts

© ® N O

Deshidratar:
- Etanol 96°: 2 x 1 minut 30 segons.
- Etanol 100°: 2 x 3 minuts.

10. Aclarar amb Xilol (3x 5 minuts) i montar en DPX.
B) Tricromic de Masson

Preparacio de les solucions:
Solucio de Bouin (Fixador):

- 750 mL Solucié aquosa saturada d‘acid picrico (al 1-2 % en H,O destil-lada).
- 250 mL Formalina concentrada.

- 50 mL Acid acétic glacial.

Un cop preparada la solucid, comprovar que el pH aproximat sigui de pH 2,2.
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Solucié d’hematoxilina férrica de Biebrich-fucsina acida:
a) Solucid I

- 1 gram d’'Hematoxilina cristal-litzada.
- 100 mL d’Etanol 95 % .

b) Solucid II

- 100 mL d'H,0 destil-lada.
- Clorur férric anhidre: 1.50 g FeCls o bé 2,48 g FeCl; 6 H,0.

c) Solucié de treball:

- 50 mL solucio I.
- 50 mL solucid6 II.

- 1 mL acid clorhidric concentrat.

Solucio d’escarlata de Biebrich-fucsina acida:

- 90 mL Escarlata de Biebrich al 1% en H,O destil-lada.
- 9 mL Fucsina acida en solucié aquosa al 1 %.

- 1 mL acid acétic glacial.

Solucidé aquosa d’acid fosfotingstic al 5 % i solucié d’acid fosfomolibdic:

- 5 g Acid fosfotungtic.
- 5 g Acid fosfomolibdic.
- 200 mL H,O destil-lada.

Solucio de blau d’anilina:

- 2,5 g blau d'anilina.
- 2 mL acid aceétic glacial.
- 98 mL H,0 destil-lada.

Solucié diferenciadora - Solucié aquosa d’acid acétic glacial a I’'1 %.
Solucio de verd llum (light green) al 2 %:

- 2 g verd llum SF grogds.
- 99 mL H,O0 destil-lada.

- 1 mL acid acetic glacial.

Métode:

1. Desparafinar i hidratar de manera habitual.
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2. Es recomana fer un mordentatge previ amb liquid de Bouin durant 1 hora a 56-
60° (o tota la nit a temperatura ambient) al material fixat en solucions de

formaldehid o alcoholiques (Dicromat potassic — 30 minuts).

3. Refredar i rentar amb aigua destil-lada fins que desaparegui el color grogos.
4, Tenyir amb hematoxilina férrica durant 10 minuts.
5. Rentar amb aigua destil-lada.
6. Tenyir amb la soluci6 escalata-fucsina acida durant 2-5 minuts.
7. Rentar amb aigua destil-lada.
8. Tractament:
a. Solucié d‘acid fosfomolibdic-fosfotingstic si es vol tenyir amb blau
d’anilina 15 minuts. O bé,
b. Solucié aquosa d’acid fosfotungstic al 5 % durant 5 minuts, si es vol
tenyir amb verd I[lum
9. Tincié:

a. Blau d’anilina: 15 minuts.

b. Verd llum: 5 minuts.
10. Rentar amb aigua destil-lada.
11. Diferenciar en la solucié d’acid acétic al 1% durant 3-5 minuts.
12. Deshidratar, esbandir y muntar.

- Etanol 96°: rapid x2.

- Etanol 100°: 5 minuts x2.

- Xilol: 5 minuts x2.

