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1. ABREVIATURAS
12": Primario
2°": Secundario
ACDAI: Arteria coronaria descendente anterior izquierda
ACTB: Actinomicina beta
AD: Auricula derecha
ADN: Acido desoxirribonucleico
AG: Anestesia general
Al: Auricula izquierda
ANGPTL1: Angiopoyetina 1
ANGPT2: Angiopoyetina 2
APLN: Apelina
ARN: Acido ribonucleico
AVId: Area del ventriculo izquierdo al final de la diastole
AVIs: Area del ventriculo izquierdo al final de la sistole
BCA: Acido bicinconinico
bHLH: Basic helix-loop-helix
BM: Biomaterial
BSA: Albumina del suero bovino
CEBA: Comité de ética y de bienestar animal
CK-MB: Creatinina Quinasa (Isoenzima MB)
CM: Cardiomiocitos
COL: Colageno
CPA: Cambio porcentual de area
CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo
D.O.: Densidad optica
D: Derivada
DAPI: 4,6 Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato
DVId: Diametro del ventriculo izquierdo al final de la didstole
DVis: Diametro del ventriculo izquierdo al final de la sistole
DMEM: Medio de Eagle Modificado de Dulbecco
DMSO: dimetilsulféxido

dP/dt-: Derivada de la presion con respecto al tiempo minima negativa

dP/dt+: Derivada de la presidén con respecto al tiempo maxima positiva

DS: Desviacién estandar

ECG: Electrocardiograma

Abreviaturas



ECM: Matriz extracelular

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EdU: 5-etinil-2'-deoxiuridina

EPA: Engrosamiento de la pared anterior

ERK ¥ : Quinasas reguladas por sefial extracelular ¥2
ES: Error estandar

FA: Fraccion de acortamiento

FBS: Suero bovino fetal

FC: Frecuencia cardiaca

FE: Fraccion de eyeccion

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

FGF-2: Factor de crecimiento fibroblastico-2

FI Ao: Flujo de aorta

FN: Fibronectina

G: Gauge

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GC: Gasto cardiaco

GFP: Proteina verde fluorescente

GPAd: Grosor de la pared anterior al final de la didstole

GPAs: Grosor de la pared anterior al final de la sistole
GPER: Receptor 30 de la proteina de acoplamiento G
GPPd: Grosor de la pared posterior al final diastole
GPPs: Grosor de la pared posterior al final sistole
H-E: Hematoxilina-Eosina

HIF-1a: Factor inducible por hipoxia-1a

HREs: Elementos de respuesta a hipoxia

HRP: Peroxidasa de rabano picante

HSCs: Células progenitoras hematopoyéticas

I/R: Isquemia/reperfusion

IAM: Infarto agudo de miocardio

IBSP: Sialoproteina de union a integrina

ICAMs: Moléculas de adhesioén intracelular

IGF: Factor de crecimiento insulinico

IKKB: Quinasa inhibidora de Ikappa 3

IL-1(3: Interleuquina-1f3

IL-6: Interleuquina-6

IL-8: Interleuquina-8

Abreviaturas



Abreviaturas

IP: Intraperitoneal

Isq: Isquemia

IV: Intravenoso

Izq: 1zquierda

JNK: Quinasas N-terminal Jun

Kg: Kilogramos

Lat: Lateral

LN: Laminina

Ipm: Latidos por minuto

LTd: Longitud telediastdlica

LTs: Longitud telesistolica

M: Molar

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

mmHg: Milimetros de mercurio

MSC: Células madre mesenquimales

MSC-HIF: Células madre mesenquimales que sobre-expresan el factor inducible por hipoxia-
la

MSC-shIKK: Células madre mesenquimales con silenciamiento para la quinasa inhibidora
de lkappa B

MTT: 3-(4, 5-Dimetil tiazol-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
N,: Nitrégeno

NGS: Suero de cabra normal

N°: Numero

NT-ProBNP: Fragmento N terminal del precursor del péptido natriurético cerebral
Oligo: Oligonucleétido

P/E: Penicilina/ Estreptomicina

P: Pared

P100: Placas de 10 centimetros de diametro

p38MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos p38
PAI: Presion de la auricula izquierda

PB: Tampon fosfato

PBS: Tampon fosfato salino

PC: Punto de corte

PDGFB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas beta
PFA: Paraformaldehido

PHD: Prolil hidroxilasas



PLA: Acido L-Polilactico

PLGF: Factor de crecimiento placentario

PMNs: Polimorfonucleares

PsVI: Presion sistélica del ventriculo izquierdo

PTdVI: Presion telediastolica del ventriculo izquierdo
PVDF: Fluoruro de polivinilideno

pVHL: Proteina de supresion tumoral von Hippel-Lindau
Repf: Reperfusion

rpm: Revoluciones por minuto

Abreviaturas

RT-gPCR: Retrotranscripcion-Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

SALINO: Suero salino fisiologico

SAPK: Proteinas quinasas activadas por estrés

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida-sodiododecilsulfato

Seg: Segundo

shRNA: ARN de silenciamiento

SPF: Libre de patégenos especificos

T/E: Tripsina/EDTA

TBS: Tampon tris salino

TBST: Tampon tris salino con tween-20

TdT: Transferasa deoxinucleotidica Terminal
TGFR: Factor de crecimiento transformante 3
TIV: Tabique interventricular

TLRs: Receptores de tipo Toll

Tn T: Troponina T cardiaca

Tn |: Troponina | cardiaca

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a

TTZ: Cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio

U: Unidades

V: Voltios

VCAMSs: Moléculas de adhesion vascular
VD: Ventriculo derecho

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR-2: Receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
VI: Ventriculo izquierdo

Vol: Volumen

vs: Versus

WB: Western-blot
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2. INTRODUCCION

2.1 ESTRUCTURA Y FUNCION DEL CORAZON

2.1.1 ANATOMIA DEL CORAZON

La funcion del corazén es bombear la sangre hacia el organismo para aportar
oxigeno y nutrientes a los tejidos.

El corazon estd formado por 4 cédmaras (2 auriculas y 2 ventriculos). El lado
izquierdo y derecho del corazén estan completamente separados por un tabique compuesto
por una zona interauricular y otra interventricular. El corazén derecho recibe a través de la
auricula derecha (AD) sangre venosa procedente del organismo, que a su vez es impulsada
al ventriculo derecho (VD) a través de la valvula tricaspide. EI VD propulsa la sangre a
través de la valvula pulmonar por la arteria pulmonar a los pulmones; la sangre es
oxigenada y pasa a la auricula izquierda (Al) donde es impulsada al ventriculo izquierdo (V1)
a través de la valvula mitral. Una vez el VI ha recibido la sangre, ésta es impulsada a la
circulacion periférica por la aorta para cubrir las necesidades de oxigeno y nutrientes del

organismo (Figura 1).

Yenirioulo
Kcouiecd ¢

Figura 1. Morfologia cardiaca. Las flechas indican la direccion del flujo sanguineo a su paso por los
vasos, las cavidades cardiacas y las valvulas. (Tomado de http://imagenes.mailxmail.com/).

A nivel histologico, el corazén esta formado por varias capas. De dentro a fuera se
sitia en primer lugar el endocardio; se trata de una membrana serosa de endotelio y tejido
conectivo, que recubre las cavidades y valvulas del corazén. A continuacion encontramos el
miocardio, que estéd formado principalmente por musculo estriado y cuya funcion principal es
impulsar la sangre hacia el torrente circulatorio. La contraccion del miocardio esta controlada

por la descarga espontanea de unas células musculares modificadas denominadas células
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marcapasos. En la parte mas externa se localiza el epicardio, una capa fina serosa de
naturaleza mesotelial. Finalmente, el pericardio es una bolsa membranosa que envuelve al
corazén y lo mantiene en una posicion fija y ademas evita o minimiza la fricciébn en cada

latido cardiaco (Kierszenbaum 2002).

2.1.2 EL CICLO CARDIACO

El ciclo cardiaco consta de dos fases: la diastole, en la cual se produce el llenado del
corazén y la sistole, periodo de contraccion activa. Cada ciclo es activado por un potencial
de accion que se inicia en el nodo sinusal, localizado en la AD, el cual viaja rdpidamente a
través de ambas auriculas y continda por el Haz de Hiss y las fibras de Purkinje (Figura 2).
De este modo, las auriculas se contraen antes que los ventriculos teniendo una funcién de
“bombas cebadoras” de éstos, mientras que los ventriculos son la principal potencia para

producir la circulacion de la sangre por el organismo.

Nodulo
Sinoatrial
(su sigla en
ingles es SA)

Ramificacién
= |lzquierda del
Tracto | Haz
Internodular_ s a1 44
Anterior

Tracto -
Internodular

Mediano Vias de

onduccidn

Tracto

Internodular

Posterior
MNadulo Atrioventricular Ramificacion Derecha
(su sigla en inglés es NA) del Haz

Figura 2. Sistema eléctrico del corazon. Diagrama del patrén de la actividad eléctrica del corazén con
cada latido. (Tomado de http://www.childrenscentralcal.org).

2.1.3 EL RIEGO CORONARIO

Los vasos coronarios son los encargados de asegurar la irrigacién del corazén. La
arteria coronaria izquierda cubre el aporte nutritivo y de oxigeno de la parte anterior y lateral
del ventriculo izquierdo (VI) y se ramifica en dos arterias principales, la arteria circunfleja y la
arteria descendente anterior izquierda (ADAI). Por otra parte, la arteria coronaria derecha
irriga practicamente todo el ventriculo derecho (VD) ademas de la parte posterior del VI. El
seno coronario recibe la mayor parte de la sangre venosa del VI, mientras que la sangre
venosa del VD es drenada a través de las venas cardiacas anteriores (Figura 3).
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Vista Anterior del Corazon

Arteria Coronania Izquierda

Valvula
Pulmonar

Valvula Mitral

Arteria Circunfieja

Valvula Valvula Adrtica

Trcispide
Artena
Marginal
Oblicua
Arteria Coronaria Arterias
Derecha Digitales

Afena
Descendiente
Anterior

Artena Marginal Aguada Izquierda

Figura 3. Irrigacion coronaria del corazén. (Tomado de http://www.rush.edu).

La regulacion del flujo sanguineo coronario depende principalmente de la necesidad
de oxigeno por parte del miocardio, de modo que el flujo sanguineo aumentara en
proporcion al consumo metabdlico de oxigeno por el corazon. Por otra parte el sistema
nervioso autonomo también tiene un efecto directo sobre la vascularizacién coronaria,
siendo las fibras nerviosas parasimpaticas (vagales) vasodilatadoras, mientras que la
inervacion simpatica (adrenalina y noradrenalina) puede tener efecto vasoconstrictor o
vasodilatador (Armour 1999).

2.2 EL INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

2.2.1 EPIDEMIOLOGIA

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte y de
hospitalizacion en los paises desarrollados. En Espafia, el 31% del total se debe a la
cardiopatia isquémica, siendo el infarto agudo de miocardio (IAM) la principal causa de
muerte. En el mundo, cada afio mas de 7 millones de personas sufren infarto de miocardio
(Lloyd-Jones et al. 2009).

Debido a la mayor supervivencia gracias a los avances en el campo de la cirugia
cardiaca, el numero de pacientes cronicos con patologia cardiovascular ha aumentado. Por
otra parte, la mortalidad continda siendo del 50% en aquellos pacientes en los que han
transcurrido 5 afios tras haber sufrido un fallo cardiaco congestivo. Asi pues estas cifras,
ademas de suponer un drama para la sociedad, conllevan un gasto sanitario directo

importante asi como un gasto colateral derivado del absentismo laboral. Por tanto, encontrar
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una solucién definitiva para el tratamiento del IAM seria muy beneficioso para la sociedad,
ademas de muy ventajoso econémicamente (Monnet y Chachques 2005).

2.2.2 FISIOPATOLOGIA DEL INFARTO DE MIOCARDIO

La cardiopatia isquémica se produce como consecuencia de un flujo coronario
insuficiente, con el consiguiente déficit en el aporte de oxigeno para cubrir las necesidades
metabolicas del miocardio. Las dos principales causas que reducen el flujo coronario
originando como consecuencia cardiopatias isquémicas son: la aterosclerosis y la oclusién

coronaria aguda (Libby y Theroux 2005).

Arterias Placa aterosclerdtica
coronarias previa

Arteria Coagulo
sanguineo

Area
~ infartada

Figura 4. Infarto de miocardio provocado por el depdsito de una placa de ateroma con posterior
formacion de un trombo en la arteria coronaria. (Tomado de http://saludbio.com/sites/default/files/
images/infarto%20de%20miocardio).

La aterosclerosis es una patologia que se produce por el deposito progresivo de
colesterol en la zona subendotelial de las arterias, principalmente de las coronarias.
Posteriormente el tejido fibroso invade esa zona y se forman placas de ateroma, provocando
una obstruccion total o parcial del flujo sanguineo (Figura 4) (Glass y Witztum 2001).

La oclusién coronaria aguda ocurre frecuentemente en personas con una cardiopatia
aterosclerética coronaria grave subyacente y se debe a varios procesos. Entre ellos a la
obstruccién de la arteria por la formacién de un coagulo (trombo) originado por el depdsito
de células sanguineas y fibrina sobre la superficie rugosa de las placas de ateroma, que
crece hasta provocar la obstruccion de la luz del vaso. En ocasiones el trombo se desprende
(pasando a denominarse émbolo) y circula por la sangre hasta obstruir un vaso cuyo

didmetro es menor que el suyo propio (Furie y Furie 2008).
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2.2.3 EL METABOLISMO DEL MIOCARDIO

El miocardio sano, en condiciones normales y de reposo, obtiene el 70% de la
energia que necesita del metabolismo de los 4cidos grasos. Sin embargo, la oclusién de una
arteria coronaria origina el cese brusco de la perfusion regional dejando dicha zona sin
aporte de oxigeno ni nutrientes e impidiendo el lavado de metabolitos provenientes de la
respiracion celular (Karlstaedt et al. 2012). A medida que las mitocondrias van consumiendo
el oxigeno disponible para generar ATP (molécula de alto contenido energético que impulsa
la mayoria de las reacciones celulares que requieren energia), va dando lugar a condiciones
anaerobias o isquémicas con el consiguiente cambio en la via de obtencién de la energia.
Asi pues, se produce el cese del metabolismo de &acidos grasos y comienza la glucélisis
anaerobia, que conlleva la acumulacién de iones hidrogeno y la produccién de lactato,
provocando acidosis tisular.

La pérdida de adenina (compuesto obtenido a través de la degradacion del ATP)
conlleva una alteracién celular grave y es una de las causas principales de muerte de
cardiomiocitos tras la isquemia (Rosano et al. 2008). Funcionalmente estos cambios se
acompafan de una rapida pérdida de contractilidad de la region afectada y anormalidades
eléctricas que pueden conducir a arritmias graves. Si estos cambios no son revertidos a

tiempo, se producira finalmente la necrosis del tejido hipoxico.

2.2.4 FASES DEL INFARTO Y REMODELADO MIOCARDICO

La pérdida de viabilidad celular se produce entre 20 y 40 minutos después de ocurrir

el cese del flujo sanguineo por la oclusion coronaria. Este proceso conlleva la muerte
celular, lo que se denomina infarto agudo de miocardio (IAM).
Durante su fase inicial, el descenso de los niveles de oxigeno desencadena una liberacién
de contenidos celulares por parte de los miocitos dafiados. Esto provoca una respuesta
inflamatoria aguda mediada, entre otros, por la liberacion de Interleuquina-13 (IL-18) y del
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), principalmente por parte de macrofagos residentes y
neutrofilos.

La IL-1 es un importante mediador en la respuesta inflamatoria, ademas de jugar un
papel significativo en actividades celulares tales como apoptosis. Tanto la IL-18 como el
TNF-a inducen la expresion de moléculas de adhesion y de otras citoquinas que atraen a
células inflamatorias hacia el sitio de la lesion; ademas estimulan la proliferacion de células
endoteliales y fibroblastos, que aumentan el aporte sanguineo en la zona isquémica y
contribuyen a la formacion del tejido cicatricial respectivamente.

Durante el IAM, se produce la muerte de las fibras musculares de la zona central del
area donde no hay flujo sanguineo. Asi pues, el tejido miocardico de esta zona no es

funcional (aquinético/disquinético) puesto que no es capaz de contraerse adecuadamente y

13



Introduccion

ademas hay fallo del impulso nervioso. Alrededor de esta zona existe una franja en la que el
musculo cardiaco se contrae con debilidad (hipoquinético o aturdido), debido a la isquemia
leve. A medida que va pasando el tiempo (entre unos dias y tres semanas) la aparicion de
circulacion colateral hace que parte de las fibras localizadas en el perimetro exterior de esta
zona se recupere, mientras que las fibras musculares localizadas en el interior, que sufren
isquemia prolongada, acaban muriendo aumentando asi el area de la zona necrotica.

La reabsorcion del tejido necrotico y por tanto el remodelado ventricular, se ve
favorecida por la sobre-expresion de IL-13, junto con IL-6 (cuya secrecion se ve inducida por
TNF-a) en la fase aguda del IAM. Este tejido necrdtico va siendo reemplazado
progresivamente por tejido conectivo fibrético, que se va contrayendo hasta convertirse en
una cicatriz fibrosa mas pequefia a lo largo del tiempo (meses o afos).

Por el contrario, las zonas sanas del miocardio se hipertrofian para compensar en la
medida de lo posible la pérdida de musculo cardiaco. A pesar de ello se produce una
disminucion del gasto cardiaco, ya que la capacidad de bombeo del ventriculo afectado
disminuye. Este efecto se ve exacerbado por la distension sistdlica (Figura 5). Este
fendmeno consiste en que en cada sistole el tejido miocardico sano se contrae, mientras
que la zona isquémica, que ha perdido su capacidad contractil, es incapaz de soportar la
presion interna del ventriculo y es empujada al exterior, disipando parte de la fuerza de
bombeo para impulsar la sangre desde el ventriculo hacia la circulacion (Prinzmetal et al.
1949).

Musculo
AL
\ funcional

\

\
Distension
sistolica

Figura 5. Distension sistolica en una zona isquémica del miocardio. (Tomado de Guyton (1996)).

Asi, la sobrecarga sobre la zona sana va provocando en las zonas adyacentes
cambios como hipertrofia celular y dilatacion ventricular, con el consiguiente deterioro de la
funcién cardiaca. Al conjunto de estos cambios estructurales junto con el adelgazamiento de

la pared ventricular infartada, se le denomina remodelado ventricular. Ademas, la cicatriz
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miocardica es un factor de riesgo para padecer arritmias, ya que la conduccion del impulso
eléctrico en esta zona es més lenta que en el tejido sano o incluso se encuentra bloqueada
(Sutton y Sharpe 2000; Frantz et al. 2009).

Con el tiempo, la afectacion de la funcién cardiaca desencadena una insuficiencia
cardiaca, que se define como la incapacidad del corazén para bombear la cantidad de

sangre necesaria para cubrir las demandas de oxigeno y nutrientes del organismo.

2.3 DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO CONVENCIONAL DEL IAM

Para diagnosticar un 1AM es importante integrar la historia clinica con el examen
fisico del paciente. Ademas de esto son esenciales las siguientes pruebas complementarias:
el electrocardiograma (ECG), los marcadores enzimaticos y la ecocardiografia.

Los principales signos clinicos que aparecen en un IAM son: dolor en el pecho que

se puede irradiar o proyectar al brazo izquierdo y/o zona izquierda del cuello, disnea
(dificultad respiratoria), nduseas, vomitos, palpitaciones, sudor y ansiedad. No obstante, hay
gue sefalar que aproximadamente una cuarta parte de los IAM son asintométicos (Alpert et
al. 2000).

El ECG consiste en un examen no invasivo mediante el cual se obtiene en papel la
actividad eléctrica del corazén. En caso de infarto se podrdn observar cambios en el
trazado; tipicamente se produce una elevacion o depresion del segmento ST (Channer y
Morris 2002; Morris y Brady 2002).

Ademas, es fundamental la toma de muestras sanguineas para medir los

marcadores _enzimaticos de dafio miocéardico; se trata de proteinas que pasan a sangre

desde el cardiomiocito a través de su membrana celular dafiada. En la actualidad se utilizan
CK-MB (un subtipo de la enzima Creatinina Quinasa) y Troponinas cardiacas T e |, ya que
son las mas especificas para el diagnéstico de dafio miocéardico (Babuin y Jaffe 2005; Jiang
et al. 2011).

Por ultimo, la ecocardiografia nos dara una informacidon muy valiosa sobre el estado

del paréngquima miocardico y su funcién contractil (Sabia et al. 1991; Gao et al. 2000).

Las modalidades terapéuticas actuales para el tratamiento del infarto agudo de
miocardio son limitadas y van desde el tratamiento médico en la fase aguda, hasta la
aplicacion de dispositivos de asistencia mecanica al ventriculo izquierdo y el trasplante de
corazon (Anderson et al. 2011).

Los objetivos del tratamiento en la fase aguda del infarto son detener la progresion
del infarto, reducir las demandas al corazon, controlar el dolor y evitar complicaciones. El
tratamiento convencional se basa en el uso de &cido acetilsalicilico, oxigeno, analgésicos,
nitroglicerina y B-bloqueantes (Kjekshus 1986; Alhaddad et al. 1995; Mahmarian et al. 1998).
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El siguiente paso tras estas medidas iniciales, es la reperfusion de la arteria coronaria
bloqueada, ya sea de manera farmacoldgica (trombolisis) o de forma mecénica
(angioplastia) o ambas (Jeremy et al. 1987; Sakai et al. 2003).

El trasplante de corazon es hoy en dia el tnico método realmente eficaz para tratar la
insuficiencia cardiaca descompensada producida como consecuencia de un IAM. Sin
embargo, este procedimiento estd limitado por la escasez de 6rganos y las complicaciones
gue la necesaria terapia inmunosupresora crénica conlleva (Lindenfeld et al. 2005). Asi, el
desarrollar estrategias terapéuticas alternativas al trasplante constituye un importante reto y
cualquier método capaz de reparar o regenerar el miocardio dafiado o isquémico,

contribuiria de forma muy significativa al tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.

2.4 TERAPIAS AVANZADAS PARA EL TRATAMIENTO DEL IAM
MEDIANTE EL USO DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSC )

Recientemente se ha demostrado que el corazdn no es un drgano post-mitotico sino
que es capaz de auto-regenerarse, aunque de una manera muy limitada e insuficiente
(Beltrami et al. 2003; Bergmann et al. 2009). Para promover una mayor recuperacion es
necesario un aporte externo, en el que ademas de restaurar el flujo sanguineo para limitar el
area afectada, se propicie la regeneracion del tejido dafiado.

Asi, viendo la limitada capacidad de regeneracion del corazon, surgi6 la idea de las
llamadas terapias avanzadas, que han consistido en el uso de células madre autdlogas para
reparar y regenerar el miocardio dafiado. Sin embargo, en la mayoria de ocasiones, bajo
esta denominacién se han utilizado poblaciones heterogéneas poco enriquecidas en células
troncales adultas, como es el caso de las células de médula ésea mononucleadas y los
mioblastos esqueléticos autdlogos. Esto se debe a que los estudios clinicos han tratado de
utilizar poblaciones celulares poco manipuladas en el laboratorio, asumiendo que el bajo
porcentaje de células madre infundidas (alrededor del 3% de MSC en una muestra de

médula total) seria capaz de reparar el infarto (Menasche 2011).

2.4.1 CARACTERISTICAS DE LAS MSC

Las MSC son células adultas multipotenciales identificadas por primera vez por
Friedenstein y colaboradores (Friedenstein et al. 1974) y aisladas del estroma de médula
Osea por Pittenger y colaboradores (Pittenger et al. 1999). Estas células pueden aislarse a
partir de médula 6sea, sangre periférica adulta, piel, pulpa dental, membrana sinovial,
muasculo esquelético, higado, pulmén, sangre de cordén umbilical, liquido amniético y
placenta, tejido adiposo, tejido 6seo vy tejido osteocondral, entre otros (Williams et al. 1999;
Erices et al. 2000; Gronthos S 2000; De Bari et al. 2001; Kuznetsov et al. 2001; Toma et al.
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2001; Zuk et al. 2001; In 't Anker et al. 2003; In 't Anker et al. 2004; Lama et al. 2007; Najimi
et al. 2007; Hass et al. 2011).

Las células troncales adultas de tipo mesenquimatoso han suscitado interés como
adyuvante para el tratamiento del IAM ya que son relativamente faciles de aislar y expandir
y pueden obtenerse del propio paciente. Ademas, las MSC son poco inmunogénicas ya que
presentan bajo nivel de expresion en su superficie de moléculas MHC clase la y MHC clase
II, con ausencia de respuesta de células T en entorno alogénico. Ademas son capaces de
ejercer mecanismos de inmunosupresion por modulacién de la respuesta inmune innata y

celular.

Caracteristicas fenotipicas

Los marcadores de superficie aislados que identifican a las MSC son CD13, CD29,
CD31, CD44, CD63, CD73, CD140, CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD71, CD90 (Thy-
1) y Stro-1 y las moléculas de adhesion, CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), ICAM-1 y
CD29. Estas células no expresan marcadores de superficie hematopoyéticos como CD34,
CD45, CD14 y CD11 (Garcia-Castro et al. 2008). Este fenotipo celular suele mantenerse en
la mayoria de poblaciones de tipo mesenquimatoso independientemente del tejido del que
fueran aislados, aunque estudios més finos utilizando el sistema de microarrays muestran

gue existen diferencias en la expresion génica (Wagner et al. 2005).

2.4.2 MECANISMOS DE ACCION DE LAS MSC

Las MSC son capaces de someterse a extensa proliferacion antes de diferenciarse
en una variedad de tejidos y tipos de células mesenquimales, incluyendo hueso, cartilago,
musculo, estroma, tendon y tejido adiposo; y la evidencia también sugiere que tienen gran
plasticidad en la habilidad de diferenciarse en tejidos no-mesenquimatosos como el higado,
corazon, piel y tejido nervioso. En la Figura 6 se muestran los diferentes tipos de células a
los que puede dar origen dicho mecanismo.