Interpretacio de la tincio:

- Fibres de col-lagen: blau.
- Teixit muscular, eritrocits i queratina: vermell

- Nuclis: lila-marré.
C) Safranina O

Aquesta técnica permet la tincié de cartilag, mucines i mastocits en mostres

parafinades.
Preparacio de les solucions:

e Solucio d’hematoxilina de Weighert:
Solucié A:
- 1 g d’'Hematoxilina (Merk).
- 100 mL d’etanol 960°.
Solucié B:
- 100 mL d'H,0 destil-lada.
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- 2,48 g FeCl; 6 H,0 (Panreac).
- 1 mL d'HCI concentrat.
Solucioé de treball: solucié A i B a parts iguals.

e Fast Green FCF 0.01% en H,O0 destil-lada:
- 0.1 g Fast Green FCF (Fluka).
- 1000 mL H,O destil-lada.

e Safranina 0 0.1% en H,0 destil-lada:
- 0.1 g Safranina O (Fluka).
- 1000 mL H,O destil-lada.

Métode:

Desparafinar i hidratar.

Tenyir amb Hematoxilina de Weighert durant 10 minuts.
Rentar amb aigua corrent durant 10 minuts.

Tenyir amb Fast Green al 0.01% durant 5 minuts.
Submergir en Acid acétic 1% durant 3 segons.

Tenyir amb Safranina O al 0.01% durant 10 minuts.

NoukwN =

Deshidratacio, acondicionament i muntatge (DAM):
- Etanol 96°: rapid x 10.
- Etanol absolut: rapid x 10 o 2x 5 minuts.

- Xilé: rapid x 10 0 2x 5 minuts.

Interpretacio de resultats:

- Nucli: negre.
- Citoplasma (background): verd-gris.

- Cartileg, mastocits i mucines: de vermell a carbassa.

9.16.2. TECNIQUES D'IMMUNOHISTOQUIMICA

S’apliquen aquestes técniques d’'immunohistoquimica (IHQ) en mostres d’ovella

incloses en parafina per detectar:

9.16.2.1. Desmina

La IHQ es duu a terme de manera automatitzada utilitzant el modul de tincid
Benchmark XT i el kit ultraView Universal DAB Detection de Ventana Medical
Systems. UltraView Universal DAB Detection es basa en un sistema indirecte sense
biotina, per detectar IgG, IgM de ratoli i anticossos primaris de conill. El protocol
és el seglient: un cop tallat el teixit a 3 pm, les preparacions s’estufen

aproximadament una hora a 60°C i es col-loquen al modul de tincio.
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El desparafinat es fa de manera automatica amb la solucié EZ prepTM (10x) i es
desemmascara amb Cell Conditioning 1 CC1 préviament diluit (pH= 8). Les mostres
es bloguegen amb peroxid d’hidrogen al 3%, |’anticdos primari (Desmina 1/500, 1
hora d’incubacid) es localitza amb un anticos secundari marcat amb un enzim, i el
complex resultant precipita (substrat de peroxid de hidrogen i cromogen de
tetrahidroclorur de 3, 3’-diaminobencidina DAB). Finalment, es fa la contra tincid

amb hematoxilina, es renten les preparacions i es munten per ser visualitzades.

El muscul paravertebral present a les vértebres reparades s’utilitza com a control

positiu en aquesta tincié.

9.16.2.2. Col-lagen 1

Les fibres de col-lagen formen part de la matriu extracel-lular del teixit connectiu. El
col-lagen de tipus I és el més abundant en la matriu Ossia i es troba també en la
pell, tendons i dentina. El protocol per la deteccié del col-lagen I en les mostres

d’ovella és el segiient:

1. Desparafinar (xilol, etanol 100, etanol 96, etanol 70, etanol 50, aigua).
2. Inhibicié de la peroxidasa endogena: 3% H,0, en H,O destil-lada, 40 minuts en
moviment.