Inicialmente se consideraba que la diferenciacion era el principal mecanismo
mediante el cual las células madre adultas, incluyendo las MSC, reparaban los tejidos
(Liechty et al. 2000; Reyes et al. 2002). Esta teoria fue apoyada por estudios de
fusion/diferenciacion in vivo (Alvarez-Dolado 2003). Sin embargo, a medida que se
realizaron mas estudios quedd patente que estos mecanismos, si bien existentes, se
producian en un porcentaje muy bajo de casos y de ningun modo justificaban los

mecanismos terapéuticos desencadenados in vivo.
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Figura 6. Potencial de diferenciacién del multi-linaje de MSC. (Adaptado de Caplan y Bruder, 2001).

De este modo fue cobrando mas fuerza la teoria del efecto paracrino, mediante el
cual las células trasplantadas no se diferenciaban a células de otros linajes, pero inducian la
reparacion de los tejidos dafiados, bien por estimulacion de las propias células madre
residentes o bien por la secrecion de factores pro-angiogénicos y anti-apoptéticos.

Ademéds, apoyando esta teoria, se ha demostrado la produccion y secrecion de
citoquinas y diferentes factores de crecimiento in vivo por parte de las MSC, como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y
el factor 1 de crecimiento insulinico (IGF-1). Con esta secrecion de diferentes factores se
controla el proceso inflamatorio que sigue al infarto agudo de miocardio, ademéas del
comportamiento de las células reclutadas y células trasplantadas en el miocardio isquémico.
En este sentido existen estudios en los que se demuestra que medios de -cultivo
condicionado liberado por MSC mejoran la funcién cardiaca (Zisa et al. 2009; Nguyen et al.
2010; Tang et al. 2010; Timmers et al. 2011).

2.4.3 INFLUENCIA DE LA HIPOXIA EN LOS MECANISMOS DE SUPERVIVENCIA
CELULAR

El factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) se descubrié en 1992 como responsable de
la expresion de eritropoyetina en condiciones de hipoxia (Semenza y Wang 1992). Desde
entonces se han descubierto muchos genes inducidos por este factor de transcripcion, que

estan implicados en diferentes funciones celulares (esenciales para la adaptacion celular a
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la baja concentracién de oxigeno), tales como supervivencia celular, proliferacion celular,
apoptosis, metabolismo de la glucosa y angiogénesis (Gustafsson et al. 2005) .

Cuando se encuentra activado, HIF-1 es un heterodimero que consta de 2
subunidades; la subunidad B, que estd expresada de manera constitutiva en todas las
condiciones de oxigeno y la subunidad a, que es indetectable en normoxia y esté controlada
por la concentracion de oxigeno. Esta proteina presenta una fuerte homologia entre
especies (90% de similitud entre humanos, ratas y ratones) (Dery et al. 2005), y sus dos
subunidades son proteinas grandes que comprenden entre 826 y 789 aminodcidos
respectivamente. Ambas (HIF la y 1B) contienen sefiales de localizaciébn nuclear y
pertenecen a la familia de factores de transcripcion bHLH. Sin embargo la subunidad a es la
principal proteina funcional y se conocen 3 isoformas. HIF la y 2a son muy similares tanto
estructural como funcionalmente, ya que ambas son inducidas por hipoxia, dimerizan con
HIF-1B y su actividad transcripcional esta mediada por los elementos de respuesta a hipoxia
(HRESs). La diferencia es que regulan diferentes grupos de genes diana, siendo HIF-1la la
predominante en la induccién del gen hipoxico. Mientras que HIF-1a y 13 se expresan en
todos los tejidos de humano y de raton, HIF-2a sélo se expresa en un tipo restringido de
células (Dehne y Brune 2009). La tercera isoforma, denominada HIF-3a, funciona como
inhibidor que interviene en la regulacion negativa de respuestas transcripcionales a hipoxia;
entre otras, regula negativamente la respuesta angiogénica (Hu et al. 2007).

La cantidad de estas subunidades est4 controlada por una familia de prolil
hidroxilasas llamadas PHD1 (localizada exclusivamente en el nucleo), PHD2 (presente
principalmente en el citoplasma) y PHD3 (con localizacion nuclear y perinuclear), ya que en
presencia de oxigeno catalizan la hidroxilacion de un dominio de HIF-a. Esta hidroxilacion
permite que la proteina de supresion tumoral von Hippel-Lindau (pVHL) se una a las
subunidades a y las marque para posteriormente ser ubiquitinadas y degradadas por el
proteasoma.

Para que el complejo transcripcional HIF-1 sea funcional, los niveles de HIF-1a
deben ser estabilizados. En hipoxia la actividad PHD disminuye, por lo que las subunidades
a se estabilizan y traslocan al nucleo pudiendo entonces heterodimerizar con la subunidad
B. Esta proteina dimerizada reconoce los elementos de respuesta frente a la hipoxia (HRES)

para inducir la expresién del gen diana.

Mecanismo de reparacion
La activacion de HIF-1a dirige la expresion de mdultiples factores como el factor
derivado de células estromales-la (SDF-1a), el VEGF y el HGF entre otros, los cuales

incrementan la supervivencia celular, estimulan la angiogénesis y provocan la migracion
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celular y reclutamiento tanto de células inflamatorias como progenitoras, ayudando a la
reparacion cardiaca.

En condiciones normales, la mayoria de las células progenitoras estan en la médula
Osea retenidas por la alta expresion del SDF-1q, inducido a su vez por el microambiente
hipdxico. Asi, la activacion del HIF-1a en el miocardio dafiado e hipéxico induce el SDF-1a e
incrementa la expresion del CXCR4 (receptor de SDF-1la) en las células progenitoras
derivadas de médula 6sea, que actian promoviendo angiogénesis después del IAM. El
SDF-1a también estimula la migracion de células endoteliales induciendo angiogénesis. Asi,
el SDF-1a y su receptor CXCR4, que se expresa en altos niveles tanto en los progenitores
vasculares como hematopoyéticos, juegan un papel fundamental en el desarrollo del
corazdén y vasos sanguineos, y en la regulacion de la movilidad y diferenciacion en células
progenitoras hematopoyéticas (HSCs). Ademas, recientes investigaciones han mostrado

que el SDF-1a ejerce efectos antiapoptéticos tras el IAM (Takahashi 2010).

Control de la angiogénesis por la hipoxia

La angiogénesis se define como la formacién de ramas capilares que aparecen de
capilares pre-existentes y se compone de una serie de procesos independientes y
ordenados en el tiempo. HIF-1 juega un papel fundamental en la angiogénesis tanto durante
el desarrollo embrionario como en la patogénesis de la enfermedad (por ejemplo en la
hipoxia intratumoral).

Existen muchos genes involucrados en diferentes etapas de la angiogénesis tales
como VEGF, ANGPT1, ANGPT2, PLGF, PDGFB y genes involucrados en el metabolismo
celular como son las metaloproteinasas, el receptor del plasminégeno o los activadores e
inhibidores de la sintesis del colageno. La mayoria de ellos son genes diana de HIF-1q, es
decir que su transcripcion esta regulada por dicho factor de transcripcion.

Diferentes factores angiogénicos como el VEGF, el PDGFB vy la familia de los FGF,
han mostrado muy buenos resultados y seguridad en estudios pre-clinicos. Sin embargo en
ensayos clinicos se han obtenido efectos muy limitados o ineficaces, sugiriendo que las
estrategias en las que se incremente la actividad de HIF-1a podrian ser mas eficaces que

aquellas en las que se sobre-exprese Unicamente un factor.

2.4.4 ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA EFICACIA TERAPEUT ICA DE LAS
MSC

Se han propuesto diferentes estrategias para que las MSC puedan mejorar su
eficacia terapéutica en el IAM. Entre ellas se encuentra la ingenieria genética mediante el
uso de vectores virales para sobre-expresar factores de transcripcion, citoquinas o factores
de crecimiento (aunque existen limitaciones clinicas para el uso de adenovirus y retrovirus).

Con esta tecnologia se pretende mejorar la supervivencia celular en el trasplante e
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incrementar su funcion biologica (Jo et al. 2007). En este contexto, existen estudios en los
gue se ha observado un aumento de la supervivencia de MSC transducidas con Akt (MSC-
AKT) y trasplantadas intracoronariamente en cerdos a los que previamente se les habia
realizado un IAM. Este efecto se debe a que la sobre-expresion de dicha molécula
proporciona a las MSC una mayor resistencia frente a apoptosis (Lim et al. 2006). Un
estudio parecido, pero en este caso en ratas infartadas, mostré la mejora de la funcién
cardiaca y la reduccion del tamafio del infarto tras el trasplante de MSC-AKT mediante
inyeccién intramiocéardica (Mangi et al. 2003).

Diferentes investigadores han realizado manipulaciones sobre el sistema de
sefalizacién SDF-1a/CXCR4 para el tratamiento de IAM. Zhang y colaboradores realizaron
un estudio en el que observaron una mayor migracion de células c-kit+, tras realizar
inyecciones intramiocardicas en la zona borde del infarto con MSC que sobre-expresaban
SDF-1a (Zhang et al. 2007). Otro tipo de estrategia fue el pre-condicionamiento con hipoxia;
Rosova y colaboradores demostraron que el pre-condicionamiento de células precursoras
endoteliales puede aumentar la capacidad de reparar miembros isquémicos (Rosova et al.
2008). En el presente trabajo se presenta otra alternativa con el objeto de incrementar por
un lado, la viabilidad y migracién de las MSC in vivo y por otro, de aumentar su capacidad
terapéutica mediante la transduccion con vectores que expresen HIF-la de forma
condicional o no. Puesto que el entorno fisiolégico de las células mesenquimales de médula
Osea es hipoxico, la sobre-expresion del factor inducible por hipoxia-1a podria inducir en

ellas mecanismos que favorecieran su poder terapéutico.

2.5 BIOMATERIALES Y TERAPIA CARDIOVASCULAR

2.5.1 INTRODUCCION A LA INGENIERIA TISULAR

La técnica de la cardiomioplastia celular consiste en inyectar células (en nuestro
caso, progenitoras adultas) directamente en el miocardio isquémico. A pesar de que
diferentes estudios han constatado la mejora de la funcion del VI y la disminucién del
remodelado ventricular en un corazén infartado (Pelacho et al. 2007; Zhang et al. 2008;
Zeng et al. 2011), esta técnica tiene varios inconvenientes que conllevan una limitada
supervivencia celular tras el trasplante. Esto se debe a que el trasplante asi realizado,
conlleva la inyeccion de las células a presion en medio de suspension liquido, con lo que no
tienen una matriz donde adherirse y se forman camulos celulares en zonas muy localizadas,
provocando una limitada distribucién celular y falta de conduccién eléctrica (Christman y Lee
2006).

Esto ha dado lugar a que en los Ultimos afios se hayan desarrollado nuevas técnicas

de trasplante basadas en la ingenieria de tejidos (Jawad et al. 2007). Su avance exponencial
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ha sido posible gracias al trabajo coordinado en diferentes campos de investigacion
(medicina, biologia, mecanica, electrénica e ingenieria textil entre otros), todos con el
objetivo de sintetizar materiales con un fin terapéutico. A pesar de que todavia se encuentra
en una fase muy temprana, el gran interés generado se debe a que potencialmente permite
el disefio de nuevas aplicaciones terapéuticas y da muchas expectativas para el tratamiento
de enfermedades hasta ahora incurables.

La bioingenieria cardio-regenerativa pretende solventar los problemas que ocurren
tras un infarto de miocardio mediante 3 objetivos terapéuticos (Christman y Lee 2006):

1) Vehiculo vy liberacién controlada: Se trata de sintetizar el biomaterial (BM) in vitro para

implantarlo posteriormente in vivo. EI BM actuaria a modo de vehiculo para facilitar el
transporte celular hasta la region del miocardio dafiado. Ademas podria servir como sistema
de liberacion controlada de células, factores y/o farmacos. Se han realizado numerosos
estudios con resultados esperanzadores; sin embargo el gran inconveniente de esta técnica
es la necesidad de realizar una cirugia para proceder a la implantacion del BM.

2) Contencion: Proporcionando un soporte BM para evitar o disminuir la distension sistdlica
derivada del remodelado ventricular, que acaba conduciendo a una insuficiencia cardiaca.

3) Prevencion de adherencias pericardicas: Tras la realizacion de una cirugia a térax abierto

se produce una importante fibrosis; la aparicion de estas adherencias provoca la pérdida de
la anatomia cardiaca, complicando y haciendo mas peligrosas las reintervenciones. A

continuacion se explican mas detalles de este problema clinico.

2.5.2 ADHERENCIAS PERICARDICAS

Las adherencias pericardicas son el resultado del proceso de cicatrizacién que se
produce tras realizar una cirugia cardiaca. Este proceso fibrético ocurre como consecuencia
de los dafios producidos en el tejido (incisién para realizar la toracotomia o esternotomia,
manipulacion de estructuras, sequedad, produccién de espacios muertos, sangrado,
inflamacidn, etc.) (Burns et al. 1995).

Este tejido cicatricial formado no conduce a una morbilidad inmediata (Seeger et al.
1997), sin embargo estas adherencias post-quirtrgicas que suelen darse entre el epicardio y
el pericardio, y entre el pericardio y la pleura, producen un aumento de las complicaciones
quirargicas en las frecuentes intervenciones posteriores. Estas adherencias son una realidad
importante puesto que la mejora experimentada en el campo de la cirugia cardiaca se ha
traducido en un aumento de la supervivencia de los pacientes con patologias tales como
cardiopatia congénita, isquémica o valvular; pero estos pacientes pasan a ser cronicos ya
gue los tratamientos quirargicos aplicados son limitados en el tiempo y muchos de ellos

necesitaran ser reintervenidos como consecuencia, entre otras causas, de una disfuncién
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protésica o una oclusion de bypass coronario (la duracién media de un bypass aorto-
coronario con vena safena es de 10-15 afios).

Ademas, se ha detectado que el crecimiento de este tejido cicatricial puede afectar la
capacidad contractil del corazén, impidiendo un completo llenado diastolico. Se ha
comprobado que cuanto mas severas son las adherencias, mas afectada se ve la funcién
ventricular (Bailey et al. 1984; Jiamsripong et al. 2010).

Se han ideado diferentes estrategias para prevenir esta reaccion fibro-inflamatoria y
evitar, o al menos minimizar, su efecto nocivo. Entre ellas destacan el uso de farmacos para
inhibir la actividad fibrética, la aplicaciébn de una solucién lubricante protectora durante la
intervencion (Goldberg et al. 1980; Duncan et al. 1988), el uso de pericardios autdlogos
(Kohanna et al. 1977), la utilizacién de pericardios heterdlogos procedentes de diferentes
organos y especies animales y la aplicacidbn de sustitutos permanentes de pericardio
preparados con materiales no biodegradables, como el Goretex (Minale et al. 1987) o
biodegradables (Yamada et al. 1997; Sakuma et al. 2005).

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora para solventar este
problema y de que algunos de los materiales estudiados se utilizan actualmente en la
practica clinica, las adherencias pericardicas no se han conseguido evitar y son, a dia de

hoy, una fuente de complicaciones de primera magnitud en las reintervenciones quirdrgicas.

2.5.3 TIPOS DE POLIMEROS Y CARACTERISTICAS NECESARI AS PARA SU
USO TERAPEUTICO

Un biomaterial (BM) se puede definir como una sustancia natural o sintética que
puede ser utilizada en un entorno bioldgico y cuyo objetivo es reemplazar o regenerar los
tejidos dafiados y recuperar su funcion.

Los biomateriales pueden obtenerse a partir de polimeros inertes, como el fluoruro
de polivinilideno (PVDF), el poliuretano termoplastico (TPU) o la poliamida (PA); o puede
tratarse de biomateriales biodegradables como el acido polilactico (PLA), el colageno, la
policaprolactona (PCL), el polihidroxibutirato (PHB) o la fibroina de seda, los cuales seran
reabsorbidos y metabolizados por el organismo en un tiempo suficiente para permitir la
cicatrizacion de la herida.

Un BM ideal deberia cumplir las siguientes caracteristicas (Hutmacher et al. 2001;
Davis et al. 2005): 1) Ser biocompatible, es decir que no cause rechazo por parte del
sistema inmune del organismo en el que se implanta. 2) Ser bioactivo (permitiendo el
crecimiento del tejido en su interior), no ser toxico ni carcinogénico. 3) Tener un disefio de
ingenieria adecuado a la anatomia del 6rgano en cuanto a tamafo y forma, y ser de
manejabilidad adecuada para su uso terapéutico. Ademas, debe tener unas caracteristicas

topograficas 6ptimas para la funcién a desempefiar como son la elasticidad, la rugosidad, la
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porosidad, el potencial eléctrico y el comportamiento hidréfobo o hidréfilo. 4) Tener un bajo

coste, ser reproducible y facil de fabricar a gran escala.
Caracteristicas de los biomateriales utilizados:

A continuacion se realiza una breve descripcion de los BM utilizados en este trabajo.

Acido polilactico (PLA):  Se trata de un termoplastico que pertenece a la familia de
los poliésteres. EI PLA en condiciones in vitro se caracteriza por ser un material con alta
resistencia a la tension y baja elongacion cuyo tiempo de degradacién es de unas 40
semanas. Es un polimero biodegradable, compatible, no mutagénico ni téxico y que se
puede esterilizar. Es uno de los pocos materiales que estan aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA, la agencia reguladora de los EEUU) para su uso en aplicaciones
médicas. Este polimero actualmente tiene uso en tornillos y clavos para unién de ligamentos
y fijacion de fracturas, suturas, liberacion de farmacos, etc. Se trata de un material poroso
gue permite ser portador de células y ha sido estudiado para la regeneracion de diferentes
tejidos como el cutaneo, hepético, cartilaginoso, éseo y cardiovascular (Zong et al. 2005;
Flege et al. 2012).

Colageno: Es un polimero natural obtenido de la piel del cerdo (colageno tipo I) que
se ha utilizado de manera muy segura en aplicaciones cardiovasculares, sobre todo como
adyuvante en el revestimiento de protesis vasculares para asegurar la impermeabilidad. Su
reabsorcion ocurre de manera natural liberando fragmentos biocompatibles. En el contexto
de prevencion de adhesion, el colageno provee un sustrato no inflamatorio para el
crecimiento de los fibroblastos y la cicatrizacidon (Tsukihara et al. 2006; Bel et al. 2010).

Fluoruro de polivinilideno (PVDF):  Es un termoplastico no reactivo, tiene un bajo
coste y se usa comunmente en la industria médica para la sintesis de suturas, construccion
de injertos vasculares o la sutura de los anillos de las valvulas protésicas cardiacas, entre
otros. Sus caracteristicas son: flexibilidad, bajo peso, baja temperatura de conductividad,
alta resistencia a la corrosion quimica y es inerte. Es biocompatible y se ha observado que
in vivo tiene una respuesta celular minima, sin mineralizacion, hiperplasia o excesiva
reaccion fibrética. Es facil de manipular, tiene una fuerza mecénica adecuada y se puede

esterilizar (Laroche et al. 1995; Joseph et al. 2009).

En el presente trabajo se ha abordado el estudio de alternativas terapéuticas para el
tratamiento del infarto agudo de miocardio y de las adherencias pericardicas. Puesto que
entrafian un alto indice de morbilidad y mortalidad, encontrar una alternativa exitosa

supondria una importante aportacion para la sociedad actual.
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3. OBJETIVOS

Las células mesenquimales constituyen una importante alternativa para el tratamiento
del infarto de miocardio. Sin embargo, los escasos estudios clinicos realizados con este tipo
de células muestran que es necesario potenciar su efecto terapéutico, bien mediante el
tratamiento con farmacos o sobre-expresion de genes, o bien con el uso combinado con

biomateriales que permitan mejorar su supervivencia y anidamiento in vivo.

Asi pues, el presente trabajo plantea tres objetivos principales:

1. Estudio de la respuesta bioldgica de las células madre mesenquimales (MSC) en
entornos inflamatorios que mimeticen el ambiente hostil producido por el infarto, lo que
ayudaria a poder predecir su comportamiento una vez trasplantadas.
1.1 Estudio del efecto de la IL-13 sobre la proliferacion, adhesion y migracién de las
MSC.

1.2 Estudio de las principales vias de sefializacion inducidas por la IL-13 en las MSC.

2. Potenciacion del efecto terapéutico de las MSC mediante la sobre-expresion génica del
factor inducible por hipoxia-1a, una molécula clave en la regulacién de la supervivencia

celular frente a la isquemia.

2.1 Caracterizacion del efecto de la sobre-expresion del HIF-1a sobre las funciones
biologicas de las MSC.
2.2 Estudio in vivo del efecto de la sobre-expresion del HIF-1a sobre la capacidad

terapéutica de las MSC en el infarto agudo de miocardio.

3. El uso de biomateriales como potenciadores del efecto terapéutico de las MSC y en la

prevencion de las adherencias pericardicas post-quirdrgicas.

3.1 Evaluacién del acido polilactico como material biocompatible para el tratamiento
del infarto de miocardio.

3.2 Desarrollo de un modelo porcino de infarto de miocardio y adherencias
pericardicas, que nos permita evaluar el efecto de la aplicacibn de biomateriales
como alternativa terapéutica.

3.3 Evaluacién del colageno y fluoruro de polivinilideno en la prevencién de

adherencias pericéardicas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

4.1.1 CULTIVO CELULAR

Se utilizaron células madre mesenquimales de médula ésea humana (en adelante
MSC), procedentes de la Fundacién Inbiobank (San Sebastian, Espafa).

Las células recepcionadas venian en criotubos conteniendo 1.000.000 de células en
pase 4 en 1 mL de solucion de congelacion (90% Suero Fetal Bovino (FBS) y 10%
Dimetilsulféxido (DMSQ)). Tras su descongelacion en un bafio de agua a 37°C, las células
se resuspendieron en un tubo con 10 mL de medio de cultivo atemperado, cuya composicion
se detalla en la Tabla 1. Tras agitar el tubo se centrifugd en una centrifuga (Eppendorf 5810
con cabezal basculante) durante 10 minutos a 400 g.

El sedimento celular se resuspendié en 1 mL de medio de cultivo y las células se
sembraron en frascos de 75 cm® a una densidad entre 1.000-5.000 células/cm® y se
crecieron en incubadores con un 5% de CO, en atmésfera humidificada a 37°C (Forma
Series Il Water-Jacketed CO, Incubator, Thermo scientific). Los pases celulares se
realizaron cada 7 dias. Cuando la placa alcanzé un 80% de confluencia se procedié a la
amplificacion de la muestra para su posterior utilizacién en los diferentes experimentos. Para
ello se tripsinizaron las células (la tripsina es una enzima que rompe las uniones entre
células y entre célula y sustrato), se contaron y se sembraron a la densidad adecuada.

Para congelar las células amplificadas se retir6 el medio de la placa de cultivo y
posteriormente se realizé un lavado con 10 mL de PBS. Se afadié 1 mL de Tripsina/EDTA
1X (Gibco) para levantar las células y se movid la placa lentamente para facilitar la liberacion
de las mismas. Pasados un par de minutos, se confirmé mediante microscopio que las
células se habian levantado y seguidamente se afiadieron 10 mL del medio de cultivo a la
placa para neutralizar la accion de la tripsina y se pipete6 asegurando asi el aspirado de las
células con el medio. Se pasaron a un tubo Falcon de 15 mL para posteriormente centrifugar
durante 10 minutos a 400 g. El pellet se resuspendié en 1 mL de FBS y se homogeneizo la
disolucion (en este momento se procedio a realizar el contaje en los casos oportunos).

Para evitar la destruccion de las células durante la congelacion, se afiadieron 100 pL
de DMSO a cada criotubo. Posteriormente se agregaron 900 uL de la disolucion
conteniendo células con FBS. Los criotubos se introdujeron en un recipiente con isopropanol
(crioprotector) para permitir un descenso controlado de la temperatura de aproximadamente
1°C por hora, y se colocé en un congelador a -80°C. Pasadas 24 horas, los criotubos se

llevaron a nitrégeno liquido.
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REACTIVO CASA COMERCIAL  CONCENTRACION
DMEM Sigma Aldrich Base del medio
Suero bovino fetal Sigma Aldrich 10%
L-Glutamina Gibco (Invitrogen) 2mM
Penicilina ) ) 100 U/mL
o Sigma Aldrich
Estreptomicina 100 pg/ mL

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo de MSC. DMEM: Medio de Eagle modificado de Dulbecco;
U: unidades.

4.1.2 RECUENTO DE LA VIABILIDAD CELULAR

El recuento de la viabilidad celular de una suspension celular dada se realiz
mezclando en un eppendorf 10 uL de dicha solucion con 10 yL de Azul de Tripan al 0,2% en
PBS (Gibo-Invitrogen). El Azul de Tripan es un colorante que tifie las células no viables ya
gue es capaz de entrar en la célula muerta debido a la alteracion de la membrana de la
misma. Se coloc6é una gota de dicha mezcla en una camara Neubauer y se procedio al
recuento de las células viables por observacién directa al microscopio. La férmula para el
contaje de la concentracién celular es:

N° de células viables/mL= 10.000 x N° células contadas en la camara x 2 (dilucién)

4.1.3 MARCAJE CELULAR MEDIANTE TRANSDUCCION LENTIVI RAL

Las MSC se transdujeron usando lentivirus generados con los plasmidos pWIPI-GFP
y pWIPI-HIF-GFP, que codifican para la proteina verde fluorescente (GFP) unida o no con el
factor inducible por hipoxia-la (HIF-1a). Adicionalmente, para determinados experimentos
las MSC se transdujeron con ARN de silenciamiento para IKKp.

La generacion de los lentivirus asi como las transducciones de las MSC con los

diferentes vectores se realizaron en la Fundacion Inbiomed.

4.1.4 TRATAMIENTO CON FACTORES

Las MSC se sembraron a una densidad de 5.000 células/cm® en DMEM
suplementado con 10% FBS y tras 16 horas de cultivo se les cambié el medio y se
incubaron durante 24 horas con baja concentracion de suero (2% FBS); posteriormente se
incubaron durante 30 minutos con DMEM suplementado o no con IL-1B (25 ng/mL), IL-6 (20
ng/mL), IL-8 (20 ng/mL) y TNF-a (50 ng/mL). Los cultivos se lisaron en el momento

apropiado para estudiar las vias de sefalizacion.
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4.1.5 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

4.1.5.1 Migracion frente a factores

Para el estudio de migracion celular se utilizaron camaras de migracion (BD) con un
sistema de pocillos transwells con un tamafio de poro de 8 um. Las células se sembraron en
los insertos (pocillos superiores) y se dejaron migrar hacia los pocillos inferiores, en los que
previamente se habian afiadido diferentes citoquinas y factores de crecimiento (IL-1f3, IL-6,
IL-8, SDF-1a, TNF-a, IGF, HGF, FBS). Pasadas 4 horas se cuantificé la migracion en
respuesta a factores tréficos. El estudio se realizd por pocillos duplicados y se repitié 3
veces.

En concreto, se sembraron MSC (transducidas lentiviralmente o no) a una densidad
de 20.000 células/cm? (0.3 cm? superficie de membrana) en 250 pl de medio con 10% de
FBS en cada inserto de la camara de migracién y se afiadieron 750 ul de medio de cultivo
con 10% de FBS a cada uno de los pocillos (bandeja inferior). Tras la incubacion durante la
noche para permitir la adhesion de las células a la base del inserto, se realizé un cambio de
medio en las camaras superior e inferior, afiadiéndose 250 pl de medio de cultivo con 0,5%
de FBS en los insertos. A continuacion se afiadieron 750 ul de medio de cultivo con 0,5% de
FBS con los diferentes factores quimiotacticos en la camara inferior (25 ng/mL de IL-18, 20
ng/mL de IL-6, 20 ng/mL de IL-8, 50 ng/mL de TNF-a, 20 ng/mL de SDF-1a, 20 ng/mL de
IGF, 50 ng/mL de HGF) y se permitié la migracion de las células a 37°C y 5% CO, durante 4
horas. Como control positivo se afiadieron 750 pl de medio de cultivo con 10% de FBS y
como control negativo se afiadieron 750 pl de medio con 0,5% de FBS sin ningun factor.
Tras fijar con etanol al 70% las células adheridas a la parte inferior de la membrana, ésta se
colocé sobre un portaobjetos y se procedié al marcaje con 4',6 diamidino-2-fenilindol

diclorhidrato (DAPI) para tefiir los ndcleos y contabilizar asi el nUmero de células migradas.

4.1.5.2 Migracion de Polimorfonucleares (PMNSs)

Para el estudio de migracion de PMNs hacia MSC (transducidas o no con shiKKp y
tratadas o no con IL-13), se procedié a realizar el mismo experimento que el explicado en el
apartado 4.1.5.1, con la excepcion de que en este caso las MSC se sembraron en los
pocillos inferiores y al dia siguiente se trataron o no con IL-13 durante 2 horas. A
continuacion se lavaron dos veces con PBS y se afiadieron en los insertos medio de cultivo
con 10.000 células PMNs/cm? provenientes de “buffy coats” (concentrado leucocitario) de
pacientes sanos. Se dejaron migrar hacia los pocillos inferiores durante 5 horas y
posteriormente se fijaron las células adheridas a la parte inferior de la membrana. Por dltimo
se realiz6 una tincion de Hematoxilina-Eosina de la membrana, lo que nos permitié realizar

una cuantificacién morfolégica de los leucocitos.
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4.1.5.3 Ensayo de “Wound healing”

Otra manera de evaluar la capacidad migratoria de las MSC que sobre-expresaban
HIF-1a (MSC-HIF) con respecto a las MSC fue mediante la siembra de 20.000 células/cm?
en placas (P35). Cuando la confluencia fue del 100%, con una rasqueta se realizé un surco
sobre la superficie de la placa eliminando el tapiz celular que lo recubria. En ese momento
(Tiempo 0) se realiz6 la toma de imagenes (5 fotos a 10X). Pasadas 18 horas tras la
realizacion del surco se procedi6 de nuevo a fotografiar la zona, obteniendo una
cuantificacién expresada como el nimero de células que ocuparon la superficie rascada en
18 horas. Con este experimento se pudo evaluar las diferencias en cuanto a la migracion de
las MSC y las MSC-HIF.

4.1.6 ENSAYO DE ADHESION CELULAR

Para realizar el estudio de adhesion celular, se colocaron discos o coverslips (Tissue
Culture Coverslips, Sarstedt) en placas de 24 pocillos y se tapizaron con Fibronectina (10
pg/cm?), laminina (2 ug/cm?) o colageno (10 pg/cm?).

A continuacién se sembraron las células (modificadas 0 no) a una densidad de 5.000
células/cm? y se dejaron en incubacién durante 1 hora. Pasado este tiempo, se lavaron 2
veces con PBS y se fijjaron con PFA al 2% durante 20 minutos aproximadamente. Se
lavaron de nuevo dos veces con PBS y a continuacion se retiraron los discos de las placas
de cultivo, se colocaron sobre un portaobjetos y se montaron con DAPI para realizar el

contaje de las células adheridas. El experimento se realizé 3 veces.

4.1.7 CITOMETRIA DE FLUJO

Para analizar la expresion de la GFP, las MSC o MSC-HIF en pase 3-10 se
sembraron en frascos de 75 cm? a una densidad de 2.000 células/cm2. Cuando el cultivo
alcanz6 el 80% de confluencia, las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 400 g durante
7 minutos y se lavaron con PBS con 1% de Albumina de Suero Bovino (BSA). Todos los
lavados se realizaron con PBS suplementado con BSA para preservar la integridad celular.
El sedimento celular se resuspendié en 1 mL de PBS y se distribuyé en alicuotas de 100 pl
(50.000 células/tubo) en tubos de citometria, que se centrifugaron durante 5 minutos a 400
g. Las MSC marcadas con GFP se identificaron por su epifluorescencia verde con el
citometro de flujo Cytomics FC 500 de Beckman Coulter, realizado por el servicio de

citomica del Centro de Investigacion Principe Felipe.

4.1.8 ENSAYO DE VIABILIDAD Y PROLIFERACION CELULAR
Este ensayo colorimétrico in vitro estd basado en la reduccién de una sal de

tetrazolio soluble (MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) de color
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amarillo en un formazéan insoluble de color azul. Esta reduccioén se realiza en el interior de la
célula por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. Debido a ello, cuanto mayor
sea el porcentaje de células vivas, mayor sera el cambio de color de amarillo a azul, que se
registrard gracias a un lector de absorbancia fijado a 570 nm (Victor3 1420 Multilabel
Counter; PerkinElmer Inc).

Las MSC se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000
células/cm?® durante 24 horas. A continuacion las células se trataron o no con IL-1B (25
ng/mL) o IL-6 (20 ng/mL) durante 24 horas y se obtuvieron los valores de absorbancia. Los
valores obtenidos se expresaron respecto al control utilizado (MSC sin tratar).

Ademas, este procedimiento se utilizé para calcular la viabilidad y proliferacion de las
células sembradas en biomateriales de acido polilactico. Para ello, se utilizaron placas de 96
pocillos en las que se introdujeron los biomateriales y sobre ellos se sembraron las células
(8.000 células/0,5 cm® de biomaterial). Como control se utilizaron MSC sembradas
directamente en los pocillos. El ensayo de MTT se realiz6 en 4 tiempos diferentes de cultivo,
con los que se elaboraron las curvas de crecimiento.

Con esta técnica los valores de absorbancia obtenidos son indicativos de la viabilidad

y proliferacién celular.

4.2 TECNICAS BIOQUIMICAS Y MOLECULARES

4.2.1 OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Para la obtencién de los extractos proteicos se trabajé en todo momento en hielo. En
primer lugar los cultivos celulares se lavaron 2 veces con PBS frio y se afiadieron 150
HI/P100 de tampodn de lisis M-PER® Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher
Scientific), una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche) e inhibidores de
fosfatasas (Sigma-Aldrich). Las células se levantaron con un rascador estéril, se transfirieron
a un tubo eppendorf y se pipeted repetidas veces con el fin de disgregar y lisar el extracto. A
continuacion se incubaron en hielo durante 20 minutos y se centrifugaron en una centrifuga
refrigerada (Eppendorf 5417 R) a 4°C y maxima velocidad durante 15 minutos.
Posteriormente el sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf y las muestras se

conservaron a -80°C.

4.2.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Una vez obtenidos los extractos proteicos se cuantificd la cantidad de proteina
mediante el método BCA (BCA protein assay kit (Pierce, Cultek)). El ensayo BCA esta
basado en el acido bicinconinico (BCA) para la deteccion y cuantificacién colorimétrica de la

cantidad de proteina total de una muestra.
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Para ello se utilizaron placas de 96 pocillos. En primer lugar se preparoé la solucion de
trabajo formada por las soluciones A (carbonato sddico, bicarbonato sédico, acido
bicinconinico, tartrato sédico en hidroxido sédico 0,1 M) y B (sulfato de cobre al 4%) en una
proporcion 50:1 respectivamente. A continuacion se afiadieron 10 pl de cada estandar (para
realizar la curva patron) o de la muestra al pocillo correspondiente, se agregaron 200 ul por
pocillo de la solucion de trabajo y se agitd durante 30 segundos en un agitador orbital. La
placa se cubrié y se incubd a 37°C durante 30 minutos. Tras el periodo de incubacion la
placa se enfri6 a temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 562 nm en un lector

Victor con el programa Wallac 1420 Workstation.

4.2.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis es una técnica utilizada para la separacioén de proteinas segun su
movilidad en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual finalmente las separa
por tamafios moleculares y carga eléctrica. Para ello, las proteinas se cargan con sustancias
como el SDS (detergente) que incorpora cargas negativas de manera dependiente del peso
molecular.

En nuestro caso, las proteinas se analizaron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
acrilamida con SDS como agente desnaturalizante) en un sistema discontinuo donde un
primer gel (al 8% de poliacrilamida) produce la acumulacion de todas las proteinas en el
frente de migracién, lo que nos asegura que todas las proteinas empiezan a migrar en el
mismo momento, y un segundo gel (al 10% o 12% de poliacrilamida) donde realmente se
realiza la separacion de las proteinas. Para el analisis se cargaron 30 ug de proteina total.
Antes de realizar la carga, se afiadié a las muestras tampo6n de carga concentrado 5 veces
(15% SDS (Sigma-Aldrich), 50% glicerol (Sigma-Aldrich), 0,1% azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich), 16% R-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), 312,5 mM Tris-HCI, pH 6,8) y se calentaron
a 96°C durante 5 minutos. Para su separacion por electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida, se utilizo el sistema MiniProtean Il (Bio-Rad) y un tampdn compuesto por 27
mM Glicina, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI. Como marcador de pesos moleculares se utilizo el
marcador SM0441 (Fermentas, MD). La electroforesis se realizé a 100 voltios (V) hasta que
las muestras entraron en el gel separador, momento en que se pas6é a 150 V durante

aproximadamente 70-80 minutos.

4.2.4 TRANSFERENCIA MEDIANTE WESTERN BLOT

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon™-P Transfer
Membrane, Millipore), previamente activada con metanol (2 minutos), durante 1 hora a 60 V
en un aparato MiniProtean Il (Bio-Rad) y con un tampoén de transferencia compuesto por

20% Metanol, 20 mM Tris y 150 mM Glicina. Tras la transferencia, la membrana se lavé con
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TBS-T (Tris HCI 0,1 M pH 8, NaCl 150 mM (Sigma-Aldrich), 0,05% Tween-20 (Sigma-
Aldrich) y se incub6 en la solucion de bloqueo (TBS-T, 5% BLOT-QuickBlocker (Chemicon))
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion suave en un agitador Stuart SSM1.

A continuacion se incub6 la membrana toda la noche a 4°C en agitacion suave, con
el anticuerpo primario para la forma fosforilada correspondiente (Tabla 2). Al dia siguiente se
realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion con TBS-T y la membrana se incub6 con un
anticuerpo secundario unido a HRP durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
suave. A continuacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion con TBS-T y se

reveld la membrana.

ANTICUERPO 1*° CASA COMERCIAL ESPECIE CONCENTRACION

Anti-GAPDH MAB 374, Chemicon Ratén 1:1.000
Anti-p38MAPK Cell Signaling Conejo 1:1.000
Anti-P-p38MAPK Cell Signalling Conejo 1:1.000
Anti-NFkf3 Santa Cruz Conejo 1:500
Anti-P-NFkf Santa Cruz Conejo 1:500
Anti-SAPK/INK Cell Signaling Conejo 1:1.000
Anti-P-SAPK/JNK Cell Signaling Conejo 1:1.000
Anti-ERK Cell signaling Conejo 1:1.000
Anti-P-ERK Cell signaling Conejo 1:500
Anti-Akt Santa Cruz Conejo 1:500
Anti-P-Akt Cell Signaling Conejo 1:1.000
Anti-HIF-1a BD Ratén 1:1.000

ANTICUERPO 2% CASA COMERCIAL ESPECIE CONCENTRACION
Anti-raton IgG HRP Promega Cabra 1:20.000

Anti-conejo IgG HRP Santa Cruz Cabra 1:10.000

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la técnica de western blot.

En los casos en los que el tamafio de las proteinas permiti6 una separacion
suficiente de las mismas, la membrana se cortd horizontalmente pudiendo asi incubar por
una parte la membrana con el anticuerpo correspondiente a la proteina de estudio y por otra,
la membrana con el anticuerpo anti-GAPDH como control de carga. En caso contrario, la
membrana se incubd posteriormente con este Ultimo.

Las membranas se reutilizaron para la detecciéon de las formas no fosforiladas de la
proteina. Para ello se realizaron 5 lavados de 10 minutos con TBS-T y se procedié a

bloquear la membrana e incubar de nuevo con los anticuerpos primarios para las formas no
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fosforiladas, seguido de la incubacién con los anticuerpos secundarios y revelado
correspondiente.

La deteccion de las proteinas se realiz6 mediante quimioluminiscencia empleando el
kit ECL-plus (Amersham). Las membranas se cubrieron con papel transparente y se

procedio a su autorradiografia en peliculas CURIX RP2 PLUS (Agfa).

4.2.5 EXTRACCION DE ARN

Para realizar la extraccion de ARN de las células (MSC, MSC tratadas con IL-1B o
MSC-HIF), las placas (P100) se colocaron en hielo, se realizaron 2 lavados con 10 mL de
PBS frio y se afadido 1 mL de Trizol (Tri-reagent, Sigma-Aldrich). A continuaciéon y con la
ayuda de un rascador se recogieron las células y se resuspendieron con el trizol para
obtener una buena homogeneizacion. La suspension celular se afiadié a un tubo eppendorf
y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 0,2 mL
de cloroformo (Sigma-Aldrich), se dejo 2-3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a
12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Consecutivamente se recogio en otro eppendorf la fase
acuosa (con cuidado de no aspirar la fase proteica), se afiadieron 0,5 mL de Isopropanol
(Panreac) y se incub6 15 minutos a temperatura ambiente. Después, se centrifugd a 12.000
g, 20 minutos a 4°C; se eliminé el sobrenadante con vacio y se afiadieron 0,8 mL de etanol
al 70%. La suspension se mezclé suavemente con la mano, se centrifugé a 12.000 g, 15
minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante con vacio. A continuacién se procedié al secado
al aire y por ultimo se afadieron 50 pl de agua DEPC (Gibco-Invitrogen) y la muestra se

conservo a -80°C.

4.2.6 CUANTIFICACION DEL ARN

La determinacion de la concentracién del ARN se realizd con el espectrofotémetro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Se afiadio 1 pl de muestra al NanoDrop ND-
1000 y se obtuvo el espectro a partir del cual se calculd la concentracion total de ARN vy el
ratio entre el area de los picos de ARN ribosomal 28S/18S. Los ratios comprendidos entre
1,5 y 2 indicaron un ARN puro. Para confirmar la integridad del ARN, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 2% en presencia de bromuro de etidio, a un voltaje de 80
V (8 V/cm) hasta que el frente de electroforesis alcanzé el final del gel. La visualizacion de
las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal se llevé a

cabo en un transiluminador de luz UV (Bio-Rad).
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4.2.7 RT (TRANSCRIPCION REVERSA) Y PCR EN TIEMPO REAL

La reaccion de RT-PCR consta de dos etapas. Primero tiene lugar la transcripcion
reversa (RT) mediada por una retrotranscriptasa que cataliza la conversion de ARN
mensajero (ARNm) en ADN complementario (ADNCc). A continuacion, este ADNc sintetizado

se emplea como molde en una reaccién convencional de PCR.

4.2.7.1 Sintesis de ADNc: Transcripcion reversa

La transcripcion reversa consiste en la sintesis de ADNc desde una muestra de ARN
gue actia como molde; el proceso inverso de la transcripcion. Para ello son necesarias unas
ADN polimerasas patrticulares, llamadas transcriptasas inversas o retrotranscriptasas. Para
la sintesis de ADNc a partir de ARNm de las muestras se utilizo la transcriptasa inversa M-
MLV-RT (Invitrogen) y la reaccion se llevé a cabo en un termociclador Eppendorf partiendo
de 1 pg de ARN como molde de la reaccion y usando hexdmeros de secuencia aleatoria
(Applied Biosystems-Invitrogen) como cebadores. Esta reaccion se llevé a cabo como se
indica a continuacion: en una primera etapa se afiadiéo 1 ug de ARN, 1,25 ul de hexdmeros
de secuencia aleatoria 50 uM y agua DEPC (Sigma-Aldrich) hasta un volumen final de 12 pl.
Esta reaccion se incubo durante 5 minutos a 37°C. A continuacion se afiadié a la reaccion 4
ul de First Strand Buffer 5x (Invitrogen), 1,5 pl de la transcriptasa inversa M-MLV RT
(Invitrogen), 1,25 ul del inhibidor de ARNasas RNaseOUT (Invitrogen) y 1,25 pl de la mezcla
de dNTPs 10 mM (Invitrogen) y se incubd durante 1 hora a 37°C. El ADNc sintetizado se

guardo a -20°C hasta la realizacion de la siguiente etapa.

4.2.7.2 Amplificacion del ADNc en tiempo real (QPC R)

El disefio de los cebadores se realizé utilizando primer blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ del software LigthCycler®480 SW 1.5.,
herramienta on line de disefio de oligonucleétidos.

En la Tabla 3 se muestra las secuencias de los oligonucle6tidos usados para la
amplificacién de los ADNs complementarios; en todos ellos se comprobd con anterioridad
gue sélo amplificaban el gen de interés. Todas las parejas de oligonucleétidos se disefiaron
de modo que fueran compatibles con reacciones de PCR con una temperatura de fusion de

60°C y un producto de amplificacién de aproximadamente 100 pares de bases.
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OLIGO DIRECTO

OLIGO REVERSO

ITGA9
ITGB3
ITGB8
MMP1
NOD2
SDC4
SELECTIN
SERPINE1
TCAM1P
TLR2
TLR4
TNF
VCAM1

AGAGCCTCGCCTTTGCCGATCC
TCTCAGTGCAGAGGCTCGCGA
TTCAGAAGGACACGGGCAGCAGACA
TACATTGCCCGCCCACTGCC
CAGCTGCTTTCAGCCCCCAGG
TGGCAGCCACTTTCAGCCCT
TCTGCGGCGAATCAGAAGCAGC
CCGGGTTGCCCACCTGCAAA
GTCGCTGTGGGCAGGTGGTC
TGCAGCATCTCTGCACCCGC
AGACCCATGGCTGGACCTGCC
CTGGCTGGACAGCACCACGG
AGCCTGCAACATGCCAGCCA
TGCAAGCCAATTTTGTCCACGTGT
TGTCTTTGCATAGGCCCTGGGGT
AATGTAAGGTCCCCCGGACCCC
AATCTCCGCTCCTCCACCCAGT
GCACGAGGAAACCAAAGTGCTCTG
ATTTAGAGCCGGGTAGGGGAGCG
CCCCTCTGCTGATGCCCCCA
GGAGTACGAATACACGGGCGCC
CTGGTCCTGCTCGGGGCTCT
AATACACTTTGCGCTGCCACGTG
TGACCCGCTCTCTCCTGGCG
CCCAAAACCTGCTGAGGGCCG
GCTGCTGGAAACCCCTTGCCAT
AGGCACAAGGCACAACAGGCT
TGGCTGTGACCCCCAAGGACTC
TTTGTGCCAGGAAGACTGCGTGC
GAACACCACCATGCCCCGGG
CATTCTGCCCTCGAGCCCACC
GCTGCTCGCAAGTTGAGGCAATTT
CGTGGCTCTCTTGGCAGCCTTC
GCAGTGACCGCTGGCCACTT
TGCCGCCCTGCTCATCTGGA
CTAGCGACACTCGGCCCGC
GTGTCTCACAGCTTCCCAGCGAC
AGGCCTACCCGCAGATGCCA
CGGAGTCGCCGAGTCGATCC
TTGTTCCTGCCAGCAGCTGCC
AGGACGAACCGCCAATCGCAAG
CGAGCTTGGCTGTGGCCTCC
AGGCAGCGAGAAAGCGCAGC
CCCTGCGTGGAGGTGGTTCCTA
CCCTCTGGCCCAGGCAGTCA
AGGTGACGAATGAGGGGACCACA

CATGCCGGAGCCGTTGTCGAC
CCACTTCTGCTTGGGGTCAGCAC
GGAATCTGCCGGGAGGTGTAGCT
GGGTTGGCACACACTTGGCG
GCTTCCCGGGGACAGTGGCTA
GCACAGACCTCCTTGCCCCG
TTCATTGGCCAGCTGCCGTGT
CGTACATGGCCTGGGCGGTC
AGCCTCCCCTTCCCAGCCTG
AGGCAGGTCGGCTCCTGGAG
GTGGCACACTCACTCACCAGCTTC
GCTCCTTCGGGTCGGCACAG
TGTGCACATACATTCCCCTGCCT
GCAGCCTCTGTGTGGTCCATCC
AGCCTTGCTTGCTTCGATTTGGGA
ACCACCCTGCAGGAAGTGTCAA
GCTCTCTCAACACAGCAGCGGC
GTGCAACGCAGCTCTGTCAGCA
GTTGCAGCCATGAGGCTACCGGAGT
TGACCTTGGCCAGGGGTGCT
GGTAGCCGGATGCAAAGCCAGA
GGGCTGGTCACAGGAGGTGC
GGCTCCAAGCGAGCATCAGTGT
GCACGTGCCGCAGGTAGGAC
TGGAGGCCAGGCAACTCCCAT
TAGGTGCTTTGGGCCAACTGGG
AACAACTGACGCGGCCTGCC
TGCCATGGCTGGCTGGGACT
GGCTCGACATCACCTGTCCACG
CAGCCTGGTGACGTTGGCGA
GGCAGCAGGCAACACCAGGA
TTGTTGGTTGGGCTTCACCCAGG
TTCCTTGGGGTCCAGACAGAGCTC
GCGCACAAGGAGGAGCCGAA
TCCTGCAATCGTGGCACAGGC
CTGGACCCAGCGCAAGGCAC
GCACTCCACATCTGGGCTGCTTC
GTGGGAGAGAGGCTGGCCCA
GGCTCCCAGACCCTGCCCTC
AGGGCCAGAGACCCGAGGAG
ACCCTCACCCCGAAGTCTGAGG
TCTCCGCCATCCCAGCCTCC
CCCCCAAGACCCACACCATCCA
CTCCCAGGGCTAAACTCTGGATGGG
ATGGGTGGAGGGGCAGCCTT
CCAGCCTCCAGAGGGCCACT

GEN

OLIGO SENTIDO

OLIGO ANTISENTIDO

TGFB2
AMIGO2

CCCCTCCGAAACTGTCTGCCC
CGAAGAGCTTGGCTGCTGCGT
CCGAAAGCGACGTTCGGCCA
CGGGGCGACAGCTGACTTGC
TGCGGAGTAGGCTTCCCCCAG
CACAGAGTTGCCCCGAGCACA
GTGACAGCCCACCTCGCTCG
CCACTCTGCTCCTTGCTTTGGGA
GAATCTGCGGCTCTGCGTGC
GCTCCACACGTGGAACCGGA
TGCCCGGGAAATGCTGCGAG
CGCATGCGGGACTGGCTCAA
GCAGTCCTGCCAGCTGTCCG
GGGCGCTCGCCTTAGTCGTC
TGTAGAAGATGTGACGCCGCGG
TGCACCAAGTGAGAATGGGCCA
GGAAGAGTGGAGGCCAGGGGAG
AGAGCCTCGCCTTTGCCGATCC
TGGAAGGTATTGCACTGCAC

TGGGCGGGATGGCATCAAGGTA
ACCAGTGAACGGTGCTGGGGAG
GCCGGATTCCTCTCCGCTCG
GCACAGCGGGGGCCTTCATT
CCATCCGTTGTAGGGTCCAGC
TCAAGGGCAGGGCTAGTGCCA
GCCGTGCGCTTCGGGTGTTT
CCGAGCCCAGTTTCCTCCAAGG
GGTGGCGGACATTGCCGTCT
CCAGCATGGTAGCCGTGTGGT
CAGTCGGTAAGCCGCGAGGG
ACGGGGTGGTCTCCTGCCTC
GATGGTACGTGTTCCAGCCCCC
CTTACAGCAGCCGCAGCCGT
TCGGCCGCTCTTCTGTCCG
AGAGGCTTTGGATCCCGACCE
TGGCGGGTTCTGGAGAGCCTG
CATGCCGGAGCCGTTGTCGAC
ATTTGATGGGTGAGGAATGG

110

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en la técnica de RT-gPCR. La primera tabla recoge los oligos
utilizados en los experimentos del primer capitulo, mientras que la segunda tabla contiene los

cebadores con los que se realizaron los experimentos del segundo capitulo.
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La amplificacion del ADN complementario de cada gen de interés se realizd
utilizando SYBR green master mix y Taq (Light Cycler 480 Sybr Green 1 Master Roche) en
el termociclador Light Cycler 480 (Roche).