3. Rentat amb H,O corrent 30 minuts.

4. Pretractament: tampd citrat pH 6 120°C 10 minuts + 30 minuts de
refredament.

5. Passar a H,0 destil-lada.

6. Rentat amb PBS i muntatge vertical.

7. Rentats amb PBS 2x5 minuts.

8. Bloqueig de les unions inespecifiques: 30% SNC (sérum normal de cabra) en

PBS 1h a temperatura ambient (T.A.).
9. Incubacié de l'anticos primari: 1:100 (Mouse monoclonal Antibody to Collagen
type I ABCAM, ab6308) en PBS + 10% SNC overnight a 4°C + 30 minuts a T.A.
10. Rentats amb PBS 3x5 minuts.
11.Incubacié Kit En Vision anti Mouse (Dako, K 4007) 40 minuts a T.A.
12. Rentats amb PBS 3x5 minuts.
13. Revelat de |'activitat peroxidasa: Kit En Vision (Dako, K 4007) 10 minuts a T.A.
14.Rentat amb H,0 destil-lada.
15. Rentat amb H,0 corrent 10 minuts.
16. Contrast amb Hematoxilina de Mayer 3 segons.
17.Rentat amb H,0 corrent 10 minuts.

18. Deshidratacio i muntatge amb medi DPX.
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Per a aquesta tincid, s’utilitza com a control positiu una mostra de dermis.

9.16.2.3. Col-lagen 11

El col-lagen II és una proteina caracteristica del cartilag hiali i pericondri. El protocol

seguit per detectar la preséncia de col-lagen II en les mostres analitzades és el que

es detalla a continuacio:

® N o u kW

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
.Revelat de l'activitat peroxidasa: kit en vision (Dako, K 4007) 10’ T.A.
18.
19.
20.
21.
22.

17

En

Desparafinar i hidratar (xilol, etanol 1009, etanol 96°, etanol 709, etanol 509,
aigua).

Inhibicié de la peroxidasa endogena: 3% H,0, en H,O destil-lada, 40 minuts en
moviment.

Rentat amb H,O corrent 30 minuts.

Pretractament: Pepsina 0.1% en HCI 0.01N, 20 minuts a T.A.

Passar a H,O destil-lada.

Rentat amb PBS i muntatge vertical.

Rentats amb PBS 2x5 minuts.

Rentats amb tampoé de rentat amb tritd (Phosphate-buffered saline + Tritd;
PBST) 2x5 minuts.

Bloqueig de les unions inespecifiques: 30%HNS (Horse serum H-0146, Sigma)
en PBST 1 hora a T.A.

Incubacié de I'anticos primari: 1:100 (Mouse anti-chicken AntiCollagen type II,
Chemicon, MAB 8887) en PBST + 10% HNS overnight a 4°C+30 minuts a T.A.
Rentats amb PBST 3x 5 minuts.

Incubacié de I'anticds secundari: Horse anti-mouse biotinilat 1:200 (HaMb) (BA-
2000, Vector) en PBST + 10% HNS 1 hora T.A.

Rentats amb PBST 2x 5 minuts.

Rentats amb PBS 2x 5 minuts.

Incubacié del complex ABC 1:100 en PBS 1 hora T.A.

Rentar PBS 3x 5 minuts.

Rentat amb H,O destil-lada.

Rentat amb H,O corrent 10 minuts.

Contrast amb Hematoxilina de Mayer 3 segons.
Rentat amb H,O corrent 10 minuts.

Deshidratacid i efectuar el corresponent muntatge amb DPX.

la IHQ del col-lagen II s’utilitza com a control positiu mostres de traquea i

cartilag de creixement d’una vértebra sana.

9.16.2.4. Col-lagen III
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El col-lagen III es troba en el teixit de granulacid caracteristic del procés de

cicatritzacié en una zona lesionada. Per detectar-lo en les mostres de teixit ovi s’ha

aplicat el segiient protocol:

N

® N O v kW

10.
11.
12.
13.
14.

15

Desparafinar (xilol, etanol 100, etanol 96, etanol 70, etanol 50, aigua).

Inhibicio de la peroxidasa endogena: 3% H,0, en H,0 destil-lada, 40 minuts en
moviment.

Rentat amb H,O destil-lada 3x 5 minuts.

Pretractament: tampo citrat pH 6 120°C 10 minuts + 30 minuts refredament.
Passar a H,O destil-lada.