Una vez sintetizado el ADNc, amplificamos de forma selectiva secuencias
especificas de ADN por medio de la reaccion en cadena de la ADN-polimerasa (PCR). Cada
reaccion de PCR contenia 3 pul de ADNc sintetizado en el paso anterior, 1 ul Taqg DNA
polimerasa NETZYME (1 U/ul, NEED), 2,5 ul tampon de la polimerasa 10x, 1 ul MgCI2 50
mM, 2,5 ul dNTPs 2 mM, 0,5 ul primer Forward 6 uM, 0,5 ul primer Reverse 6 UM y la
cantidad suficiente de agua DEPC para un volumen final de 15 pl. Una vez preparada la
reaccion, las muestras se introdujeron en el termociclador siguiendo las condiciones de

amplificacion mostradas a continuacion en la Tabla 4.

. No
PASO TEMPERATURA DURACION CICLOS
PRE- .
INCUBACION 95°C 10 minutos

95°C 15 seg

AMPLIFICACION 58°C 10 seg 45
72°C 20 seg
CURVA DE 94°C > seg

MELTING 60°C 15 seg 1

97°C Continuo

ENFRIAMIENTO 4°C 10 seg

Tabla 4. Condiciones para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Seg: Segundos.

4.2.7.3 Andlisis del producto de la gPCR

Los resultados se normalizaron frente a los genes “housekeeping” (ACTB y GAPDH)
y se expresaron como incremento del nimero de veces que la expresion aumentaba o
disminuia respecto a los valores de las MSC no modificadas (control). Los resultados se
consideraron significativos con una induccion de 2 veces. Las muestras se analizaron por
triplicado.

4.3 MICROARRAYS DE EXPRESION

El perfil de expresion génica de las MSC control, MSC tratadas con IL-13 y MSC-HIF
se realizé utilizando el sistema Affymetrix “GeneChip microarrays”.

El ARN total fue extraido de las células usando el kit de aislamiento High Pure RNA
(Roche Diagnostics) y se cuantificO por espectrometria (NanoDrop ND1000, NanoDrop
Technologies, Wilminton). La hibridacion fue realizada por el servicio de genomica del

Centro de Investigacién Principe Felipe. La sefal fue estandarizada a través de los arrays
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usando normalizacion cuantitativa (Bolstad et al. 2003). El set de genes a analizar fue
llevado a cabo por Gene Ontology terms utilizando FatiScan (Al-Shahrour et al. 2007), lo que
permitié la visualizacion de las categorias funcionales con su contexto biolégico. El andlisis
de los microarrays fue realizado por el servicio de informéatica y estadistica del Centro de

Investigacién Principe Felipe.

4.4 TECNICAS HISTOLOGICAS

La técnica histolégica consta de varios procedimientos, que describimos a

continuacion.

4.4.1 FIJACION

Tras la muerte celular aparecen numerosos procesos de degradacion que alteran la
estructura tisular y celular. Para conservar al maximo dichas estructuras y poder realizar asi
un estudio adecuado del tejido, se realiza un proceso de fijacién cuyo principal objetivo es la
interrupcidn de los procesos de degradacidon, asegurando la maxima conservacion de las
caracteristicas quimicas y de sus estructuras celular y tisular.

En el caso de la rata, una vez finalizado el estudio, los animales fueron anestesiados
profundamente con tiopental a una dosis de 50 mg/Kg (Tiobarbital, Braun 1 g) y 0,05 mg/Kg
de fentanilo (Fentanest, Kern Pharma); tras colocar al animal en decubito supino, se
procedio a la apertura del térax a través del diafragma y a la perfusion del corazén con una
solucion con KCI 1 M (Sigma) (15 mL por la vena porta y 5 mL por el apex), consiguiendo
asi la parada cardiaca en diastole. A continuacion se inyectaron 10 mL de PBS por la vena
porta e inmediatamente después tanto por vena cava como por el dpex se administraron 5
mL de PFA al 2%. Por ultimo se extrajo el corazon y tras cortar las auriculas se lavé con
suero fisiolégico con ayuda de una jeringuilla, para vaciar las cavidades ventriculares de
restos de sangre. Los corazones se mantuvieron en PFA al 2% durante 24 horas a 4°C.
Transcurrido ese tiempo se procedid a eliminar la solucion fijadora del tejido mediante 5
lavados de 15 minutos con solucién tampén fosfato sédico (PB) 0,1 M (3,12 g/L de 77
NaH,PO4 y 11,36 g/L de Na,HPO4) (Panreac) con agitacion fuerte, a 200 rpm.

En el caso del cerdo, con el animal anestesiado, se procedio a realizar la eutanasia
mediante inyeccion intracardiaca con 10 mL de KCI 1 M (Fresenius Kabi). A continuacién se
extrajo el corazén y se lavé con solucidon salina fisiologica para eliminar restos de sangre.
Posteriormente se realizaron 4 secciones de 5-7 mm de grosor desde al apex hasta la zona
de oclusion. Para proceder a la fijacion, las rodajas se sumergieron en PFA al 4% durante
24 horas a 4°C. La eliminacion de la solucion fijadora mediante lavados con PB se realizo tal

y como se ha detallado anteriormente.
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En funcién del tipo de procesado de las muestras, éstas se conservaron en etanol al
70% para su posterior inclusion en parafina o se crioprotegieron con PB 0,1 M y sacarosa al
20% (Panreac) para posteriormente realizar los criocortes. Una vez que las muestras fueron
embebidas en la solucién crioprotectora, se encastraron en OCT (Bayer) para su
almacenamiento a -80°C hasta su procesamiento en el criostato. En el caso de las ratas se
utilizo el corazén completo para el analisis histoldégico, mientras que en el caso del cerdo se

tomaron muestras de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm.

4.4.2 OBTENCION DEL BLOQUE PARA CRIOSTATO Y CORTE D EL TEJIDO

Los corazones murinos, ya encastrados en OCT se seccionaron desde el apex hasta
la base del corazon utilizando un criostato (MICRON modelo HM550). Se realizaron 5 series
de cortes de 7 um sobre porta (porta-objetos superfrost plus Menzel-Glaser, AFORA),
obteniéndose aproximadamente 10-12 portas por serie. La estandarizacion del
procedimiento permite que el mismo nimero de portas de cada serie corresponda a una
seccion similar del corazén en todos los animales estudiados. De esta manera se pudo
disponer de 5 portas con cortes muy similares para la realizacion de diferentes analisis.

Las muestras se conservaron a -80°C hasta realizar los diferentes analisis. Una serie
completa se utilizé para localizar las células MSC (que expresan la GFP) trasplantadas en el
tejido miocardico mediante inmunohistoquimica de fluorescencia con un anticuerpo anti-GFP
y observacién al microscopio DM600 de Leica. Una segunda serie se utilizé para cuantificar
el area de la zona infartada mediante la tincion de Tricromico de Masson. Las series
restantes se utilizaron para la valoracion del infiltrado mediante la tincion de Hematoxilina—
Eosina y para el estudio de la angiogénesis y otros mediante inmunohistoquimica de

fluorescencia.

4.4.3 INCLUSION EN PARAFINA Y CORTE DEL TEJIDO

Para su inclusién en parafina, los corazones se sometieron a sucesivos bafios de
etanol de distinta gradacion en agitacion a 200 rpm en el orden siguiente: 15 minutos en
etanol al 70%, 15 minutos en etanol al 85%, 20 minutos en etanol al 96% y 2 bafios de 30 y
40 minutos respectivamente en etanol absoluto. Posteriormente se introdujeron en xileno 20
minutos y a continuacion en un bafio de parafina a 60°C toda la noche. Una vez embebidos
totalmente en parafina, se colocaron en un molde adecuado, previamente calentado, se
afiadié parafina caliente hasta cubrir el corazén y se dejaron enfriar. Los corazones asi
incluidos se cortaron con un grosor de 7 um utilizando un microtomo (Leica RM2235) sobre

porta superfrost.
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4.4.4 TINCIONES DE TEJIDO CARDIACO

Debido a que el material bioldégico apenas presenta contraste, es necesario dotar a
las preparaciones de suficiente contraste como para poder apreciar sus componentes. El
fundamento de cualquier método de tincion radica en la propiedad que poseen todos los

tejidos para incorporar y fijar, de manera variable, diversos colorantes.

4.4.4.1 Tincion de Hematoxilina-Eosina

La Hematoxilina-Eosina (H-E) es una coloracion de rutina muy utilizada; la Eosina
tie los citoplasmas y las fibras del tejido conectivo, mientras que la Hematoxilina tifie los
nucleos. De esta manera podremos diferenciar la zona fibrética del tejido sano, e identificar
los infiltrados celulares del tejido. En esta tincion se utilizan dos colorantes: Eosina,
colorante 4cido que tifie estructuras catidnicas del citoplasma y de la matriz extracelular, y
Hematoxilina, colorante basico que tifie la heterocromatina, los ribosomas y el ARN
ribosomal.

La tincion se realizd segun el siguiente protocolo: las muestras se lavaron
inicialmente con agua corriente 5 minutos, se incubaron con Hematoxilina de Harris
(Panreac) durante 1 minuto, se lavaron abundantemente con agua corriente, se realizaron
dos pases en alcohol clorhidrico (dilucién 1:200 de HCI en etanol al 70%) para eliminar el
exceso de coloracion y se lavaron de nuevo con agua corriente. A continuacion, se
efectuaron 5 pases en agua amoniacal (15 a 20 gotas de amoniaco en agua destilada) para
posteriormente volver a lavar las muestras con agua. Seguidamente se incubaron durante 1
minuto en Eosina alcohdlica recién preparada (Eosina Merck al 25% en etanol al 20%) y se
lavaron con un pase en agua corriente. Por ultimo el tejido se deshidraté con incubaciones
sucesivas en etanoles de gradacion creciente, realizando 20 pases en etanol al 96%, 20
pases en etanol absoluto y 3 pases en xileno. Finalmente las muestras se montaron con
Eukkit (Panreac).

4.4.4.2 Tincién de Tricromico de Masson

Esta tincién tifie de azul el coldgeno y de rosa el masculo cardiaco, lo que permite
identificar la zona fibrética.

El protocolo de la tincién se detalla a continuacion: se introdujeron las muestras en
solucion de Bouin (Sigma Aldrich) precalentada a 56°C y se mantuvieron durante 15
minutos; a continuacion se enfriaron y lavaron con agua corriente. Se incubaron durante 5
minutos en Hematoxilina de Harris (Panreac) y se lavaron con agua corriente primero y agua
destilada después, hasta eliminar el exceso de coloracidon. Posteriormente se incubaron
durante 5 minutos en Ponceau Fucsina. Esta solucion esta compuesta por la mezcla en

proporcion 1:2 de la solucion A (1% de Ponceau de Silidina (Sigma Aldrich) en agua acética
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al 0,5%) y B (1% de Fucsina &cida (Merck) en agua acética al 0,5%). La mezcla se filtrd
antes de usarla. Se lavaron con agua destilada y seguidamente se introdujeron en &cido
fosfomolibdico (Sigma Aldrich) 5 minutos y en una solucién de Azul de Anilina (Prolabo)
(disuelta al 2% en agua acética al 0,5%) durante 5 minutos. A continuacion se lavaron con
agua destilada y seguidamente con agua acética al 1% durante 2 minutos. Por ultimo se
realizaron 20 pases en etanol al 70%, 20 pases en etanol al 96%, 20 pases en etanol

absoluto y 3 pases en xileno. Finalmente las muestras se montaron con Eukkit (Panreac).

4.4.4.3 Tincion de Tetrazolio

El cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTZ) (Sigma) reacciona con las células en
funcién de su actividad mitocondrial; en el miocardio viable es convertido en rojo de
formazan por accion de deshidrogenasas, tifiendo de rojo oscuro el tejido. Dado que las
células necréticas no presentan la actividad de deshidrogenasas, en los cortes miocardicos
se aprecia una zona no tefiida (blanca) que corresponde al &rea de necrosis; esto permite
realizar la medida del tamafio del tejido infartado.

Para realizar esta tincion, las secciones de corazon obtenidas fueron sumergidas en

una solucién de TTZ al 1% en PB 0,1 M y se incubaron a 37°C durante 20 minutos.

4.4.5 INMUNOCITOQUIMICA

El objetivo de esta técnica es identificar algunos tipos celulares que expresan
determinadas moléculas de forma especifica. Dichas moléculas reaccionan con un
anticuerpo al que posteriormente se une otro anticuerpo marcado con un fluorocromo que

podemos identificar y fotografiar mediante microscopia de fluorescencia.

Inmunocitoqguimica anti-Paxilina

El anclaje de la célula a la matriz extracelular se produce a través de la formacién de
complejos de adhesion celular, que se componen de integrinas y otras muchas proteinas
citopldsmicas, entre ellas la Paxilina. Asi, mediante inmunocitoquimica anti-Paxilina es
posible detectar cambios en la arquitectura del citoesqueleto.

Para realizar la inmunocitoquimica de los cultivos, las células (MSC o MSC-HIF)
dispuestas en monocapa en placa de 8 pocillos con celdillas (Chamber slide, Lab-Tek) se
lavaron con PBS dos veces, se fijaron con PFA al 2% durante 10 minutos y se lavaron de
nuevo con PBS 3 veces. Se conservaron en PB 0,1 M con azida sédica (Panreac) al 0,05%
hasta ser utilizadas.

Las preparaciones se bloquearon con PBS, 10% de Suero normalizado de Cabra
(NGS) (Gibco-Invitrogen) y 0,01% Triton X-100 durante 1 hora a 37°C. A continuacién se

incubaron con el anticuerpo primario (anti-Paxilina (Abcam) a una concentracion 1:250)
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durante 1 hora a 37°C. Tras la incubacién se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y
se incubaron con el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 555 anti-conejo (Invitrogen) a una
concentracion 1:500) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 5
lavados de 5 minutos con PBS y se afadieron 20 pl del medio de montaje con DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol, colorante para la tincion fluorescente del ADN) (ProLong Gold
antifade with DAPI, Molecular Probes- Invitrogen). Por Gltimo se retiraron las celdillas y las
muestras se cubrieron con un cubre-objetos (Menzel-Glaser, Afora) y se sellaron con laca de

ufas.

4.4.6 INMUNOHISTOQUIMICA

Esta técnica es similar a la anterior, pero en este caso el protocolo se realiza sobre
tejido y no sobre células.

Para su realizacién, en caso de tratarse de muestras de parafina, hay que preparar

previamente las muestras como se explica a continuacion.

Desparafinado y rehidratacion de las muestras

Tiene por objetivo retirar la parafina de los cortes histolégicos; para ello se dejaron
los cortes en la estufa a 60°C durante 1 hora; a continuacion para rehidratar las muestras se
realizaron los siguientes pases: 10 minutos en xileno (Panreac) a 37°C, 10 minutos en xileno
a temperatura ambiente, 10 minutos en xileno + etanol absoluto 1:1, 3 pases de 10 minutos
cada uno en etanol absoluto, 10 minutos en etanol al 96%, 10 minutos en etanol al 80%, 10
minutos en etanol al 70%, 10 minutos en etanol al 50%, 10 minutos en agua destilada y por

ultimo un lavado con TBS.

Desenmascaramiento

Este procedimiento se realiza para exponer los epitopos de las proteinas, de manera
gue la union del anticuerpo primario especifico con el antigeno pueda llevarse a cabo.

Los portaobjetos se sumergieron en citrato pH 6 1X (DakoCytomation, S2369)
durante 1 hora a 90°C en bafio de agua, a continuacion se dejaron enfriar a temperatura
ambiente durante 10 minutos para posteriormente sumergirlos de nuevo en tampén citrato a

4°C durante 20 minutos.
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Las inmunohistoquimicas han sido clasificadas en funcion de la localizacién de los

antigenos. A continuacion, en la Tabla 5, se detallan los anticuerpos utilizados.

ANTICUERPO 1°" CASA COMERCIAL ESPECIE CONCENTRACION

Anti-GFP ABCAM Conejo 1:200

Anti-Tn | Santa Cruz Conejo 1:50
Anti-RECA-1 ABCAM Ratén 1:50
Anti-Laminina Sigma Conejo 1:50
Anti-SMA Sigma Ratén 1:200

ANTICUERPO 22"° CASA COMERCIAL ESPECIE CONCENTRACION

Alexa Fluor 555 anti-raton Invitrogen Cabra 1:500
Alexa Fluor 555 anti-conejo Invitrogen Cabra 1:500
Alexa Fluor 488 anti-conejo Invitrogen Cabra 1:100

Tabla 5. Resumen de los anticuerpos utilizados especificando si son primarios o secundarios, la casa
comercial proveedora, la especie en la que han sido obtenidos y su dilucion correspondiente para la
técnica de inmunohistoquimica.

4.4.6.1 Antigenos citoplasméticos

Inmunohistoquimica anti-RECA-1

Pan-endotelio (RECA-1) es un anticuerpo monoclonal desarrollado a partir de
antigenos de células endoteliales de rata para el estudio de la funcién de las células
endoteliales en procesos fisioldgicos y patoldgicos. No presenta reactividad cruzada frente a
otros tipos celulares y posee mayor especificidad que otros anticuerpos utilizados para este
fin como el Von Willebran Factor (Duijvestijn et al. 1992). Se une a antigenos del endotelio
vascular de diferentes tejidos de rata, lo que permite cuantificar la angiogénesis.

En primer lugar, para eliminar el OCT se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
solucién tampon TBS a las muestras de tejido conservadas en criostato. Seguidamente se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de tampon bloqueo
compuesta por TBS con un 10% de NGS mas 0,1% de triton X-100 para permeabilizar el
tejido y facilitar el acceso del anticuerpo a sus epitopos. A continuacion se afiadieron en
cada porta, 200 ul de una solucién de anticuerpo primario en tampdn bloqueo a una dilucion
1:50 y se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las muestras 5 veces
durante 5 minutos con TBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en
oscuridad con una dilucion 1:500 en tampdén bloqueo del anticuerpo secundario.
Transcurrido este tiempo se realizaron otros 5 lavados de 5 minutos con TBS y finalmente
se montaron las muestras previa adicién de medio de montaje con DAPI para fluorescencia

(Vectashield mounting medium with DAPI. Vector Lab.) y se sellaron.
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Inmunohistoquimica anti-Troponina |

Este protocolo se realiz6 para la deteccion de Troponina I; lo que nos permitié
evaluar la presencia de cardiomiocitos (unidad funcional del muasculo cardiaco) en las
muestras de corazén de rata en diferentes condiciones experimentales. El protocolo de

inmunohistoquimica utilizado fue similar al descrito en el apartado anterior.

Inmunohistoquimica anti- a —SMA

La proteina a-Actina de Musculo Liso (a-SMA) es un marcador que puede ser
utilizado para la identificacion de musculo liso en pericitos, fibroblastos y miofibroblastos. El
protocolo de la inmunohistoquimica fue similar al anterior exceptuando que el anticuerpo
primario estaba conjugado con el croméforo Cy3 (Sigma Aldrich Quimica S.A.) y no hizo

falta realizar la incubacion con el anticuerpo secundario.

Inmunohistoguimica anti-GFP

La proteina verde fluorescente (GFP) se expresa en las células transducidas con el
lentivirus portador del gen GFP. A pesar de que poseen fluorescencia propia, interesa
amplificar dicha fluorescencia mediante inmunohistoquimica para valorar la supervivencia de
dichas células, especialmente cuando se encuentran en nimero muy reducido. Para ello se
utilizo el siguiente protocolo: Las muestras se lavaron con una solucion de PBS con un 0,2%
de Triton X-100 més un 0,1% de BSA durante 5 minutos y a continuacion se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de tampoén bloqueo compuesta por
un 10% de NGS mas un 7,5% de leche en polvo en PBS. Seguidamente se afiadio a las
muestras una dilucién 1:500 de anticuerpo primario en tampén bloqueo diluido al 50% en
PBS y se mantuvo toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo, se lavaron 3 veces 5
minutos con PBS, se incubaron de nuevo con tampon bloqueo 30 minutos y se afiadio el
anticuerpo secundario (dilucién 1:100 en tampon bloqueo diluido al 50% en PBS); se incubd
durante 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron 5 lavados
durante 5 minutos cada uno con PBS. Las muestras se montaron con medio de montaje con

DAPI y se sellaron para preservar su fluorescencia.
4.4.6.2 Antigenos de citoesqueleto

Inmunohistoquimica anti-Laminina

Para detectar la lamina basal se utilizé un anticuerpo anti-Laminina; asi conseguimos
marcar el area de los cardiomiocitos. El protocolo utilizado fue similar al descrito para la

inmunohistoquimica anti-RECA-1.
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4.4.7 REACCIONES ENZIMATICAS

4.4.7.1 EdU

El EdU (5-etinil-2’-deoxiuridina) (Invitrogen) es un nucledsido analogo a la timidina
que se incorpora al ADN de las células que se encuentran en estado de divisién. Tras la
union del fluorocromo (Alexa Fluor 488) con el EDU mediante una reaccion ezimatica, es
posible detectar mediante microscopia de fluorescencia el grado de proliferacién en un
determinado momento.

El protocolo utilizado fue el siguiente: Las muestras de tejido cardiaco se lavaron 2
veces con BSA 3% en PBS. A continuacion se afadié 0,5% Tritdn x-100 en PBS durante 20
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se realizaron dos lavados con BSA 3% en
PBS. Se afadieron 860 ul/mL de la mezcla de reaccion (Click-iT reaction cocktail). Se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubacién, se
realizaron 3 lavados con BSA 3% en PBS. Por dltimo las muestras se montaron con medio

de montaje con DAPI y se sellaron con laca de ufias.

4.4.7.2 TUNEL

Se trata de una técnica de marcaje de los fragmentos de ADN de las células que se
encuentran en estado de apoptosis. Estos fragmentos pueden ser identificados por
fluorescencia tras una reaccion enzimatica llevada a cabo por la Transferasa
deoxinucleotidica Terminal (TdT), que cataliza la polimerizacién de nucle6tidos marcados a
los terminales libres 3"-OH (reaccién de TUNEL) (Roche).

El protocolo utilizado fue el siguiente: Tras realizar el desparafinado y la rehidratacién
de las muestras de tejido cardiaco tal y como se ha explicado anteriormente, se afiadié
proteinasa K a las muestras durante 15 minutos para, a continuacion, realizar 2 lavados de 2
minutos con PBS. Tras retirar con cuidado el PBS restante se afiadié la mezcla de reaccién
de TUNEL (50 ul/muestra) y se incubd en estufa a 37°C y camara humeda durante 1 hora. A
continuacion se lavaron las muestras con PBS 3 veces durante 1 minuto. Por dltimo se

afiadié el medio de montaje con DAPI y se sellaron las muestras.

4.4.7.3 Deteccion de fibras de actina mediante el e  nsayo de unién a Faloidina

La Faloidina es una molécula que proviene de la Amanita phalloides y se une
especificamente a las fibras de actina del citoesqueleto.

El protocolo utilizado fue similar al explicado en el apartado de inmunocitoquimica. La
Faloidina fluorocromada (Invitrogen) se afiadié sobre las células fijadas a una dosis de 50
ul/mL, lo que nos permitié visualizar los filamentos de actina utilizando la microscopia de

fluorescencia.
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4.5 TECNICAS DE IMAGEN

4.5.1 MICROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

Tras realizar la inmunohistoquimica de fluorescencia, los cortes de tejido cardiaco se
fotografiaron con el microscopio éptico DM6000 de Leica, equipado con la camara en blanco
y negro Leica DFC350 y con el software Leica Application Suite Version 2.4.0 R1. Se realiz6
una adquisicion secuencial de imagenes con distintos filtros de barrera (adecuados para
cada uno de los fluorocromos) que posteriormente se combinaron creando una imagen
superpuesta en color, lo que facilito el analisis de la co-localizacién de los marcadores y, en

su caso, la cuantificacion de su expresion.

4.5.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

La microscopia confocal es un tipo de microscopia de fluorescencia basada en el uso
de un laser que incide sobre la muestra y barre todos los puntos en un plano focal mientras
que elimina la luz emitida por otros niveles, lo que permite realizar fotos secuenciales a
distintos planos y crear una composicion de imagen 3D. Esto consigue evitar efectos de
solapamiento de sefiales y resulta imprescindible en estudios inmunohistoquimicos de alta
precision.

Tras realizar la inmunohistoquimica de fluorescencia las muestras se analizaron con
el microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS utilizando un objetivo de inmersion 63 X Plan-
Apochromat-Lambda Blue 1.4 N. Las muestras se analizaron mediante una doble o triple
excitacion 405 nm (DAPI), 491 nm (Alexa Fluor 488) y 561 nm (Alexa Fluor 555).

El andlisis se realiz6 a través del servicio de microscopia confocal del Centro de

Investigacién Principe Felipe, Valencia.

4.6 TECNICAS MORFOMETRICAS

4.6.1 ANALISIS MORFOMETRICO DEL AREA INFARTADA

En el caso de la rata, para cuantificar la extension del infarto se realizo la tincion de
Tricrémico de Masson en una serie completa de cortes de tejido cardiaco para cada animal.
Los cortes se fotografiaron con un fotomicroscopio DMD 108 de Leica y mediante un
programa de andlisis de imagen, Image Proplus (7.0) software de Media Cibernetics, se
determind el area de la cicatriz resultante del infarto. La extension del infarto se expresé
como el porcentaje de zona fibrética respecto al total del area del ventriculo izquierdo. Las
mediciones se realizaron en el departamento de Patologia de la Universidad de Valencia.

En el caso del cerdo, tras realizar fotografias por ambas caras de cada seccion de

corazén, se midio el tamafio de la zona necrética mediante el programa de imagen “Scion
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Image” y se calculé el porcentaje de la zona necroética respecto al ventriculo izquierdo. En el
caso del grupo crénico de infarto, para de determinar el remodelado producido por el infarto
cronico (5 semanas después del IAM), con el programa de imagenes “Scion Image” se midio
el grosor (desde endocardio a epicardio en mm) de cuatro puntos en cada seccion de
ventriculo izquierdo, que correspondieron a la zona media de tabique interventricular (TIV),

pared lateral izquierda, pared anterior y pared posterior.

4.6.2 MEDIDA DE LA DENSIDAD VASCULAR

El nimero de vasos se calcul6é a partir de las imagenes de fluorescencia de tejido
cardiaco marcado con el anticuerpo anti-RECA-1, obtenidas a 20 aumentos, a razén de 8
fotos en borde de infarto y 3 laminillas por animal.

La densidad vascular se midié con un programa de tratamiento de imagenes (Image
Proplus (7.0) software de Media Cibernetics) y se expres6 como nimero de vasos/mm?. Las

mediciones se realizaron en el departamento de Patologia de la Universidad de Valencia.

4.6.3 ANALISIS DEL TAMANO DE LOS CARDIOMIOCITOS

En cortes tefiidos con el anticuerpo anti-Laminina, una vez realizadas las fotografias
de las laminillas a 20 aumentos, a razén de 8 fotos en borde de infarto y 2 laminillas por
animal; se procedid a la cuantificacion del area de los cardiomiocitos mediante el programa
Image Pro Plus.

El porcentaje de cardiomiocitos se calculd atendiendo a su tamafio por intervalos de
100 um, comenzando de 0-100 um?, hasta un méximo de 900-1.000 pm?. Las mediciones se

realizaron en el departamento de Patologia de la Universidad de Valencia.

4.7 FABRICACION DE LOS BIOMATERIALES.

Existen diferentes procedimientos experimentales que permiten la sintesis de
biomateriales, entre los que se encuentran: la separacion de fases, las plantillas, el
autoensamblado y la electrohilatura (electrospinning). Esta Ultima, presenta las ventajas de
permitir la produccién de fibras muy finas (del orden de nandémetros) con una elevada
densidad por unidad de area superficial, lo que le confiere al material buenas propiedades
mecanicas, y ademas es de facil procesado (Newton et al. 2009; Garg y Bowlin 2011).

El biomaterial de colageno se obtuvo de la empresa Viscofan Bioengineering, a
través de la colaboracién con el Dr. F. Prosper, mientras que los materiales PLA y PVDF
utilizados fueron sintetizados en el Instituto Tecnologico Textil AITEX por el método de la
electrohilatura. Mediante esta técnica los biomateriales se obtienen a partir de una

disolucion de polimero biocompatible, a la que se le aplica una elevada diferencia de
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potencial. El campo electrostatico formado entre dos electrodos, uno en contacto con el
polimero y el otro a una cierta distancia (entre 10 y 15 cm), permite que el polimero cargado
eléctricamente venza la tension superficial y forme finos chorros de disolucion que se ven
arrastrados por el campo electrostatico formado hasta el electrodo opuesto. Durante este
recorrido, el chorro sufre un estiramiento y latigueo que hace que disminuya su tamafo
hasta formar fibras con un didmetro entre los 500 y 1500 nm (Figura 7). Estas fibras se
depositan formando una estructura tridimensional muy porosa de fibras entrecruzadas y en
estado solido. Este velo de nanofibras se colecta sobre un soporte no textil que permitira la
manipulacién de las nanofibras.

En funcion del voltaje aplicado, la distancia entre electrodos y la velocidad de
recoleccion de las nanofibras formadas, se pueden obtener velos de nanofibras con unas
propiedades muy especiales, como una alta porosidad, pequefio tamafio de poros y elevada

superficie especifica.
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Figura 7. Esquema de obtencidn de nanofibras mediante un montaje clasico de aguja conectada a un
campo electrostatico. (Tomado de M. Ziabari, 2008; vol 10. Brazilian Journal of Chemical Engineering).

4.8 PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES

Todos los procedimientos in vivo de este estudio fueron previamente supervisados y
aprobados por el Comité Etico de Bienestar Animal de la Fundacién Hospital La Fe y/o el
Centro de Investigacién Principe Felipe, respetando la legislacién espafiola sobre
“Proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros propdésitos cientificos” (Real
Decreto 1201/2005) y las Directivas de la Comunidad Europea al respecto.

El modelo in vivo utilizado para la realizacion de este trabajo han sido ratas macho
de 200 gramos de peso de las cepas Nude (rnu/rnu) y Wistar, ambas obtenidas de los
laboratorios Charles River. Las primeras se mantuvieron en condiciones libres de patégenos
especificos (SPF), con aire filtrado HEPA, temperatura estable a 22°C, ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas y comida y agua ad libitum, esterilizadas por irradiacion. La cepa
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Wistar fue mantenida en condiciones similares pero sin los mismos requisitos de esterilidad.
Ademas se utilizaron cerdos de la raza Large White, hembras de unos 20 Kg de peso,

obtenidos de una granja acreditada para suministrar animales para centros de investigacion.

4.8.1 MAMIFERO INFERIOR

4.8.1.1 Modelo de infarto de miocardio

Anestesia

La anestesia general se realiz6 mediante la induccion en cdmara anestésica con una
mezcla de oxigeno y sevofluorano (5% v/v Abbott). A continuacion se procedi6 a la
intubacion de la rata, para lo cual el animal se coloco en decubito supino y con una fuente
de luz fria en direccién a la zona ventral del cuello se consiguio la transiluminaciéon de la
trAquea. Separando con delicadeza la lengua se facilitd el acceso a la glotis y se procedi6 a
la intubacion endotraqueal con un catéter de 18 G (1,3 mm de didmetro) y una longitud de 2”
(5,1 cm) (Braun). A partir de ese momento, la rata se conecté a un respirador automético
(modelo 683, Harvard Apparatus), ajustando los pardmetros siguientes: volumen tidal 2 mL,
ritmo de respiracién 100 respiraciones por minuto y 2% de sevofluorano. Se comprobé la
correcta intubaciébn mediante la confirmacion de aliento sobre una superficie de cristal
primero y asegurando el movimiento ritmico del térax con respecto a la ventilacidén asistida
después. El plano anestésico se mantuvo mediante anestesia volatil con una mezcla de 0,3
L de oxigeno con 2% de sevofluorano a lo largo de todo el procedimiento quirdrgico. La rata
fue colocada sobre una manta eléctrica para asegurar el mantenimiento de la temperatura
corporal. Se utilizaron 0,05 mg/Kg de fentanilo (Fentanest, Kern Pharma) como analgesia
intraoperatoria mediante inyeccion intraperitoneal (IP). Para cubrir la analgesia post-
operatoria se utilizaron 0,05 mg/Kg de buprenorfina IP (Buprex, Schering-Plough S.A.). El

tratamiento con buprenorfina se mantuvo hasta 48 horas después de la cirugia.

Técnica quirdrgica

Para la realizacion del infarto experimental, la rata se colocé en decubito lateral
derecho con la extremidad anterior izquierda en hiperextension. A continuacién se rasuro el
hemitérax izquierdo y se prepard la zona quirdrgica asépticamente con betadine (Viatris
Manufacturing) para la realizacién de una toracotomia lateral en el 4° espacio intercostal
izquierdo. Para ello se realizé una incisién cutdnea de dos centimetros y tras la diseccion de
los muasculos pectorales e intercostales (estos Ultimos cranealmente a la costilla para evitar
el paquete vascular que corre caudalmente a las mismas) se accedid a la cavidad torécica.
Se coloc6 un separador de Weitlaner con el que se consiguié un buen campo quirdrgico y

con una torunda embebida en suero salino fisiolégico (SALINO) se retiraron con delicadeza
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el timo cranealmente y el I6bulo pulmonar dorsalmente. Consecutivamente, con ayuda de
dos pinzas de microcirugia, se realiz6 una pericardiotomia permitiendo visualizar la arteria
coronaria descendente anterior izquierda (ACDAI). Inmediatamente se procedi6 a la oclusion
de la misma mediante ligadura permanente con sutura de monofilamento no reabsorbible de
7/0 (Premilene, Braun). EI cambio inmediato de coloracion de la zona infartada (a un color
azulado) permiti6 verificar que la técnica se habia realizado de manera adecuada.
Seguidamente se realiz6 el trasplante intramiocardico con 21 ul de SALINO o 200.000
células (MSC o MSC-HIF), y microesferas fluorescentes (FluorSpheres polystyrene
microspheres, 1 um, red fluorescent (580/605), Invitrogen) diluidas en una proporcién 1:30.
Para ello se realizaron 3 inyecciones de 7 pl en tres puntos diferentes del borde del infarto
con una jeringuilla Hamilton de 25 ul (Tecnokroma). Por ultimo se procedié al cierre del térax
por capas (union costilla-costilla, planos musculares y sutura intradérmica) con sutura de
monofilamento reabsorbible de 3/0 (Monosyn, Braun) y se cur0 la herida con betadine. La

rata desperté tras unos minutos desde la retirada del agente anestésico.

4.8.1.2 Parametros de funcion cardiaca

La ecocardiografia es una prueba fundamental para ver la evolucion de la funcién
cardiaca en el tiempo. Con ella se obtiene informacion muy detallada, en tiempo real, de la
morfologia cardiaca. Ademas, es una técnica no invasiva y de bajo coste.

Para realizar la ecografia, se realizé la anestesia inhalatoria de la rata con mascarilla
(Sevorane 2% v/v). Tras la colocacion en decubito supino, se rasur6 el hemitérax izquierdo
hasta el esternén, por donde se adquirieron las imagenes. En este estudio se utilizo el
ecégrafo General Electric modelo Vivid 5 equipado con una sonda lineal de 10 MHz.

El protocolo para la toma de imagenes ecocardiograficas fue el siguiente: se efectud
un dia antes de la realizacién del infarto (funcidon cardiaca basal) y 30 dias post-infarto
(funcién cardiaca post-IAM).

El estudio ecocardiografico en cada uno de los tiempos anteriormente comentados
constaba de una ecocardiografia transtoracica en el eje corto (corte transversal del corazén
a nivel de los musculos papilares) incluyendo la toma de imagenes tanto en modo-M
(imagen lineal a la que se le ha introducido la variable tiempo) como 2D (imagen bi-
dimensional en tiempo real). Los parametros funcionales se calcularon en tres ciclos
cardiacos consecutivos utilizando métodos estandares. En el modo-M se midieron el
diametro del ventriculo izquierdo (DVI), el grosor de la pared anterior (GPA) y el grosor de la
pared posterior (GPP) tanto en diastole como en sistole (Figura 8). En las imagenes 2D se

midio el area interna del ventriculo izquierdo (AVI) en diastole y en sistole.

54



Material y Métodos

PERICARDIO

Figura 8. Iméagenes en modo-M donde se indican los diferentes parametros del ventriculo izquierdo a
medir. GPAd y GPAs: Grosor pared anterior en diastole y sistole respectivamente; GPPd y GPPs:
Grosor pared posterior en diastole y sistole respectivamente; DVId y DVIs: Diametro ventriculo
izquierdo en didstole y sistole respectivamente.

A partir de estas medidas se calcularon los siguientes parametros de funcién

cardiaca:

« Cambio Porcentual de Area (CPA): [(AVIq — AVIs) / AVIg] x 100
Donde: AVly: Area ventriculo izquierdo diastolico

AVI: Area ventriculo izquierdo sistolico

» Fraccion de Acortamiento (FA): [(DVId — DVIs) / DVId] x 100
Donde: DVIg4. Didmetro ventriculo izquierdo diastélico

DVIs: Diametro ventriculo izquierdo sistélico

* Engrosamiento de la Pared Anterior (EPA): (GPAs-GPAd -1) x 100
Donde: GPAs: Grosor pared anterior en sistole
GPAd: Grosor pared anterior en diastole

4.8.1.3 Tratamiento con 5-Etinil-2’-deoxiuridina (  Edu)

En un grupo de estudio, tras realizar el infarto de miocardio y el trasplante (con
SALINO, MSC o MSC-HIF), se procedi6 a la inyeccién intraperitoneal diaria de 50 mg/Kg de
EdU diluido en 0,5 mL de suero salino fisiolégico, durante 15 dias.

La realizacion de la reaccion enzimatica mediante la cual los nucleos de las células
en division quedan marcados de verde nos permitid, mediante contaje con microscopio de
fluorescencia, obtener el indice de proliferacion celular y el porcentaje de cardiomiocitos en

proliferacion.
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4.8.1.4 Modelo de implante de biomaterial

Tras anestesiar al animal, se realiz6 una toracotomia lateral izquierda seguida de
IAM como se ha explicado con anterioridad. A continuacién se procedié a realizar las
diferentes técnicas de anclaje, tal y como se describen a continuacion: 1) La técnica de
sutura consistié en colocar el biomaterial (BM) en la zona isquémica del epicardio y se fijo al
mismo mediante 2 puntos sueltos de sutura con Premilene 7/0 (Braun). 2) Se realizé el
mismo procedimiento que la técnica anterior, pero en este caso el BM recibié 4 puntos
sueltos de sutura con Premilene 7/0 (Braun). 3) Técnica de pegamento quirdrgico (Glubran2,
GEM), mediante la cual se aplicé el pegamento sobre una de las superficies del BM y a
continuacion se coloc6 sobre la superficie cardiaca. 4) La ultima técnica consistio en la
utilizacion del propio pericardio para cubrir el BM, previamente colocado, e inmovilizarlo
sobre el epicardio.

La duracion del estudio fue de un mes, pasado el cual se procedi6 a la eutanasia del

animal y apertura del térax para determinar qué técnica resulté ser la mas adecuada.

4.8.1.5 Modelo de induccién de adherencias pericar  dicas

Tras realizar la anestesia general y abordaje quirtrgico como se ha explicado en el
apartado 4.8.1.1, se procedio al raspado de la superficie cardiaca mediante aguja de 18 G.
Una vez se pudo apreciar macroscopicamente el dafio producido al epicardio, se procedio al
cierre del térax.

La duracion del experimento fue de 1 y 2 meses, transcurridos los cuales se realiz6
la anestesia de la rata con apertura diafragmatica para comprobar macroscépicamente la
formacion o no de adherencias pericardicas.

Las adherencias encontradas se clasificaron en 3 tipos: los animales calificados
como (+) presentaron importantes adherencias fibréticas, produciendo una fuerte unién del
epicardio a la pared del térax, dificilmente resecables mediante cirugia y con alto riesgo de
perforacion ventricular. El segundo tipo (+/-), incluyeron aquellos animales que presentaban
adherencias entre el epicardio, el pericardio y la pleura, que se caracterizaron por ser
relativamente faciles de resecar mediante bisturi. Por Gltimo los animales que presentaron
pocas o nulas adherencias pericardicas, que no suponen un problema para los cirujanos se

clasificaron como (-).
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4.8.2 MAMIFERO SUPERIOR

4.8.2.1 Modelo agudo de infarto de miocardio

Anestesia

Se realiz6 la preanestesia del cerdo con ketamina a una dosis de 30 mg/Kg (Ketolar,
Pfizer) y midazolam a una dosis de 0,3 mg/Kg (Midazolam, Mayne, Mayne Pharma S.L.)
mediante inyeccion intramuscular en las tablas del cuello. Tras 10 minutos de espera para
que la sedacion hiciera efecto, y previa cateterizacion de la vena auricular (Vasofix Safety 22
G x 2%, Braun), se procedi6 a la induccion anestésica via intravenosa (IV) con propofol 6
mg/mL (Lipuro, Braun). A continuacion se realizé la intubacion endotraqueal (tubo
endotraqueal N° 6, Mallinckrodt Medical) para proceder al mantenimiento del plano
anestésico con sevorane 2,5% (Sevofluorane, Abbot) en una mezcla de oxigeno (60%) y
protoxido de nitrogeno (40%) con ventilacion asistida (respirador Temel VT3). Se ajust6 la
ventilacibn mecéanica a una frecuencia entre 16 y 20 respiraciones por minuto, con un
volumen de 5 L/minuto. Para la toma de muestras y administracion de farmacos se coloco
una via central mediante acceso por la vena yugular (Vasofix Safety 16 G x 2 “, Braun). La
analgesia y relajacion muscular se alcanzaron con la administracion en bolo IV de 0,2 mg/Kg
de morfina (Cloruro mérfico, B/Braun) y 0,08 mg/Kg de bromuro de vecuronio (Norcuron,
Shering-Plough). A continuacion, a través de la via intravenosa permeable conectada a una
llave de tres vias se procedié a la fluidoterapia de mantenimiento (10 mL/Kg/hora de
Solucién Salina Fisiologica (Grifols R, Grifols)). Mediante bomba de infusion continua (Braun
Percusor Melsungen A.G) se procedi6 a la administracién de una solucién de morfina como
agente analgésico y bromuro de vecuronio como blogueante neuromuscular (0,2 mg/Kg y
0,08 mg/Kg respectivamente) en 50 mL de suero salino, a una velocidad de 12 mL/hora. El
cerdo fue colocado sobre una manta eléctrica para asegurar el mantenimiento de la

temperatura corporal a lo largo de todo el procedimiento.

Procedimiento quirdrgico

A) Abordaje quirdrgico

Para la realizacion del infarto experimental se coloc6 al cerdo en decubito supino,
con las extremidades anteriores en hiperextension. A continuacion se rasur@ y preparo
asépticamente con betadine (Viatris Manufacturing) la zona quirdrgica. El acceso a la
cavidad toracica se obtuvo por esternotomia media mediante incision del plano cutaneo y
planos musculares con bisturi eléctrico seguido de apertura del esternén. Seguidamente se
colocaron unos separadores de Rose para mantener el térax abierto y se procedio a la

pericardiotomia con exposicidn del corazon.
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Se procedio a la diseccion de la arteria coronaria descendente anterior, en la zona
proximal al nacimiento de la segunda diagonal y a continuacion se coloc6 una ligadura de

referencia (para mas tarde realizar la oclusion arterial).

B) Parametros de funcion cardiaca global

La pulsioximetria (Cardio-Aid TM 100, Artema) y la temperatura rectal se
monitorizaron a lo largo de todo el experimento. El registro del electrocardiograma (ECG)
periférico se realizd con electrodos subcutaneos en extremidades. La implantacion de un
catéter a través de pared, en cavidad del ventriculo izquierdo (VI) y otro en auricula
izquierda (Al) conectados a un transductor de presion (Transpac IV, Abbot) permitié la
medida de presion en ventriculo izquierdo y en auricula izquierda (PVI y PAIl). Tras la
diseccion de la raiz aédrtica, separandola cuidadosamente de la arteria pulmonar, se implanté
una sonda de flujo (Transonic Flowprobe 16SB) justo por encima de los ostium coronarios.
Se conectd a un medidor de flujo (Modelo T206 Serie T206X-93-0480, Transonic Systems
Inc.) indicando el caudal de sangre que pasa por la raiz aortica cada 3 latidos, lo que nos
permiti6 el calculo del volumen latido y del gasto cardiaco mediante la siguiente férmula:

Gasto cardiaco = Volumen latido x Frecuencia cardiaca.

C) Parametros de funcion cardiaca regional

Se implantaron tres pares de microcristales ultrasonicos (Sonometrics) para el
registro de curvas de contractilidad miocardica regional en tres zonas diferentes del
miocardio del VI. Las zonas de colocacion de los microcristales fueron: La base del VI (zona
sana), el tercio medio de pared anterior de VI (zona borde o peri-isquémica) y la pared
anterior del apex (zona isquémica). Estos cristales, conectados a un medidor ultrasénico de
movimiento (Sonometrics Corporation Digital Ultrasonic Measurement System TRX Serie 6),
permitieron la medida de contractilidad regional.

Se midieron las longitudes telediastélica (LTd) y telesistélica (LTs) y mediante la
férmula que se muestra a continuacion se calcul6 la fraccion de acortamiento (FA) de cada
segmento miocardico elegido.

e Fraccion de acortamiento (FA): [(LTd-LTs)/LTd] x 100

Donde: LTd: Longitud telediastolica

LTs: Longitud telesistdlica

Se realiz6 el registro de los parametros de funcion anteriormente mencionados a lo
largo del experimento (en los tiempos que se detallan a continuacién): Basal, 30 minutos de
isquemia, 60 minutos de isquemia, 30 minutos de reperfusion, 60 minutos de reperfusion y 2

horas de reperfusion.
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En estos mismos tiempos se extrajeron 5 mL de sangre venosa para posterior
andlisis bioquimico. Se evalu6 el dafio miocardico mediante la mediciébn de niveles en

plasma de Troponina T (Tn T) y Creatinina Quinasa MB (CK-MB).

D) Recogida y analisis de datos de funcién cardiaca

Se digitalizaron y almacenaron en memoria electronica de sefiales (BIOPAC Systems
Inc) los pardmetros de funcion cardiaca global: ECG (Derivada Il y Derivada Ill) (mVol), PVI
(sistdlica pico: PVI y telediastdlica: PTdVI) (mm Hg), primera derivada de la presion con
respecto al tiempo (dP/dt) (mm Hg/segq), presidn media de auricula izquierda (PAI) (mm Hg),
flujo de raiz aértica (FI Ao) (mL/3 latidos) y gasto cardiaco calculado (L/minuto), asi como los
parametros de funcion miocardica segmentaria: longitudes telediastélica y telesistélica (mm)

y fraccién de acortamiento (%).

E) Protocolo isquémico

Tras la calibracion de los distintos parametros y estabilizacion del modelo, se
procedio a la oclusion de la ACDAI mediante un microclamp vascular durante 60 minutos.
Transcurrido el periodo de isquemia, se retird el microclamp y se procedié asi a la
reperfusion de la arteria durante dos horas.

A continuacién se realizé la eutanasia del animal mediante la inyeccion intracardiaca

de 10 mL de cloruro potasico (KCI), para producir la parada cardiaca en diastole.

4.8.2.2 Modelo crénico de infarto y adherencias pe  ricardicas

La preparacion y abordaje quirtrgicos se realizaron de la misma manera que para el
modelo agudo. Se monitorizaron parametros de funcion cardiaca global ECG y PVI; pero no
se implantaron los cristales ni se colocé el medidor de flujo de aorta con la intencion de
manipular lo menos posible el corazén y maximizar la supervivencia de estos animales.

Una vez llegados al periodo de reperfusidn, en los casos en los que se aplico el
biomaterial, éste se colocé sobre el epicardio mediante la ayuda de unas pinzas y se
procedid a la sutura del mismo al miocardio con sutura de monofilamento no absorbible de
6/0 (Premilene, Braun) mediante 4 puntos sueltos correspondientes a cada una de las
esquinas del biomaterial.

El cierre del térax se consiguié mediante la unién del estern6n con sutura de acero
del N° 1 (Laboratorios Aragd), union de los planos musculares y subcutano mediante sutura
continua de monofilamento reabsorbible del 0 (monosyn, Braun) y finalmente cierre de piel
mediante grapas (Grap-35 R, Quirumed). Se aplico un tubo de drenaje toracico conectado a
un redon (Straigh thoracic catheter; drenofast, Hospital Care) para restablecer la presion
negativa en la cavidad toracica. Se elimind el gas anestésico y se dejo que el animal se

recuperara y comenzase con respiracion espontanea. A partir de este momento se le retird
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el tubo endotraqueal y se continué con la fluidoterapia con suero glucosado y salino
fisiologico a una velocidad de 4 mL/Kg/hora. Se proporcioné calor durante las siguientes 12
horas mediante lampara de infrarrojos y se controlaron las constantes vitales regularmente.

La analgesia post-operatoria consistio en 2 gramos de metamizol magnésico (Nolotil,
Boehringer Ingelheim) y 1 mg de buprenorfina (Buprex, Schering-Plough S.A.) durante las
siguientes 24-48 horas. Como antibioterapia se administr6 1 gramo de cefonicid IV
(Cefonicid, CombinoPharm) antes de comenzar la cirugia y 4 horas después. Luego se
continué durante una semana dos veces al dia via intramuscular (Cefonicid Normon,
Laboratorios Normon).

En este modelo se realizaron los mismos tiempos de registro de los parametros de
funcién que en el caso del infarto agudo, excepto que en este caso afiadimos también un
ultimo registro a las 5 semanas tras la isquemia.

Pasado el tiempo experimental (5 semanas), se procedidé a la realizacion de la
anestesia general y apertura del térax. Se observd macroscopicamente el estado del
corazén y las adherencias existentes y se registré con fotografias. Por dltimo, se procedi6é a
la eutanasia del animal mediante inyeccién intracardiaca con 10 mL de KCI y posterior

extraccion de la pieza para su estudio histolégico.

4.8.2.3 Parametros de funcion cardiaca

La puesta a punto del modelo de ecocardiografia en el cerdo fue de mayor
complejidad pero a la vez nos proporcioné mayor informacién que en el modelo de rata, ya
gue se pudieron obtener practicamente los mismos parametros que en los estudios
ecocardiogréficos de la especie humana. La recopilacion de todas estas imagenes nos
permitié conocer el estado de las valvulas, el diametro de las cavidades, el grosor de las
paredes, la velocidad de flujo a través de las valvulas y la contractilidad del miocardio. Para
ello se utilizé un ecégrafo Vivid S5 (General Electrics) con una sonda de 3 MHz.

El protocolo para la toma de imagenes ecocardiograficas fue el siguiente: Se efectud
un dia antes de la realizacién del infarto (funcién cardiaca basal) y 5 semanas post-infarto
(funcién cardiaca post-IAM). Para ello fue necesario la anestesia general del cerdo tal y
como se ha explicado anteriormente.

Con la realizacion del estudio ecocardiografico se obtuvieron los didmetros sistolico y
diastdlico de ventriculo izquierdo a nivel basal, asi como los grosores septales y de pared
anterior tanto en sistole como en diastole, en el plano paraesternal eje largo (en modo-M y
2D). En el plano apical de cuatro cavidades se obtuvieron las medidas de los volimenes
ventriculares, lo que permite estimar la fracciobn de eyeccién por el método Simpson.
Ademas en este plano se valor6 la funcién valvular con doppler color y la funcion diastélica

del ventriculo izquierdo mediante el doppler pulsado en la valvula mitral. Las alteraciones de
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la contractilidad segmentaria se valoraron en los planos transversales a nivel basal, medio y
apical.