Rentat amb PBS i muntatge vertical.

Rentats amb PBS 2x5 minuts.

Bloqueig de les unions inespecifiques: 30% SNC (serum normal de cabra) en
PBS 1h a T.A.

Incubacié de I'anticos primari: 1:100 (Rabbit policlonal Antibody to Collagen
type III ABCAM, ab7778) en PBS + 10% SNC overnight a 4°C + 30 minuts a
T.A.

Rentats amb PBS 3x 5 minuts.

Incubacidé Kit En Vision anti Rabbit (Dako, K 4011) 40 minuts a T.A.

Rentats amb PBS 3x 5 minuts.

Revelat de l'activitat peroxidasa: Kit En Vision (Dako, K 4011) 10 minuts a T.A.
Rentat amb H,O destil-lada.

. Rentat amb H,0 corrent 10 minuts.
16.
17.
18.

Contrast amb Hematoxilina de Mayer 3 segons.
Rentat amb H,O corrent 10 minuts.

Deshidratacio i muntatge amb DPX.

En aquest cas, s’utilitza com a control positiu mostra procedent de la melsa.

9.16.2.5. Proteina Verda Fluorescent (eGFP)

Aguest técnica s’utilitza per identificar les AF-oMSCs marcades amb eGFP en el

teixit ovi i es procedeix de la seglient manera:

1.
2.

Desparafinar (xilol, etanol 100, etanol 96, etanol 70, etanol 50, aigua).

Inhibicié de la peroxidasa enddgena: 3% H,0, en H,O destil-lada, 40 minuts en
moviment i foscor.

Rentat amb H,O corrent 30 minuts.

Rentat amb PBS 3x 5 minuts i muntatge vertical.

Bloqueig de les unions inespecifiques: 30% SNR (sérum normal de conill) en
PBS 1h a T.A.
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6. Incubacio de I'Ac 13: Goat anti-GFP 1:500 en solucié de bloqueig (PBS+10%
SNR) overnight a 4°C+ 1 hora a T.A.
Rentats amb PBS 3x 5 minuts.

8. Incubacié de I'Ac 23: Rabbit anti- Chicken biotinat (RaChb, Abcam) 1:200 en
solucié de bloqueig (PBS+10% SNR) 30 minuts a T.A.

9. Rentats amb PBS 3x 5 minuts.

10. Incubacié complex ABC 1:100 en PBS 1h T.A.

11.Rentats amb PBS 3x 5 minuts.

12. Revelat de I'activitat peroxidasa: Kit En Vision (Dako, K 4007) 10 minuts T.A.

13. Rentat amb H,0Od + H,Oc 10’.

14. Contrast amb Hematoxilina de Mayer 3” i rentar amb H,Oc 10’ (sota aixeta).

15. DAM.

9.16.3. AVALUACIO DE LA REGENERACIO DE L'ARC VERTEBRAL POSTERIOR

L'avaluacio de la neoformacié d‘os en la zona de reparacié del MMC en els animals
tractats amb constructes de DBM, fibrina i AF-oMSCs es fa mitjancant la tincié HE
dels talls histoldgics i es quantifica per un sol equip format per dos avaluadors

segons la taula que es descriu a continuacio:

PUNTUACIO DESCRIPCIO
o No s’‘observa DBM.
1 Presencia de DBM; No s’observa colonitzacié d’espicules de DBM.
2 Colonitzacié de poques espicules de DBM, no formen arc vertebral.
3 Colonitzacié de moltes espicules de DBM, no formen arc vertebral.
4 Formacié d’arc vertebral incomplet.
5 Formacié d’ arc vertebral complet.

Taula 9.8. Puntuacidé associada a la neoformacié d‘os en els animals reparats amb constructes de DBM,
fibrina i AF-oMSCs.

9.17. ANALISIS ESTADISTICS

En general, les dades es presenten en format mediana (minim — maxim). En alguns

casos, de forma complementaria, s’'informa la mitjana i desviacié estandard.