A partir de estas medidas se calcularon los siguientes pardmetros de funcion cardiaca:

» Fraccion de Acortamiento (FA): [(DVId — DVIs) / DVId] x 100
Donde: DVl4: Didmetro ventriculo izquierdo diastolico.

DVIs: Diametro ventriculo izquierdo sistdlico.

« Engrosamiento de la Pared Anterior (EPA): (GPAs-GPAd -1) x 100
Donde: GPAs: Grosor pared anterior en sistole

GPAd: Grosor pared anterior en diastole

» Fraccion de eyeccion (FE) (Método Simpson): [(Vol. VId — Vol. VIs) / Vol. Vid] x 100
Donde: Vol. VlIs: Volumen del VI al final de la sistole

Vol. VId: Volumen del VI al final de la diastole

4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos de los experimentos realizados estan expresados como media +
desviacion estandar (DS) o error estandar (ES).

Se comprobd la normalidad de las distribuciones de las variables con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Se compararon los distintos parametros en cada serie respecto a su
situacion basal y entre las distintas series.

En las variables con distribucion normal, se estudiaron las diferencias de medias
para pardmetros cuantitativos mediante la aplicacion de ANOVA (N muestras) y el test de la
t de Student para comparacion de dos medias (pareadas y no pareadas).

En las variables cuya distribuciéon no cumplia la normalidad se utilizaron las pruebas
no paramétricas de Mann-Whitney (pareadas) o el test de Wilcoxon (no pareadas) para dos
grupos y el test de Kruskall-Wallis para méas de dos grupos.

La comparacion de las variables cualitativas se realizé mediante al aplicacion de test
de comparacion de porcentajes.

Los anadlisis fueron realizados con los programas SPSS 9.0 y Graphpad 5. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas con p<0,05, con un intervalo de

confianza del 95%.
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5. RESULTADOS

Los resultados de este estudio se han estructurado siguiendo el esquema de los
objetivos propuestos. Todos los experimentos con células han sido realizados utilizando
muestras de MSC humanas previamente aisladas de pacientes entre 18 y 65 afos de edad,
en el banco nacional de células madre, de modo que cumplen los requisitos éticos y legales
para trabajar con este tipo de células segun establece la Ley 14/2007, del 3 de Julio, sobre

Investigacién Biomédica.

CAPITULO 5.1: ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA IL-1 BEN LAS MSC

5.1.1 REPERNCUSION DE LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORI AS EN LAS
VIAS DE SENALIZACION CELULAR DE LAS MSC

En este capitulo hemos estudiado in vitro el efecto de la respuesta inflamatoria en la
biologia de las células troncales adultas. Tras el infarto, en la fase aguda de la enfermedad,
existe una abundante sobre-expresion de citoquinas y factores de crecimiento que
gobiernan el proceso inflamatorio y dictaminan el comportamiento de las células troncales
trasplantadas en el nicho isquémico (Vandervelde et al. 2005). Debe tenerse en cuenta el
efecto de estas citoquinas sobre las células trasplantadas, ya que es posible que (aun
siendo la dosis y el tipo celular idéneo para la regeneracion del tejido infartado) las células
mueran o se desplacen a otras zonas del organismo pocas horas tras su trasplante por falta
de sefiales adecuadas para su adhesion, proliferacién o supervivencia, o por exceso de
sefiales pro-apoptéticas (Segers et al. 2006). Por desgracia éste es un campo harto
complejo, ya que los efectos de las citoquinas tienen caracter pleiotropico y dependen de las
variaciones espaciales y temporales; por ello las terapias encaminadas a inhibir o a
potenciar dichos factores en el corazon son arriesgadas pudiendo producir efectos adversos
(Frangogiannis et al. 2002; Nian et al. 2004).

Aunque se desconoce el perfil detallado del tipo de citoquinas que aparecen después
del infarto, que es el momento del trasplante, se ha apuntado que las citoquinas IL-1, IL-6 y
las quimioquinas IL-8 y CXCL12 (SDF-1a) son las que permanecen mayoritariamente
elevadas (Pillarisetti y Gupta 2001). Por este motivo, en nuestro laboratorio se seleccionaron
dichas citoquinas y se estudié la respuesta individual inducida por cada una de ellas en
términos de activacion de vias de sefializacion celular.

En la Figura 9 se observan las vias de sefalizacion que se ven activadas en las MSC

cuando son estimuladas con determinadas citoquinas.

65



Resultados

MSC
SRR & e e » &
NI FEy Ty

e Fn3svaPk R 574 T2
| | e |

-—.—-m AKT ".....--- — = = D3BMAPK e STAT3
- e E:_ -.__;ég [— i __:___: PLNK
B o e e ﬁ--_ i‘i JHK
o e e ——— CAPDH | GAPDH e e GAPDH

Figura 9. Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias en las vias de sefializacion de las MSC. Las MSC
se incubaron durante 30 minutos con las siguientes citoquinas: IL-1p (25 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL), IL-8
(20 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL). Los lisados proteicos totales se resolvieron mediante SDS-PAGE y se
analizo la fosforilacion de Akt, ERK, p38MAPK, NF-kB, STAT3 y JNK mediante western blot.

Atendiendo a estos resultados, este estudio se centrd en el efecto de la IL-1B en la
biologia de las MSC, por ser ésta una citoquina pro-inflamatoria modelo; asi podrian
extrapolarse los resultados a otras citoquinas, en especial para el TNF-a, ya que se ha
descrito que comparten muchas vias de sefalizacion y respuestas biologicas (Kim et al.
2009).

5.1.2 PERFIL DE EXPRESION GENICA DE LAS MSC CULTIVA DAS CON IL-18

Para analizar el efecto de la adicion de IL-1B sobre la respuesta global de las MSC,
se realizaron estudios de expresion génica mediante la tecnologia de microarrays. Las MSC
se cultivaron con o sin IL-1B (a una dosis de 25 ng/mL) durante 24 horas, posteriormente se
recogieron y se procedié a la extraccion de ARN para su analisis. Se realizé un analisis
bioinformético del transcriptoma de las MSC con o sin IL-1B utilizando la plataforma
Babelomics (http://www.babelomics4.org), que permitié clasificar los genes por funciones
moleculares utilizando (GO, KEGG), revelando asi las principales familias de genes
afectadas por el tratamiento (Tabla 6).

El cultivo celular con IL-1f produjo la activacién de genes asociados a categorias
muy especificas de familias génicas o funciones moleculares. En particular, identificamos
alteraciones en la expresion de genes implicados en los siguientes procesos biologicos:
respuesta a cicatrizacion, respuesta inmune e inflamatoria, quimiotaxis, comportamiento
locomotor, regulacion de la proliferacion celular, cascada I-kappaB quinasa/NF-kappaB,

regulacién negativa de la apoptosis, coagulacién sanguinea y adhesion celular.
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Kegg Conjunto de procesos génicos valor P
hsa04060 Interaccion receptores citoquina-citoquina | 2.54E-9
hsa04062 Via de sefializacion de quimioquinas 1.71E-06
hsa04630 Via de sefializacion de Jak-STAT 1.80E-04
hsa04620 Via de sefializacion de receptores Toll-like | 5.45E-04
hsa04640 Linaje celular hematopoyético 6.09E-04
hsa04210 Apoptosis 4.17E-02
hsa04010 Via de sefializacion de MAPK 5.02E-01
hsa04514 Moléculas de adhesion celular (CAMs) 7.22E-01
hsa04330 Via de sefializacion de Notch 8.60E-01
hsa04370 Via de sefializacion de VEGF 4.30E-01
GO Funcion Molecular Conjunto de procesos génicos valor P
G0:0005125 Actividad citoquina 3.95E-19
G0:0008009 Actividad quimioquina 5.88E-15
G0:0001664 Acoplamiento a proteinas-G 2.31E-4
G0:00015057 Actividad receptor Trombina 1.51E-2
G0:0005164 Union receptor Factor de necrosis tumoral | 2.86E-3
GO Proceso Bioldgico Conjunto de procesos génicos valor P
G0:0009611 Respuesta a cicatrizacién 2.00E-21
G0:0006955 Respuesta inmune 1.74E-19
G0:0006954 Respuesta inflamatoria 2.43E-18
G0:0006952 Respuesta de defensa 2.43E-17
G0:0006935 Quimiotaxis 5.44E-10
G0:0007626 Comportamiento locomotor 6.15E-9
G0:0042127 Regulacién de la proliferacion celular 1.27E-5
G0:0030595 Quimiotaxis leucocitaria 3.04E-3
G0:0007249 Cascada I-kappaB kinasa/NF-kappaB 3.27E-3
G0:0043066 Regulacién negativa de la apoptosis 3.64E-3
G0:0007596 Coagulacion sanguinea 1.36E-2
GO0:0007155 Adhesion celular 3.26E-2

Tabla 6. Procesos bioldgicos activados en MSC tratadas con IL-1B. El analisis bioinformatico
identifico las familias génicas expresadas en las condiciones experimentales MSC y MSC-IL-1B. Se
indican los nombres sistematicos de los procesos biolégicos y la descripcion de los mismos, asi como
el nivel de significancia (valor P).

5.1.3 EXPRESION DE QUIMIOQUINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO POR
LAS MSC

Tras el andlisis bioinformético, los genes mas sobre-expresados relacionados con
estos procesos biolégicos fueron comprobados mediante PCR en tiempo real. Asi se
confirmaron los datos obtenidos in silico, que apuntaban que el cultivo de MSC en presencia
de IL-1B desencadena la expresion de quimioquinas con importante poder tréfico para otros

tipos celulares como son las células del sistema inmune, junto con la induccion de la
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expresion de integrinas, otras moléculas de adhesion y metaloproteinasas implicadas en la

migracion de las MSC a través de la matriz extracelular (Tabla 7, Figura 10).

) ) Valores Error
Genes N° banco génico Media PC* | DS PC ) )
Normalizados | Normalizado

Quimioquinas

CXCL1 NM_001511 21.72 0.036 89.1 5.9
CXCL3 NM_002090 20.92 0.036 154 11
CXCL5 NM_002994 28.49 0.050 8.65 0.59
CXCL6 NM_002993 26.37 0.071 16.5 1.27
CXCL10 NM_001565 24.10 0.051 2028 127
CXCL11 NM_005409 29.72 0.178 41.3 3.07
CX3CL1 NM_002996 25.96 0.087 211 0.76
CCL2 NM_002982 17.01 0.006 13.1 0.46
CCL3 NM_002963 29.64 0.050 29.2 15.8
CCL5 NM_002985 23.82 0.052 312 27
CCL7 NM_006273 23.93 0.032 13.1 0.90
CCL8 NM_005623 27.98 0.167 12.2 1.00
CCL20 NM_004591 21.19 0.068 187 15
Moléculas de Adhesion
Selectin E NM_000450 17.64 0.085 0.94 0.08
VCAM-1 NM_001078.3 17.31 0.010 5.33 0.19
ICAM-1 NM_000201 22.42 0.094 245 0.84
ICAM-4 NM_001544.3 28.16 0.116 87.4 9.1
Syndecan 4 NM_002999.3 20.51 0.030 1.45 0.05
IBSP NM_004967.3 27.12 0.049 6.21 1.64
ITGA9 NM_002207.2 27.63 0.098 0.81 0.05
ITGB3 NM_000212.2 22.43 0.008 2.75 0.11
ITGB8 NM_002214.2 27.76 0.023 1.24 0.07
TCAM-1 NR_002947.1 27.05 0.078 2.17 0.12

Interleuquinas

IL1 NM_000576.2 21.12 0.110 145 41
IL6 NM_000600.3 17.08 0.088 9.99 112
IL7 NM_000880.3 26.58 0.213 1.29 0.27
IL8 NM_000584.3 15.88 0.707 76 14.4
IL11 NM_000641.2 24.23 0.163 0.79 0.18
IL12A NM_000882.3 29.08 0.047 1.16 0.05
IL15 NM_172175.2 28.78 0.035 2.94 0.48
IL23A NM_016584.2 27.01 0.053 25.3 7.8
IL32 NM_001012631.1 24.41 0.078 14.8 0.81
IL34 NM_152456.2 24.59 0.078 3.12 1.44

Factores de crecimiento

TNF NM_000594 21.58 0.019 243 21
CSF2 NM_000758 24.47 0.188 39.3 13.2
CSF3 NM_000759 31.56 0.043 1.16 0.03
ELF3 NM_004433 25.68 0.088 656 45
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Receptores Toll-like
Claudin 1 NM_021101.4 24.49 0.148 5.49 0.23
Claudin 14 NM_144492.2 30.48 0.093 1.30 0.13
NOD2 NM_022162.1 28.04 0.17 1.23 0.11
TLR2 NM_003264.3 31.23 0.352 2.29 0.12
TLR4 NM_138554.3 26.45 0.024 1.50 0.16
Metaloproteinas
MMP1 NM_002421.3 25.01 0.084 162 12
MMP3 NM_002426.4 16.56 0.650 47.5 7.02

Tabla 7. Niveles transcripcionales de los genes sobre-expresados en MSC tratadas con IL-1B. Los
valores normalizados de MSC-IL-1f3 respecto a MSC no tratadas se calcularon y expresaron como
media + DS de tres experimentos de PCR independientes. PC: Punto de Corte.
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Figura 10. Cuantificacién de los niveles de transcripcion génica mediante andlisis RT-gPCR en
cultivos de MSC tratadas o no con IL-13. Los datos estan expresados como incremento relativo al
control (valores normalizados) y se representan como la media £ DS de tres experimentos.
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Las quimioquinas son pequefias moléculas que dirigen la migracion de las células
inmunes mediante interacciones entre receptores quimioquina-quimioquina. Basadas en su
organizacion genética y en la posicion de 2 residuos de cisteina bien conservados en el
extremo N-terminal, las quimioquinas pueden dividirse en 4 subgrupos: familias CC, CXC, C
y CX3C (Moser y Loetscher 2001). De la familia de quimioquinas CC, las CCL5 y CCL20
fueron las méas sobre-expresadas en respuesta al tratamiento con IL-1 (con un incremento
de 321+27 y 187415 veces respectivamente). Las quimioquinas CXCL1, CXCL3 y CX3CL1
también aumentaron su expresion tras el tratamiento con IL-1pB.

CXCL10, CXCL11 y ELF3 se expresaron “de novo” tras la estimulacion de MSC con
IL-18 (Tabla 7).

En cuanto a las moléculas de adhesién celular, las familias mas importantes incluyen
las moléculas de adhesion intercelular (ICAMs), las moléculas de adhesion vascular
(VCAMSs), caterinas y selectinas. Mediante PCR a tiempo real se pudo comprobar que las
moléculas mas afectadas por el tratamiento con IL-13, y que por tanto aumentaban su
expresion, fueron la sialoproteina de unién a integrina (IBSP), la ICAM1, la ICAM4, la
integrina beta llla (ITGB3), la TCAM1P y la VCAM1 (Tabla 7, Figura 10). El andlisis de
microarrays mostr6 que otras moléculas de adhesion también manifestaron un aumento
significativo de expresion (Anexol).

El tratamiento con IL-1 también promovio la secrecidn de interleuquinas y factores
de crecimiento. Las mayores diferencias en el incremento de expresion se encontraron en el
TNF-a, seguido por los niveles de IL-8 y el CSF2 (Tabla 7, Figura 10). EI TNF-a es una
citoquina inflamatoria implicada en muchos procesos bioldgicos; en cambio tanto IL-8 como
el CSF2 se han asociado a actividades bioldégicas mas concretas. Asi IL-8 se ha relacionado
principalmente con quimiotaxis de neutrofilos mientras que el CSF2 esta implicado en
diferenciacion monaocitica (Spanaus et al. 1997; Gordon y Martinez 2010).

Otros procesos biolégicos activados en respuesta a IL-1f se relacionaron con
defensa del hospedador y respuesta inmune (respuesta adaptativa y respuesta innata). El
analisis de microarrays y los experimentos de PCR a tiempo real mostraron la sobre-
expresion de diferentes moléculas: los receptores Toll-like (TLRs), las claudinas y las NOD
proteinas. Estas moléculas estan implicadas en la respuesta inmune innata frente a la
infeccidn microbiana. Sin embargo, estudios recientes han revelado que estas moléculas
también modulan funciones bioldgicas de MSC tales como diferenciacion, migracion y

respuestas inmunomoduladoras (Tomchuck et al. 2008; Kim et al. 2010).
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5.1.4 LA IL-1 8 NO INDUCE PROLIFERACION EN LAS MSC
En correlacion con el andlisis de microarrays (Tabla 6 y Anexo 1), los ensayos
colorimétricos con el reactivo de MMT confirmaron que la IL-1B no induce una proliferacion

celular (Figura 11). .
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Figura 11. Ensayo de viabilidad y proliferacion de cultivos de MSC tratados con IL-1 B (25ng/mL) o
IL-6 (20ng/mL) durante 24 horas. Los valores se expresan como incremento respecto al control
(*p<0,05).

5.1.5 LA MIGRACION Y ADHESION INDUCIDAS POR IL-1 B ESTA MEDIADA
PRINCIPALMENTE POR LA ACTIVACION DE LA ViA DE SENAL 1ZACION NF-kB

5.1.5.1 La IL-1 activa la molécula NF-kB

Como se ha demostrado anteriormente, la IL-18 promovio la fosforilacion de NF-kB y
p38MAPK. Teniendo en cuenta que NF-kB ha sido descrito en MSC como un factor clave
gue se activa en respuesta a estimulos inflamatorios (Crisostomo et al. 2008) y que la
activacion de p38MAPK puede estar mediada por quinasas activadas tras la fosforilacion de
NF-kB, decidimos centrarnos en esta via de transduccion de sefal; estudios mas
exhaustivos de la implicacion de esta via en las respuestas biolégicas inducidas por las

MSC se desarrollan en los siguientes apartados.

5.1.5.2 La IL-1B induce la migracion de las MSC

Estudios previos de varios grupos, han descrito que las MSC trasplantadas son
capaces de migrar in vivo a ambientes isquémicos y pro-inflamatorios (Zhang, Fan et al.
2008; Kim, Park et al. 2009; Arminan et al. 2010). Este comportamiento podria explicar la
capacidad que tienen estas células para acelerar el proceso de reparacion.

Se ha estudiado in vitro la migracion de MSC hacia citoquinas, quimioquinas y
factores de crecimiento (Ponte et al. 2007). Para verificar si la IL-1pB era capaz de aumentar
la habilidad migratoria de las MSC, éstas se cultivaron en la camara superior de un
“transwell” y se indujo la migracion mediante la adicion de SDF-1a, IL-13 0 10% FBS en la

camara inferior (Figura 12). SDF-1a se utilizé por ser un factor tréfico bien conocido para las
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MSC, implicado en la migracion hacia areas isquémicas. Como control positivo se utilizé
10% FBS, ya que es una fuente de citoquinas y factores de crecimiento.

Aunque la migracion méaxima se consiguio con el gradiente de FBS (con un aumento
de 1.87+0.12 veces), la migracion de las MSC en respuesta a la IL-1p fue mayor que la
producida por el SDF-1a (1.68+0.21 veces frente a 1.35+0.16 veces respectivamente),
indicando asi el fuerte efecto pro-migratorio inducido por esta citoquina.

A continuacion evaluamos el efecto de la via de sefializacion NF-kB en la respuesta
migratoria ejercida en las MSC como resultado de su tratamiento con IL-1B. Para este
propdsito se construyé un vector conteniendo ARN de silenciamiento (ShRNA) para IKK,
con el que se transdujeron los cultivos de MSC (MSC-shIKKp). Asi se consiguieron cultivos
con la ruta de NF-kB inhibida (Mercurio et al. 1997; Hayden y Ghosh 2004).
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Figura 12. Migracion de MSC y MSC-shIKKf3 hacia los factores tréficos SDF-1a (20 ng/mL), IL-1B (25
ng/mL) y 10% FBS. Los datos se expresan como incremento relativo respecto a los controles no
tratados (MSC y MSC-IKKB). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Como se muestra en la Figura 12, la transduccion de las MSC con shRNA para IKK,
a pesar de no inhibir totalmente la migracion a los factores, redujo la respuesta trofica de las
MSC-shIKKB hacia cualquiera de los factores probados en comparacién con las MSC no
transducidas; asi, el aumento de la migracion de las MSC-shIKKB fue de 1.21+0.11 veces
hacia SDF-1a, 1.45+0.06 veces hacia IL-18 y 1.58+0.07 veces hacia 10% FBS, indicando
fuertemente que la via de sefalizacibn NF-kB juega un papel fundamental en el tropismo de
las MSC.
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5.1.5.3 La IL-1B induce la adhesion de las MSC

La migracidon de células adherentes esta mediada en parte por la afinidad de éstas
hacia algin componente en particular de la matriz extracelular (ECM). Para comprobar si la
IL-1PB tenia un efecto en la adhesién celular de las MSC, medimos la adhesion de las MSC
(tratadas o no) a los principales componentes de la matriz extracelular. Los resultados
mostraron que el tratamiento con IL-1B durante 1 hora incrementé la adhesion a colageno
(3.03+0.29 veces), fibronectina (1.75+0.11 veces) y laminina (2.79+015 veces) con respecto
a las MSC sin tratar (Figura 13). De un modo similar a los experimentos de migracion, la
adhesion inducida por el tratamiento con IL-1 a superficies tapizadas con coladgeno,
fibronectina o laminina se vio afectada en las MSC-shIKK (1.75+015 veces en el caso del
colageno, 1.20+0.05 veces en el caso de la fibronectina y 1.32+0.07 veces en el caso de la
laminina).

El hecho de que la expresion de shlKKB solo afecte la adhesion inducida por IL-1,
pero no los niveles basales de adhesion a los componentes de la matriz extracelular indica
gque este vector de silenciamiento bloquea especificamente los mecanismos inducidos por
esta citoquina, confirmando la importancia de la via de sefalizacion NF-kB en el proceso

biolégico mediado por IL-1.
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Figura 13. Adhesion de MSC y MSC-shIKKp tratadas o no con IL-1p frente a colageno, fibronectina y
laminina. Los datos se expresan como incremento relativo respecto a MSC control. (*p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001).
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5.1.6 LAS MSC TRATADAS CON IL-1 3 INDUCEN MAYOR RECLUTAMIENTO DE
LEUCOCITOS IN VITRO

Las MSC trasplantadas han demostrado fomentar el reclutamiento de células
inflamatorias como neutrdfilos, eosinéfilos 0 macréfagos y la supresion de la proliferacion de
células citotoxicas y T helper a través de la liberacién de factores solubles como el HGF y el
TGF-B (Ren et al.; Aggarwal y Pittenger 2005). De hecho, la administracion de MSC en el
miocardio y otros tejidos va acompafiada de una marcada inflamacién leucocitica paracrina
(Chen et al. 2008).

Para comprobar si el tratamiento con IL-1B tenia un impacto similar en el
reclutamiento de leucocitos por parte de las MSC, cultivamos MSC tratadas o no con IL-13
en pocillos de 2 cdmaras que permiten el intercambio de fluidos y células, y medimos el

namero y tipo de leucocitos migrados a través de los poros de la membrana.
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Figura 14. Ensayo de migracion de polimorfonucleares (PMNs) humanos usando un sistema de
pocillos (transwells) hacia diferentes estimulos. En la camara superior se afiadieron los PMNs vy la
camara inferior se sembré6 con MSC o MSC-shlKKP tratadas o no con IL-1B. Los neutrdfilos,
eosinofilos, linfocitos y monocitos migrados se presentan como la media de tres experimentos (N° de
células migradas/campo) + DS. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Después de 5 horas de cultivo, la media de los leucocitos migrados por campo hacia
la cAmara inferior revestida con MSC fue de 12.06+2.91 neutrdfilos, 6.52+2.14 eosinofilos,
4.40+2.41 linfocitos y 3.15+1.34 monocitos. Sin embargo la migracion hacia los pocillos
revestidos con MSC previamente tratadas con IL-18 mostr6 mayor numero de células
migradas (16.11+2.75 neutrofilos, 10.44+2.61 eosinoéfilos, 6.31+2.68 linfocitos y 9.85+2.94

monocitos) (Figura 14).
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Cuando las MSC fueron transducidas con shlKK, se observé un menor incremento
en la migraciéon quimiotéctica leucocitaria estimulada por el tratamiento con IL-1f (9.78+2.29
neutrdéfilos, 5.52+1.74 eosinofilos, 3.42+1.98 linfocitos y 2.68+1.45 monocitos) (Figura 14).

Asi IL-1B indujo el reclutamiento de neutrdfilos, eosinodfilos y monocitos; y NF-kB

tiene una funcion primordial en el trofismo ejercido por las MSC en la poblacién leucocitaria.
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CAPITULO 5.2: ESTUDIO DE LA SOBRE-EXPRESION DE HIF- 1g EN MSC
PARA POTENCIAR SU EFECTO TERAPEUTICO

5.21LA SOBRE-EXPRESION DE HIF-1a INDUCE CAMBIOS EN LA EXPRESION
GENICA'Y EN LAS VIAS DE SENALIZACION DE LAS MSC

Las MSC fueron transducidas con los vectores lentivirales denominados pWIPI-GFP
0 pWIPI-HIF-GFP (en adelante denominadas MSC y MSC-HIF respectivamente). Tras dos
tandas de infeccidn se analizé por citometria de flujo la expresion de la GFP en los cultivos,

cuantificando asi el grado de infeccién de los mismos. El 90-95% de los cultivos celulares
fueron GFP positivos (Figura 15).
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Figura 15. Caracterizacién de cultivos de MSC transducidos con pWIPI-GFP o pWIPI-HIF-GFP.
Analisis mediante citometria de flujo de cultivos de MSC o MSC-HIF mostrando mas del 90% de
infeccién (detectado mediante la expresion de la proteina verde fluorescente GFP).

Una vez comprobado que los cultivos estaban correctamente transducidos se
procedio a la cuantificacion de los niveles de ARN mensajero (ARNm) para el gen HIF-1a.
Tal y como se muestra en la Figura 16, los niveles de ARNm HIF-1a se vieron aumentados
4.88+0.57 veces en MSC-HIF con respecto a MSC.

(=2
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Figura 16. Niveles de ARNm de HIF-1a en poblaciones de MSC-HIF normalizados frente a los niveles
en MSC, evaluadas mediante PCR cuantitativa. Los datos se expresan como incremento relativo
frente al control y representa la media £ DS de tres experimentos.
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Por otra parte se analizo la estabilizacion de la proteina HIF-1a en MSC-HIF frente a
los cultivos no tratados. Los cultivos MSC-HIF mostraron la expresion de la proteina HIF-1a

en normoxia, con un aumento de 5.4+1.6 veces en MSC-HIF frente a MSC (Figura 17).
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Figura 17. Expresion de proteina HIF-1a en MSC y MSC-HIF cultivadas en normoxia. Las diferencias
respecto al control fueron cuantificadas por densitometria de las peliculas de western blot reveladas.
Se utiliz6 GAPDH como proteina de control de carga. Los datos representan la media + DS de tres
experimentos independientes.

HIF-10/GAPDH

Para evaluar el efecto de la sobre-expresion de HIF-1a en la biologia de las MSC, en
el laboratorio se realizaron estudios de microarrays con los cultivos de MSC y MSC-HIF. En
base a los resultados se selecciond un grupo de genes que mostraron un aumento de la
expresion génica de al menos 1,5 veces. De los 30 genes diana de HIF analizados mediante
PCR a tiempo real, detectamos aumento de expresion en 11 (Figura 18). Estos genes estan
implicados en angiogénesis (ANGPT1, APLN, CD3D, CTGF, CYR61), supervivencia celular
(BNIP3, BNIP3L, PIK3C3), remodelado de la matriz extracelular (FGF2, TGFB2) y
quimiotaxis (c-MET). De manera notable, la sobre-expresion del TGFB2 fue de 7.31+1.25
veces y de c-MET de 3.88+0.22 veces; la ANGPTL1 se vio incrementada 2.11+0.21 veces.

Genes diana de HIF

Niveles transcripcionales
(valores normalizados)
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Figura 18. Respuestas bioldgicas inducidas por la transduccion de MSC con vectores HIF-1a.
Cuantificacion de los niveles de transcripcion de diferentes genes diana de HIF mediante analisis RT-
gPCR en cultivos MSC-HIF frente a cultivos MSC. Los datos se expresan como incremento relativo
frente al control y representa la media £ DS de tres experimentos.
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Para investigar si la estabilizacion no-hipoxica de HIF-1a tenia un impacto en la rutas
de sefializacion PI3K/Akt, p38MAPK y JNK/SAP, se llevd a cabo andlisis por western blot de
la fosforilacion de las quinasas AKT, P38 MAPK y JNK/SAP (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de western blot de la fosforilacion de quinasas en MSC-HIF. Los lisados celulares
totales (30 pg) se separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron por western blot. Tras la
incubacion con anticuerpos especificos y posterior revelado, las diferencias de intensidad de sefial de
fosforilacion se cuantificaron mediante densitometria. Anti-GAPDH fue utilizado como control de
carga. Los datos se expresan como incremento relativo frente al control y representa la media + DS
de tres experimentos independientes (*p<0,05).

Los niveles de Akt fosforilado se vieron incrementados (11.12+1.2 veces en MSC-HIF
frente a 5.54+0.8 veces en MSC; p<0,05). También se observd el aumento de p38MAPK
(0.87£0.15 veces en MSC-HIF frente a 0.56+0.1 veces en MSC; p<0,5) y pMAPK/INK
(8.31+1.18 veces en MSC-HIF frente a 2.07+.0.41 veces en MSC; p<0,5), indicando el
efecto positivo de la estabilizacion de HIF en la proliferacion de MSC y supervivencia celular.
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5.2.2 EL HIF-1a INDUCE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION

A continuacién analizamos la influencia del HIF-1a en la adhesion de las MSC. La
PCR cuantitativa mostr6 un aumento de la expresion respecto a las MSC control en
diferentes genes implicados en adhesion celular (AMIGO2 4.8+0.38 veces, NCAM2
1.27+0.12 veces, ITGA2 2.87+0.12 veces, SDC1 4.44+0.15 veces, SPARC 2.03+10 veces) y
produccién de matriz extracelular (COLXII 3.59+0.69 veces) (Figura 20).
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Figura 20. Cuantificacién de los niveles de transcripcion génica de moléculas de adhesion y proteinas
de matriz extracelular mediante analisis RT-gPCR en cultivos MSC-HIF frente a cultivos MSC. Los
datos se expresan como incremento relativo frente al control y representan la media + DS de tres
experimentos independientes.

5.2.3 LA SOBRE-EXPRESION DE HIF-1a INCREMENTA LA MIGRACION Y LA
ADHESION CELULAR

Teniendo en cuenta los genes sobre-expresados, consideramos muy probable que la
estabilizacion de HIF-1a tuviera un efecto en la migracion y adhesion de las MSC.

Para comprobar esta hipétesis, se realizaron en primer lugar estudios de migracion
utilizando un modelo de “wound healing”. En este modelo se realizé un surco mediante
rascado en la placa de cultivo y se monitorizd la migracién de las células a través de la
hendidura. Los experimentos in vitro mostraron que la sobre-expresion de HIF-1a promovio
la repoblacion celular de la zona rascada, con un aumento de 2.09+0.5 veces a las 18 horas
(p<0,01) (Figura 21).
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Figura 21. Iméagenes fotograficas de microscopia 6ptica (200 aumentos) del ensayo de migracion
celular con cultivos de MSC y MSC-HIF. Las diferencias se calcularon 18 horas después del raspado
celular inicial. Los valores se normalizaron respecto a las MSC y representan la media + DS de tres
experimentos independientes. (*p<0,05; **p<0,01).

Respecto a la adhesion celular a sustratos, las MSC migran a través de la matriz
extracelular mediante la expresion de proteinas de union (integrinas) a componentes de la
misma tales como colageno, laminina o fibronectina. Por este motivo las placas de cultivo se
tapizaron con estas moléculas para, tras una hora de cultivo, cuantificar la adhesion de las

MSC modificadas o no para la expresion de HIF-1a.
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Figura 22. Adhesion de MSC y MSC-HIF a colageno, fibronectina y laminina. Los datos representan
la media £ DS y se normalizaron respecto a MSC. COL: Colageno; FN: Fibronectina; LN: Laminina.
(*p<0,05).
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Tal y como se muestra en la Figura 22, la adhesion celular se vio aumentada en
MSC-HIF frente a MSC para los tres compuestos, siendo este incremento significativo para
el colageno (1.31+0.02 veces) y para la laminina (1.24+0.09 veces) (p<0,05).

5.2.4 EL HIF-1a PROMUEVE LA MIGRACION EN RESPUESTA A SENALES
TROFICAS

Otro proceso importante en la biologia de las MSC es determinar si el efecto
terapéutico inducido por las MSC es debido a su capacidad para migrar en respuesta a
factores quimiotacticos. Para ello se estudié la migracion de las células hacia factores
troficos en una placa con un sistema de cultivo pocillos transwell.

La Figura 23 muestra como a las 4 horas, la migracion se elevd de manera
significativa en los cultivos modificados para la sobre-expresion de HIF-1a hacia los
siguientes factores: IL-6 (1.93+0.12 veces en MSC-HIF frente a 1.5+0.18 veces en MSC;
p<0,05), HGF (2+0.25 veces en MSC-HIF frente a 1.12+0.12 veces en MSC; p<0,01) y SDF-
la (1.7+0.23 veces en MSC-HIF frente a 1.17+0.02 veces en MSC; p<0,01).
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Figura 23. Migracion de MSC o MSC-HIF hacia factores troficos: IL-1B (25 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL),
IL-8 (20 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL), HGF (50 ng/mL), SDF-1a (20 ng/mL), IGF-1 (20 ng/mL) y 10%
FBS. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

A continuacion quisimos estudiar lo cambios en la organizacion estructural de las
MSC mediante tinciones de Paxilina y Faloidina. La Paxilina es una proteina que forma parte
del citoesqueleto celular, mientras que la Faloidina es una toxina que proviene de la Amanita

phalloides y se une a las fibras de actina.
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De manera consistente con los resultados mostrados en las Figuras 21 y 22, se
observaron mayores cambios en la arquitectura del citoesqueleto y reorganizacién de actina

en MSC-HIF frente a los detectados en MSC tras cultivo en presencia de factores de
HGF SDF

- . . . -
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Figura 24. Tincién doble de cultivos de MSC y MSC-HIF con Faloidina (marcada en rojo) y anti-
Paxilina (marcada en verde) tratadas o no con IL-6 (20 ng/mL), HGF (50 ng/mL) y SDF-1a (20 ng/mL).
Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 25 ym.

crecimiento (Figura 24).

CONTROL IL-6

Estos resultados indican que HIF-1a induce cambios morfolégicos en MSC similares
a los inducidos por factores troficos y sugiere que HIF-1a podria modular la distribucion y

densidad de ciertas proteinas del citoesqueleto asociadas a los puntos de adhesion focal.

5.2.5 LAS MSC-HIF MEJORAN LA FUNCION CARDIACA EN UN MODELO DE
INFARTO DE MIOCARDIO

Para comprobar si la expresion de HIF-1a mejoraba las propiedades terapéuticas de
MSC durante la reparacion cardiaca, las MSC-HIF fueron trasplantadas en ratas Nude tras
la induccion del infarto de miocardio. El nimero inicial de animales utilizados fue de 80, con
una mortalidad en todos los grupos del 25% debido al procedimiento quirdrgico.

El trasplante de dosis altas de MSC-HIF (1.500.000 células/animal) permitié la
deteccién celular in vivo a las 2 semanas post-inyeccion, pero el reclutamiento de células
inflamatorias alrededor de las células implantadas fue exacerbado en comparacion con el
trasplante de MSC (Figura 25).
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Figura 25. A) Imagen tomada con lupa de un corte de tejido cardiaco tefiido con Tricrémico de
Masson. En la zona infartada sefialada con el asterisco, se observa una gran reaccion inflamatoria. B)
Imagen tomada en microscopio de fluorescencia de bajo aumento de un corte de tejido cardiaco de
un animal trasplantado con 1.500.000 células MSC-HIF a los 15 dias post-trasplante. Tras
inmunofluorescencia anti-GFP para intensificar la sefal, se observa un acimulo de células GFP+ en
la zona del infarto (indicado mediante flechas). C) Imagen en microscopio de fluorescencia donde
puede apreciarse una zona extensa de infiltrado alrededor del area de infarto.

Basandonos pues en observaciones previas de nuestro grupo (Arminan, Gandia et
al. 2010) y para minimizar los infiltrados inflamatorios debido al trasplante de células madre,
la dosis celular se ajustd a 200.000 células/animal. El protocolo experimental utilizado se

detalla en la Figura 26.
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Figura 26. Disefio del protocolo experimental. A tiempo O se realizé la oclusién permanente de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (ACDAI), que provoco el infarto agudo de miocardio
(IAM). Inmediatamente después se realizé el trasplante intramiocardico de las MSC-HIF (grupo de
estudio), MSC (grupo control celular) o PBS (grupo control). La funcién cardiaca se monitorizé
mediante ecocardiografia un dia antes del IAM y a los 30 dias post-trasplante. Se hicieron dos
grupos, en uno de ellos los animales se sacrificaron pasados 28 dias del trasplante para llevar a cabo
el estudio histolégico. En el segundo grupo se inyect6 diariamente EdU a los animales durante 15
dias, momento en que se realizé el sacrificio de los animales.

Asi, inmediatamente después de haber inducido el infarto de miocardio mediante
ligadura de la ACDAI, las ratas fueron trasplantadas con suero salino fisiolégico (SALINO),
MSC o MSC-HIF. El cambio inmediato de coloracion de la zona del miocardio dependiente

de la arteria ligada nos indicoé la correcta realizacion del IAM (Figura 27).
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Figura 27. Fotografias del corazén durante la realizacion del procedimiento quirdrgico, en las que se
muestra la coloracién del corazén antes y después de la ligadura de la ACDAI (A y B
respectivamente). El asterisco muestra el cambio de color en la zona afectada por la falta de
vascularizacion del ventriculo izquierdo. ACDAI: Arterial coronaria descendente anterior izquierda; VI:
Ventriculo izquierdo.

Para confirmar que el trasplante celular se realiz6 de forma correcta, en la inyeccion
miocérdica junto con las células, se afiadieron microesferas fluorescentes que mas tarde se

observaron por microscopia 6ptica (Figura 28).

Figura 28. Comprobacion de la correcta realizaciéon del trasplante mediante la visualizacién de las
microesferas fluorescentes presentes en el tejido cardiaco. A) Imagen con lupa de fluorescencia en la
gue se pueden observar dos puntos de inyeccidon en ambos bordes del infarto. B) Imagen tomada a
40 aumentos con microscopio de fluorescencia. Se observa una seccion de tejido cardiaco tefiido con
anticuerpo anti-Tn (verde), donde se puede apreciar la presencia de microesferas fluorescentes
(rosa).

Los parametros de funcion cardiaca se midieron cuatro semanas post-cirugia para
evaluar el grado de recuperacion funcional conseguido debido al trasplante de MSC o MSC-
HIF en la zona borde del infarto.

El grupo MSC-HIF mostré una recuperacion significativa de la funcidén sistdlica
calculada como el porcentaje del cambio porcentual de area (33.16+1.51% en el grupo
SALINO, 38.25+2.03% en MSC y 44.01+1.14% en MSC-HIF; p<0,0001 en MSC-HIF frente a
SALINO y p<0,05 en MSC-HIF frente a MSC y MSC frente a SALINO) (Figura 29, Tabla 8).
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Figura 29. Mejora de la funcion del VI en los animales tratados con MSC-HIF. Imagenes
ecocardiogréficas en 2D representativas de la sistole del VI para cada uno de los grupos de estudio.
La grafica muestra los valores cuantitativos del cambio porcentual de area (CPA). Los datos se
expresan como media + ES. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

CPA (%)

Del mismo modo la fraccién de acortamiento mejoro significativamente (23.23+0.79%
en el grupo SALINO, 24.96+1.48% en MSC y 30.15+£0.90% en MSC-HIF; p<0,0001 en MSC-
HIF frente a MSC). Se observaron también efectos beneficios en el grosor de la pared
anterior del VI (22.64+0.76% en el grupo SALINO, 24.73+1.59% en MSC y 26.74+0.92% en
MSC-HIF; p<0,01 en MSC-HIF frente a SALINO) (Figura 30, Tabla 8).
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Figura 30. Imagenes ecocardiograficas en modo-M representativas del grupo SALINO (n=12), MSC
(n=10) y MSC-HIF (n=11) mostrando las diferencias en la motilidad y grosor de la pared del VI.
Valores cuantitativos de la fraccion de acortamiento (FA) y engrosamiento de la pared anterior (EPA).
Los datos se expresan como media + ES. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Tabla 8. Valores ecocardiograficos de los grupos SA

LINO, MSC y MSC-HIF

SALINO MSC MSC-HIF p Valores*
SALINO  SALINO vs MSC vs
(n=13) (n=10) (n=11) vs MSC MSC-HIF MSC-HIF
Basal Final* Basal Final* Basal Final*

GPAd 1.60+0.03 1.04+0.03 1.40+0.03 1.03+£0.03 1.47+0.03 1.27+0.11

Dvid 5.84+0.08 7.44+0.16 5.14+0.20 6.95+0.27 5.39+0.19  7.030.17
GPPd 1.46+0.05 1.58+0.08 1.44+0.04 1.38+0.11 1.44+0.09 1.58+0.08
GPAs 2.44+0.05 1.35+0.04 2.31+0.12 1.37+0.05 2.37+0.07 1.77+0.16

DVis 3.4340.05 5.68+0.16 2.92+0.11 5.21+0.20 3.15+0.14 4.91+0.14 0.003
GPPs 2.13+0.09 2.0840.12 2.04+0.08 1.97+0.09 2.09+0.07 2.14+40.07

Avid 31.41+0.64 44.38+1.55 27.29+1.39 44.12+2.10  25.91+#1.23 41.73%1.69

AVls 8.66+0.40 29.67+1.36 7.64+0.47 27.36£1.85 7.61+0.49 22.93+1.41 0.002

FA 41.23+0.70 23.23+0.79 43.23+1.00 24.96+1.48  41.72+0.96 30.15+0.90 0.0007 0.03
CPA 72.42+1.11 33.16+1.51 71.86+1.57 38.25+2.03  70.53+1.02 44.01+1.14 0.02 0.0001 0.01
EPA 34.49+0.85 22.64+0.76 38.95+1.75 24.73£1.59 37.75x0.70  26.74+0.92 0.008

Abreviaturas: vs: Versus; GPAd: Grosor pared anterior en diastole; GPAs: Grosor pared anterior en sistole; EPA: Engrosamiento pared anterior; AVId:
Area del VI al final de la diastole; AVIs: Area del VI al final de la sistole; CPA: Cambio porcentual de area; DVId: Diametro del VI en diastole; DVIs:
Diametro del VI en sistole; FA: Fraccion de acortamiento; GPPd; Grosor de la pared posterior en diastole; GPPs: Grosor pared posterior en sistole. Todos
los valores estan expresados como la media + ES. GPAd, DVId, GPPd, GPAs, DVIs, y GPPs estan expresados en mm mientras que AVId y AVIs estan

expresados en mm?. FA, CPA y EPA estan expresados como porcentaje.
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5.2.6 LAS MSC-HIF REDUCEN EL AREA DE TEJIDO FIBROTI CO

Tras la eutanasia 4 semanas post-trasplante, se procedié a la cuantificacién del area
de infarto de los animales de los tres grupos. El tratamiento con MSC-HIF redujo de manera
significativa el area fibrotica (Figura 31); el porcentaje de tejido cicatricial fue de
29.91+1.72% en el grupo SALINO (n=8), 18.12+0.93% en el grupo MSC (n=6) y
12.73+1.04% en el grupo MSC-HIF (n=11) (p<0,00001 en MSC-HIF frente a SALINO,
p<0,0001 en MSC frente a SALINO y p<0,01 en MSC-HIF frente a MSC).

MSC-HIF

40 -
30
20 -
10 1

Tejido fibrético (%)

SALINO MSC MSC-HIF

Figura 31. Efecto del trasplante de MSC-HIF en el tamafio del infarto. Las imagenes muestran
secciones de corazones representativas de ratas Nude infartadas habiendo recibido SALINO (n=8),
MSC (n=6) o MSC-HIF (n=11) tefiidas con Tricrémico de Masson. El color azul tifie el tejido fibrotico,
permitiendo medir el area del infarto. La grafica muestra el porcentaje de area fibrotica del VI
calculada mediante la tincién de una serie de secciones con Tricrémico de Masson y posterior analisis
morfomeétrico. Los valores representan la media + ES. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

5.2.7 LAS MSC-HIF INDUCEN ANGIOGENESIS

Habiendo observado la sobre-expresién de genes con funcion angiogénica mediante
PCR, decidimos proceder a la cuantificacion de la angiogénesis en los animales de los tres
grupos. Para ello los animales se sacrificaron 15 dias post-trasplante, ya que es el momento
donde los cambios en este proceso son mayores. Estas medidas se realizaron mediante

tincién de secciones con anti-Reca-1 y posterior analisis por planimetria.
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El nimero de capilares por mm?® fue de 518+81 en el grupo SALINO, 810453 en el
grupo MSC y 1.252+80 en el grupo MSC-HIF (p<0,0001 en MSC-HIF versus SALINO,
p<0,01 en MSC-HIF versus MSC) (Figura 32).
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Figura 32. Secciones representativas de animales tratados con SALINO, MSC y MSC-HIF (n=9 en
cada grupo) tefiidas con anti-RECA-1 (rojo). Barra de escala = 200 ym. Los vasos estan resaltados
en blanco. La grafica muestra la cuantificacion del numero total de vasos en los diferentes grupos
mediante la utilizacion de un software de analisis de imagen. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Asi, los resultados mostraron un claro aumento del nimero de vasos en los animales
tratados con MSC-HIF.

5.2.8 EL TRATAMIENTO CON MSC-HIF PROMUEVE LA REGENE RACION DE
TEJIDO MIOCARDICO

Con el objeto de determinar si la sobre-expresion de HIF-1la promovia la
regeneracion tisular, se analiz6 el numero de células en proliferacion en la zona borde de
infarto de los animales tratados con EdU. Para ello, tras la realizacion del infarto y
trasplante, los animales fueron tratados diariamente con EdU durante 2 semanas, momento
en el que se sacrificaron y los corazones se procesaron para proceder a su estudio
histolégico.

A las dosis administradas, no pudimos detectar células injertadas en los grupos
tratados con células. Sin embargo, el trasplante celular produjo un aumento de la

proliferacion del tejido cardiaco (Figura 33).
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Figura 33. Imagen tomada en microscopio confocal de la doble inmunohistoquimica con anticuerpos
anti-Tn | (rojo) y anti-EdU (verde) de una seccién de corazén de un animal tratado con MSC-HIF (las
flechas indican el doble marcaje de los cardiomiocitos en proliferacion). Los ndcleos se marcaron con
DAPI (azul).
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Figura 34. A) La grafica muestra un aumento del indice de proliferacion en los animales tratados con
células con respecto a los tratados con SALINO. El indice de proliferacion (nimero de células
EdU’/ndcleos totales) x 100 se expresa como porcentaje. B) Cuantificacion del ndmero de
cardiomiocitos generados de novo. Se observa un aumento en la proliferaciéon de cardiomiocitos en
los animales tratados con MSC-HIF. El indice de proliferacién de cardiomiocitos (nimero de células
EdU+Tnl+/TnI+DAPI+ totales) x 100 se indica como porcentaje. (p<0,01 MSC-HIF vs PBS, p<0,05
MSC-HIF vs MSC).
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El indice de proliferacion fue 17.81+2.86% en el grupo SALINO, 26.82+3.05% en
MSC y 22.44+1.22% en MSC-HIF (p<0,05 en MSC y MSC-HIF versus SALINO). Mediante
inmunohistoquimica doble EdU/Troponina | se revel6 la presencia de cardiomiocitos en
proliferacion, cuyo indice fue 2.32+0.34% en el grupo SALINO (n=5), 2.86+0.18% en MSC
(n=6) y 4.394+0.61% en MSC-HIF (n=5) (p<0,05 en MSC frente a SALINO y p<0,01 en MSC-
HIF frente a SALINO) (Figura 34).

A pesar de que el indice de proliferacién de cardiomiocitos en MSC-HIF aument6 de
manera significativa con respecto a los grupos MSC y SALINO, estos resultados apuntan a

un efecto paracrino como mecanismo inducido por el trasplante celular.

Por ultimo, quisimos evaluar si la hipertrofia cardiaca contribuy6 al aumento del tejido
miocardico en animales tratados con MSC o MSC-HIF. Para ello, se calcul6 el area de los
cardiomiocitos en secciones tefiidas con anticuerpos anti-Laminina y anti-Troponina | (Figura
35).

Figura 35. Deteccion de la matriz extracelular de los cardiomiocitos con el objeto de cuantificar su
tamafio. A) Imagen fluorescente representativa de una seccidbn de corazon con doble
inmunohistoquimica con anticuerpos anti-Laminina (verde) y anti-Troponina | (rojo) (magnificacion
200x). B) Imagen de una seccién de corazdn con anticuerpo anti-Laminina (verde); los ndcleos estan
tefiidos con DAPI en azul.

Se seleccionaron regiones de miocitos transversales en la zona borde de infarto para
el anélisis del &rea. Los cardiomiocitos de menor tamafio (menos de 200 ym?) fueron mas
abundantes en animales trasplantados con células (16.21+2.47 en SALINO, 24.34+7.28 en
MSC y 27.1314.45 en MSC-HIF; p<0,05 en MSC-HIF vs SALINO) (Figura 36).
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Figura 36. Gréfica de cubos donde se muestra el area transversal de cardiomiocitos pequefios (0-200
urrf) detectados en grupos SALINO, MSC y MSC-HIF. Los cubos muestran la mediana y el percentil
25 y 75. Las barras muestran el 1 y 90 percentil. (p<0,05 en MSC-HIF frente a SALINO).
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Figura 37. Frecuencia de distribucion de areas transversales de cardiomiocitos en la zona borde de
IAM en los grupos SALINO (n=4), MSC (n=4), y MSC-HIF (n=5). Alrededor de 3.000 cardiomiocitos
fueron analizados por animal. La media del ranking de cardiomiocitos de 0 a 1.200 um?, con
intervalos de 100 ym, se representa mediante curvas de Gauss. El solapamiento de las curvas de
Gauss representa la distribucion de cardiomiocitos correspondiente a los grupos SALINO (linea
negra), MSC (linea azul) y MSC-HIF (linea roja). No se observaron diferencias significativas entre los
grupos, indicando la ausencia de hipertrofia cardiaca en las células de los grupos tratados.

Sin embargo, tal y como se muestra en la Figura 37, cuando analizamos el tamafo
global de los cardiomiocitos, observamos que con respecto a los animales tratados con
SALINO, en ambos grupos (MSC y MSC-HIF) la distribucion del area de seccion del miocito
estaba desviada hacia la izquierda sin diferencias significativas en el &rea del cardiomiocito,

indicando la ausencia de hipertrofia cardiaca.
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CAPITULO 5.3: ESTUDIO DEL BIOMATERIAL ACIDO POLILAC TICO
COMO SOPORTE DE MSC PARA FAVORECER SU EFECTO
TERAPEUTICO

En el capitulo anterior se ha tratado el uso del trasplante intramiocardico de células
madre adultas como estrategia terapéutica para el tratamiento del infarto de miocardio; en
este apartado exploramos otras formas de tratamiento utilizando soportes poliméricos
biocompatibles. Las ventajas del uso de estos andamios en lugar del trasplante
intramiocardico son potencialmente importantes, ya que el biomaterial (BM) ofreceria un

esqueleto de sustentacion a las células.