Els tests estadistics s’han portat a terme fent Us del programa SPSS 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA) o, en el seu defecte, el GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). El test de Mann Whitney, test no paramétric per
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analitzar parells de dades no relacionades, s’aplica per comparar la quantitat d'AF-
oMSCs obtingudes en |'etapa d‘aillament (per a tots els parametres analitzats) i per
avaluar les condicions optimes del cultiu en I'etapa d’expansié. En cas de voler
comparar més de dues variables al mateix temps, com en l'analisi del marcatge
d’AF-oMSCs amb diferents concentracions de MPIOs i el seu efecte sobre el
creixement cel-lular, s’utilitza el Test Kruskal-Wallis. Les diferéncies es consideren

significatives si el valor és de p<0.05.

Per avaluar la relacid lineal entre dues variables, s’utilitza el coeficient de correlacié

de Pearson (r Pearson).
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ML microlitre

Hmax Velocitat de creixement maxima

7AAD 7-Aminoactinomicina D

Ab/Am Penicil-lina/Estreptomicina/Amfotericina B
AF Liquid Amniotic (Amniotic Fluid)

AF-oMSC Cel-lula Mesenquimal Estromal de Liquid Amniotic ovi (Amniotic Fluid

derived ovine Mesenchymal Stromal Cell)

bFGF Factor de Creixement Fibroblastic basic (basic Fibroblast Growth
Factor)

BMP Proteina Morfogénica de |I'Os (Bone Morphogenetic Protein)

CEEA Comiteé Etic d’Experimentacié Animal

CFU-F Unitat Formadora de Colonia Fibroblastica (Colony-Forming Unit
Fibroblasts)

DAM Deshidracio, acondicionament i muntatge

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

DBM Matriu Ossia Desmineralitzada (Demineralized Bone Matrix)

ECM Matriu Extracel-lular (Extracellular Matrix)

eGFP Proteina Verda Fluorescent (enhanced Green Fluorescent Protein)

ET Enginyeria Tissular

FBS Sérum Bovi Fetal (Fetal Bovine Serum)

FDA Food and Drug Administration

Fexp Factor d'Expansio

FGF Factor de Creixement Fibroblastic (Fibroblast Growth Factor)

FPA Fibrinopéptid A

FPB Fibrinopeptid B
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FSC

HE
IGF
IHQ
ISCT
LCR
min
mL
MMC
MPIO
MSC
NacCl
Nd
ng

PDGF

PGA
PLA
PLGA
PPP
RMN

SA-Bgal

Llum dispersada en la direccio de la llum incident en un citdmetre de
flux laminar; proporcional a la grandaria de la particula que produeix

la dispersid (Forward SCatter)

Hora

Hematoxilina-Eosina

Factor de Creixement Insulina-Like (Insulin Growth Factor)
Immunohistoquimica

International Society for Cellular Therapy

Liquid Cefaloraquidi

minut

mil-lilitre

Mielomeningocele

Microparticula d’Oxid de Ferro

Cél-lula Mesenquimal Estromal (Mesenchymal Stromal Cell)
Clorur de Sodi

Nombre de duplicacions

nanogram

Factors de creixement derivat de les Plaquetes (Platelet-derived
Growth Factor)

Acid poliglicolic

Acid polilactic

Acid polilactic-co-glicolic
Plasma Pobre en Plaquetes
Ressonancia Magnetica Nuclear

Activitat B-galactosidasa asociada a senescéncia
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SSC

T.A.
td
TE

TGF-B

Llum dispersada en angle recte respecte la llum incident en un
citometre de flux laminar; proporcional a la complexitat de
I’estructura interna de la particula que produeix la dispersié (Side
SCatter)

Temperatura Ambient
Temps de duplicacié
Temps d'Eco

Factor de Transformacié del Creixement B (Transforming Growth
Factor B)
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