5.3.1 ESTUDIO DE BIOCOMPATIBILIDAD DEL ACIDO POLILA CTICO IN VITRO
En un primer momento se estudié in vitro el biomaterial acido polilactico (PLA); este
material fue sintetizado en el Instituto Tecnoldgico Textil AITEX por el método de la
electrohilatura y recibié un tratamiento de superficie con N, gaseoso. El plasma a baja
presion de N, produce la modificacion de la superficie de las nanofibras y los BM tratados
pasan asi a ser hidrofilicos. Esta habilidad adquirida es importante ya que permite
posteriormente, que el medio de cultivo pueda penetrar bien en el material proporcionandole
un ambiente adecuado para la supervivencia y proliferacion celular. Ademas, los sucesivos
lavados que recibi6 el biomaterial eliminaron el disolvente utilizado para su sintesis, evitando
su efecto nocivo en las células y asegurando asi que fuera adecuado para su utilizacion con

fines terapéuticos.

5.3.1.1 Andlisis de la viabilidad celular sobre el biomaterial

El biomaterial PLA mostré cualidades para permitir el crecimiento celular, lo que se
tradujo en una gran densidad tras varios dias de cultivo. La distribucion de las células fue
homogénea en el interior del BM; primero se formaron acUmulos celulares para
posteriormente expandirse siguiendo las fibras hasta acabar invadiendo todo el biomaterial
(Figura 38).

Figura 38. A) y B) Imagenes de microscopia de barrido de la estructura interna del PLA (600 y 5.000
aumentos respectivamente). Tomadas del Instituto Tecnol6gico Textil AITEX. C) y D) Fotografias de
los biomateriales tomadas en microscopio de fluorescencia a 100 y 200 aumentos. Se observa las
MSC marcadas con DAPI (azul) crecidas en el interior de los biomateriales.
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El PLA se caracterizd por ser facilmente manejable, resistente y adecuado para
permitir la proliferacion de las MSC en su interior.

5.3.1.2 Cuantificacion celular sobre los biomateri  ales

Una vez comprobado que el PLA era apto para el cultivo y proliferacion celular, se
procedié a cuantificar dicha proliferacion en el interior del biomaterial. Puesto que los
biomateriales estan formados por fibras que se entrecruzan formando una matriz
tridimensional (Figura 39) y no es posible el recuento directo, recurrimos a los ensayos de
viabilidad y proliferacion celular utilizando el reactivo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol) para obtener una relacion entre el crecimiento celular y el tiempo
(Zund et al. 1999).

Figura 39 . MSC marcadas con DAPI sembradas en el interior del biomaterial. El contaje directo del
namero de células viables mediante azul tripan no fue posible debido a la tridimensionalidad del
biomaterial.

Se sembraron las MSC sobre el biomaterial en placas de 96 pocillos a una densidad
de 8.000 células/pocillo y se realizaron lecturas de absorbancia a los dias 1, 2, 3 y 4. El

control fue la absorbancia de las células sembradas en los pocillos sin biomateriales.
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Figura 40. Grafica de viabilidad celular con el biomaterial PLA y control (MSC). Los datos representan
la media £ DS de tres experimentos independientes. D.O.: Densidad 6ptica.
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El biomaterial reaccion6 con la sal de tetrazolio dando una tonalidad de color, por lo
gue cuando se procedio a la medicidon de las absorbancias en los pocillos que contenian el
BM con la siembra celular, se descarté la absorbancia del biomaterial. De este modo los
resultados muestran la absorbancia perteneciente al crecimiento celular, es decir la
viabilidad y proliferacién celular.

La Figura 40 muestra la diferencia entre el crecimiento celular de los pocillos control
(células sin biomaterial) y los pocillos con células sembradas en el biomaterial. Asi,
observamos que el PLA siguié un patrén ascendente con respecto al tiempo. Esto puede
deberse a que los biomateriales proporcionan a traveés de las fibras que los forman, una

estructura tridimensional que hace aumentar la superficie de crecimiento de las células.

5.3.2 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DEL BIOMATERIAL IN VIVO
Una vez confirmado que el PLA era un candidato adecuado segun los estudios in
vitro, pasamos a comprobar mediante estudios in vivo si reunia las condiciones necesarias

de biocompatibilidad.

5.3.2.1 Técnica quirdrgica para la fijacion del bi  omaterial

Dado que en la literatura hay muy poco descrito sobre como aplicar los biomateriales
sobre la superficie cardiaca, el primer paso para establecer un protocolo de ingenieria tisular
para el tratamiento del IAM fue determinar el mejor método para inmovilizar o acoplar el
biomaterial a la superficie del corazon y poder disponer asi de un modelo animal para la
validacién de la funcionalidad de diferentes materiales bioldgicos.

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar macho de 200 gramos de peso. La
duracién del estudio fue de un mes. Se realizaron 4 grupos con un numero total de 12
animales. En el primero el BM se anclé mediante técnica de fijacion con dos puntos de
sutura (n=3); en el segundo grupo el BM se fij6 con cuatro puntos de sutura (n=3); en el
tercer grupo el BM se aplicé mediante fijacion con pegamento quirdrgico (n=3) y por ultimo,
en el cuarto grupo el BM se coloco en el VI infartado y se cubrié con el pericardio (n=3).

Tras anestesiar al animal, se realizé una toracotomia lateral izquierda e IAM como se
ha explicado con anterioridad en el apartado de material y métodos. A continuacion, tal y
como se muestra en la Figura 41, se procedio a realizar las diferentes técnicas de anclaje.
Un mes después de la realizacion del procedimiento quirdrgico se procedio a la eutanasia y

apertura del térax para observar los resultados.
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Figura 41. Diferentes técnicas utilizadas para la aplicacion de biomateriales. A) Técnica de sutura de
BM con dos puntos. B) Técnica de anclaje mediante pegamento quirdrgico. C) Técnica de
superposicion del pericardio.

La técnica de superposicion del pericardio, no fue un buen método para aplicar el
BM, ya que este procedimiento no brinda una sujecién adecuada y debido al continuo
movimiento del corazén se produjeron desplazamientos del BM. Ademdas, en una ocasién la
superposicion del pericardio produjo importantes adherencias, de manera que no fue posible
identificar el parche.

Respecto a la técnica de pegado quirdrgico, se produjeron complicaciones derivadas
del pequefio tamafio de la especie, ya que la expansion por capilaridad del pegamento
provocé el contacto del mismo con diferentes érganos provocando adhesiones entre ellos.

Por dltimo, la técnica de fijacion mediante puntos de sutura resulté ser adecuada;
aunque observamos que la aplicacion de 4 puntos fue excesivamente agresiva, sin aportar
mayor beneficio. Asi pues, la técnica con dos puntos de sutura resultdé ser un método
adecuado para la fijacion del BM. Esta técnica fue relativamente facil y rapida de realizar
tras adquirir experiencia y es un método fiable y reproducible. Sin embargo, este
procedimiento no estuvo exento de inconvenientes, ya que en alguna ocasion se produjo el
rasgado del biomaterial a la hora de suturarlo al corazon. Ademas esta técnica de anclaje

provoco una fibrilacion ventricular pasajera durante uno de los procedimientos quirdrgicos.

5.3.2.2 Estudio de biodegradabilidad del PLA

Para este estudio se utilizaron un total de 12 ratas Wistar macho de 200 gramos de
peso. Se realizaron 3 grupos en funcién de la duracion del protocolo experimental. En el
primer grupo el protocolo fue de un mes, en el segundo de 3 meses y por ultimo el tercer
grupo de estudio tuvo una duracién de 12 meses.

El estudio in vivo demostré que este biomaterial es muy estable en el organismo
(Figura 42), ya que los estudios realizados a uno y tres meses mostraron un biomaterial
practicamente intacto sin alteracion de su forma. Un afio después de su aplicacion se pudo
observar el biomaterial de manera macroscopica (aunque su aspecto era irregular y con un

menor grosor), indicando que su degradacion es muy lenta.
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Figura 42. Imagenes macroscopicas de corazones a los que se les aplico el biomaterial PLA.
Duracién del protocolo experimental: A) Un mes. B) Tres meses. C) Un afio.

5.3.2.3 Estudio de la infiltracion y biocompatibil idad in vivo

El corazén es un 6rgano muy vascularizado y por tanto de muy facil acceso para el
sistema inmune. Por este motivo la introduccion de sustancias en el mismo, aunque solo sea
por contacto puede producir una respuesta inflamatoria inespecifica importante. Por ello, fue
también objeto de este estudio el evaluar el posible efecto inflamatorio del biomaterial
implantado, lo que permitiria determinar si seria adecuado para uso terapéutico en el tejido
cardiaco.

El andlisis mediante tincibn de Hematoxilina-Eosina (H-E) de este biomaterial reveld
la presencia de un gran infiltrado celular (Figura 43).

Figura 43. Efecto del implante del material sobre la superficie cardiaca en la respuesta inflamatoria.
Tinciones de Hematoxilina-Eosina de un corte histolégico de corazén al que se le ha implantado el
BM PLA. A) Fotografia tomada con lupa. B) Imagen a 20 aumentos del miocardio con el BM. C)
Imagen a 40 aumentos del BM, que se encuentra completamente infiltrado de células.
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Este efecto inflamatorio es probable que se deba a una reaccion de cuerpo extrafio y
al consiguiente proceso de biodegradacion. A pesar de que el biomaterial implantado se
encontraba embebido de células inflamatorias tanto a uno y tres meses, como al afio de su
implantacién, no se produjo un rechazo tal que fuera incompatible con la vida del animal o

requiriese un tratamiento inmunosupresor permanente.

5.3.2.4 Estudio de la neovascularizacion  in vivo

Mediante tincion inmunohistoquimica con anticuerpo anti-Reca-1, se procedid a
estudiar si la presencia del biomaterial, ademas del efecto inflamatorio observado, también
producia un proceso de neovascularizacion (Figura 44).

A pesar de que no se realizdé un estudio cuantitativo, se observd una gran cantidad
de vasos neoformados dentro del biomaterial. Este proceso angiogénico (una vez
comprendido y controlado) podria ayudar a reducir la cicatriz del infarto mediante su aporte

sanguineo.

MIOCARDIO SANO BIOMATERIAL

Figura 44. Inmunohistoquimica con anticuerpo anti-Reca-1. A) Fotografia a 10 aumentos en la que se
muestra los vasos existentes en el miocardio sano. B) Fotografia del biomaterial PLA a 20 aumentos
en la que se observa los vasos neoformados. Los nicleos celulares estan tefiidos con DAPI (azul).

Asi, a pesar de que el polimero demostr6 capacidad para albergar grandes
cantidades de células, su uso en el campo de la cardio-regeneracion resulta dudoso ya que,
aunque no resultdé ser nocivo para los animales tratados, no cumple con un requisito

indispensable como es la biocompatibilidad.
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CAPITULO 5.4: ESTUDIO DE PREVENCI()N DE ADHERENCIAS
PERICARDICAS

Las adherencias pericardicas son el efecto indeseado, resultado de toda cirugia
realizada a térax abierto. Son reacciones fibréticas que producen adherencias entre el
pericardio y el corazén e incluso con la cavidad toracica a través de la pleura. Esto complica
las frecuentes reintervenciones posteriores, ya que se pierden las referencias anatémicas

debido a la gran fibrosis que aparece en esa zona.

5.4.1 MODELO MURINO DE INDUCCION DE ADHERENCIAS PERICARDICAS

Un total de 24 ratas Wistar macho, con un peso entre 200-250 gramos se incluyeron
en el estudio de puesta a punto del modelo de adherencias pericardicas en la rata. El
procedimiento consistié en inducir un IAM y a continuacién realizar varias lesiones en el

epicardio mediante rasgado del mismo con aguja de 18 G (Figura 45).

Figura 45. Modelo de adherencias pericardicas en la rata. A) Imagen en la que se observa el cambio
de color provocado por la ligadura de la ACDAI. B) Rasgado del epicardio con aguja de 18 G. C)
Aspecto final del epicardio antes de proceder al cierre del torax. ACDAI: Arteria coronaria
descendente anterior izquierda.

Se hicieron dos grupos (en el primero el protocolo experimental tuvo una duracién de
1 mes mientras que en el segundo grupo fue de 2 meses). Al final del tiempo experimental
se procedié al sacrificio de los animales para valorar macroscOpicamente el grado de
adherencias pericardicas que presentaban.

Se realiz6 un estudio semi-cuantitativo determinando el grado de adherencias. Los
resultados obtenidos, tal y como se puede valorar en la Figura 46 no fueron uniformes ni
siguieron un patron predecible, por lo que el modelo murino no resulté ser el adecuado para

realizar un estudio de adherencias.
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SEMICUANTIFICA(}ION ADHERENCIAS
PERICARDICAS
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Figura 46. Imagen macroscOpica de dos corazones en los que se realizd el mismo protocolo
quirdrgico. A) La superficie cardiaca se puede apreciar perfectamente y no presenta apenas
adherencias. B) Se observa la presencia de fuertes adherencias pericardicas con la pleura parietal,
que incluso producen la desviacién del 4pex y del VI hacia el hemitérax izquierdo. La gréafica
representa el estudio semi-cuantitativo del grado de adherencias en el modelo de rata, en el que (+)
indica la presencia de fuertes adherencias, (+/-) representa adherencias relativamente faciles de
retirar mediante bisturi y (-) sefiala la existencia de muy pocas o nulas adherencias.

Asi pues, atendiendo a estos resultados y dado que en la literatura el cerdo ha sido
utilizado en numerosos estudios por su similitud anatomica con la especie humana, se
propuso la utilizacion del modelo porcino para estudiar las adherencias pericardicas que
aparecen tras una intervencién a térax abierto.

Este modelo nos permitioé reproducir lo mas fielmente posible el ambiente clinico, en
el que los biomateriales (con funcién antiadherente) se aplican en circunstancias
inflamatorias y de reperfusion de la coronaria ocluida.

Teniendo en cuenta el desafio que suponia comenzar a trabajar con esta especie,
nuestro primer objetivo fue la puesta a punto de un modelo de adherencias pericardicas, que

nos permitiera evaluar la capacidad de diversos materiales para la prevencion de dichas
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adherencias. Para ello tuvimos que sistematizar previamente el modelo de I|AM,
ecocardiografia e implante de biomaterial en esta especie.

Asi pues, pusimos a punto el modelo agudo de infarto de miocardio con reperfusion y
una vez comprobamos que era reproducible, pasamos al modelo crénico para proceder a
realizar el estudio de adherencias.

5.4.2 MODELO PORCINO DE INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

Se realizé un estudio con 6 cerdos White Large hembras de 20 Kg de peso, para
poner a punto el modelo agudo de infarto de miocardio mediante isquemia/reperfusion
(Figura 47).

Coronaria
circunfleja

Coronaria
descendente
anterior

> Cristales
zona control

Oclusién
vascular

Cristales
borde infarto

_J (Cristales zona

Zona isquémica isquémica

Figura 47. A) Imagen esquematica de la irrigacién del corazon, la localizacién del punto de oclusion
de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (ACDAI) y las diferentes zonas de colocacion
de los cristales piezoeléctricos. B) Imagen del quiréfano durante un procedimiento quirdrgico en
cerdo.

El 100% de los sujetos sufrio una fibrilacion ventricular durante la fase de isquemia,
por lo que se procedi6 a la reanimacion mediante masaje cardiaco y posterior desfibrilacion
eléctrica con 20 Julios de energia, consiguiendo asi normalizar la actividad eléctrica y
funcional del corazon en todos los casos.

El esquema del protocolo experimental llevado a cabo, tal y como se muestra en la
Figura 48, consistio en la realizacion de una anestesia general para proceder a la
esternotomia; a continuacién se realizo la oclusion de la ACDAI durante una hora con
posterior reperfusion de 2 horas y por ultimo se sacrificd el animal para proceder al estudio
histolégico. Durante el protocolo se tomaron medidas de parametros de funcién cardiaca
regional, global y muestras de suero en los siguientes tiempos: Basal, 30 y 60 minutos de

isquemia, y 30, 60 y 120 minutos de reperfusion.
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Figura 48. Diagrama de trabajo en el modelo agudo de infarto de miocardio. AG: Anestesia general.

En los siguientes apartados se confirma la correcta realizacion de la técnica y su
homogeneidad y fiabilidad mediante la observacibn a tiempo real de los cambios
morfolégicos ocurridos tras la isquemia, la monitorizacion electrocardiografica,

hemodinamica y bioquimica, y por Gltimo mediante el estudio histolégico.

5.4.2.1 Cambios macroscoépicos
Pocos minutos después de realizar la oclusion de la ACDAI, se verificd la correcta
realizacion del infarto al observar el cambio de coloracion y la disquinesia acontecidos en la

zona dependiente de la vascularizacion de la arteria ocluida (Figura 49).

Zona dess NN

. 4 oclusion

Zona
isquémica

Figura 49. Procedimiento quirirgico para la realizacién del IAM. A) Apertura de la cavidad toracica
mediante esternotomia. B) Colocacidn de un separador de Finochetto para obtener un buen campo
quirargico y observacién del aspecto normal del corazén. C) Aislamiento de la ACDAI, por encima de
la 22 diagonal. D) Oclusién de la ACDAI con la ayuda de un clamp vascular y visualizacién del cambio
de color inmediato y la alteracion de la contractilidad de la zona afectada.
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5.4.2.2 Funcién cardiaca global

Tal y como se muestra en la Tabla 9 y la Figura 50, la induccién de la isquemia
produjo moderadas alteraciones de los parametros hemodinamicos, los cuales recuperaron
sus valores basales en la reperfusion.

Se observo que la presion sistélica del ventriculo izquierdo (PsVI) se mantuvo con
valores similares a los basales (67,9+9,3 mm Hg) durante todo el protocolo, aunque a los
120 minutos de reperfusion descendié de forma significativa (56,5+19,4 mmHg, p<0,05). Por
el contrario, la presion telediastdlica del ventriculo izquierdo (PTdVI) ascendié durante la
isquemia, para volver posteriormente a sus valores basales. Se calculd la primera derivada
de la presion con respecto al tiempo del VI (dP/dt); no se observaron cambios significativos
en la maxima positiva, mientras que en la minima negativa se produjo un ascenso
significativo a los 30 minutos de isquemia (indicando afectacién de la relajacion cardiaca)
recuperando los valores basales el resto del estudio. Los valores de la presion media de
auricula izquierda no variaron significativamente a lo largo del proceso. En cuanto a la
frecuencia cardiaca basal media, fue de 90,5 £ 17,6 latidos por minuto (Ipm) y se incrementé
de forma estadisticamente significativa al final del protocolo. El flujo de aorta asi como el
volumen/latido y el gasto cardiaco descendieron en la isquemia con recuperacion en la
reperfusion.

También se monitoriz6 de forma continuada la actividad eléctrica del corazon
mediante electrocardiograma con derivaciones subcutaneas en las extremidades (D Il y D
[l), donde se pudo observar la presencia de arritmias y cambios electrocardiogréficos tales

como la elevacién del segmento ST, cuya significacién se traduce en proceso isquémico.

FUNCION CARDIACA GLOBAL

Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 120’ Re pf.

FC (Ipm) 90,52 94,2+2 94,7+18* 101+15,7* 108,3+18,4 116,8+2 2*

PsVI (mmHg) 67,949,3  63,7+11,7 62,9116 60,5+18,8  56,3+24,6 56,5+19,4*
PTdVI (mmHg) 5,542,3 7,2+3,5 7,541,6* 6,6+1,6 6,3+3,7 6,62
PAI (mmHg) 5+0,9 6,6+2,3 5,5%1,3 5+2,7 3,9+2,9 4,5+0,9

dP/dt+ (mmHg/sec.) 829,7+224 768,2+254  720+302,6 747,2+388,4 767+438,6 707,7+440,3
dP/dt- (mmHg/sec.) 862,8+357 712+261,5* 855,8+456,4 761,8+371,1 786,2+579,9 752,7+490,9
FI Ao (mL/3L) 71,75 63,316 61,7+4,7 71+11,2 76+8,5 69+22,6
GC (L/minutos) 2,03+0,6 1,9+0,5 1,8+0,4 2,310,1 2,840,5 2,71

Tabla 9. Valores hemodindmicos obtenidos durante los 60 minutos de isquemia y 2 horas de
reperfusion. Isq: Isquemia; Repf: Reperfusién; FC: Frecuencia cardiaca; PsVI: Presion sistélica del
ventriculo izquierdo; PTdVI: Presion telediastélica del ventriculo izquierdo; PAI: Presion media de
auricula izquierda; dP/dt: Derivada de la presién respecto al tiempo; +: Maxima positiva, -: Maxima
negativa; FI Ao: Flujo en raiz aértica. Comparacion de los promedios de cada fase con la situacion
basal (*p<0,05).
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Figura 50. Registro de los parametros hemodinamicos y ECG en los diferentes tiempos del protocolo.
El cuadro rojo indica la elevacién del segmento ST acontecida a los 60 minutos de isquemia.

5.4.2.3 Funcién cardiaca regional

La longitud telediastolica (LTd) es el parametro que mide la maxima separacién entre

dos cristales, es decir la relajacion de un segmento miocardico. Mientras que la longitud

telesistolica (LTs) a su vez mide la maxima aproximacion entre dos cristales, es decir la

contraccién de un segmento miocardico. La fraccidbn de acortamiento es el parametro que

mide la contractilidad del segmento miocérdico.

Se tomaron estas medidas a lo largo de las diferentes fases del experimento en las

tres zonas del VI donde fueron colocados los cristales piezoeléctricos (Tabla 10). En la zona

control (sana) no se produjeron cambios significativos a lo largo del proceso en ninguna de

las longitudes y la fraccion de acortamiento a pesar de verse incrementada, no lo hizo de
forma significativa. En la zona borde del infarto las LTd y LTs se incrementaron

significativamente durante la isquemia, recuperdndose posteriormente; la fraccion de

acortamiento descendi6 de forma significativa a lo largo del proceso de reperfusion,

produciéndose hipoquinesia de la zona (disminucion de la contractilidad). En la zona

isquémica tanto la LTd como la LTs se incrementaron de forma estadisticamente

significativa durante la isquemia y se mantuvieron por encima de los valores basales durante

la reperfusion.
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FUNCION MIOCARDICA REGIONAL

Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 120' R epf.

LTd CONTROL 10,9+2,2 11,9¢1,9 11,8+2,1 11,8+2,1 11,8+2,1 11,742 2
LTs CONTROL 10,2+2,1 10,8+1,7 10,6x2 10,6%2 10,6%2,1 10,6%2,1
LTd BORDE 12,742,1  13,142,1%** 12,942 12,4+2,2 12,2+2,1* 12,3+2,3
LTs BORDE 11,1+1.6 11,7+1,9* 11,4+1,5* 11,4+1,9 11,4+1,9 11,4+1,9
LTd IAM 11,842,1  12,9+2,2** 12,542 4** 11,8+1,4* 11,8+1,3 12,2#1.5
LTs IAM 10,6£1,4  12,9+22*  12,7+2,1** 11,5+1,2* 11,6+1,1* 12,141 4*

Tabla 10. Tabla en la que se muestran los valores de los parametros de funcién miocardica regional
en las distintas fases del estudio, en la zona control, borde de infarto y zona isquémica. LTd: longitud
telediastolica; LTs: longitud telesistélica; Isq: isquemia; Repf: reperfusidn. Los valores representan la
media + DS. Comparacion de medias respecto al valor basal. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

En la Figura 51 se observa como la fraccion de acortamiento se vio afectada
significativamente durante la isquemia, alcanzando valores negativos (disquinesia:
contraccién asincronica respecto al ciclo cardiaco), y durante las 2 horas de reperfusion en
las que el corazén se mantuvo hipoquinético.

FRACCION DE ACORTAMIENTO

Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 120’ R epf.
CONTROL 7+3,8 9,1+3 10,2+1,9 9,9+3* 10,9+2,7* 9,4+2,9
BORDE 12,3+4,2 10,4+4,3 10,5+4,6 7,9+3,5* 6,7+2,8* 6,6+3,5**
IAM 9,9+4,6 -0,2+1,7**  -1,8+4,8* 2+1,9** 1,8+1,2** 0,8+2,6**
14 FRACCION DE ACORTAMIENTO
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Figura 51. En la gréfica se observa la tendencia de los valores de la fraccibn de acortamiento
segmentario en las distintas zonas del corazén en funcién de la fase del protocolo experimental.
Comparacién de medias respecto al valor basal. Los valores representan la media + DS. (*p<0,05;
**p<0,01).
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5.4.2.4 Marcadores bioquimicos de necrosis miocard  ica

Se realizaron extracciones de sangre para determinar mediante ELISA los niveles
plasmaticos de Troponina T (Tn T) y Creatinina Quinasa-MB (CK-MB) (enzimas indicadoras
de dafio miocardico) durante las fases del procedimiento detalladas con anterioridad.

Se observd la elevacion significativa de los niveles de Tn T de forma progresiva
desde los 30 minutos de isquemia hasta el final del protocolo experimental, confirmando la
isquemia producida tras el IAM. En cuanto a los valores CK-MB, se mantuvieron mas
estables y no aumentaron significativamente en los tiempos registrados (Figura 52).

Con estos marcadores se confirm6 que efectivamente se produjo una necrosis
miocardica tras el infarto.

MARCADORES BIOQUIMICOS

Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 120'R epf.
TnT 0,01+0 0,06+0,02**  0,1+0,04** 0,5+0,3* 0,7+0,5* 0,9+0,6*
CK-mMB 0,5+0,2 0,6+0,2 0,6+0,3 0,7+0,2* 0,6+0,2%* 0,6+0,2
™TnT CK-MB
TE' 09 -
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Basal 30'Isq. 60'lsq. 30° 60° 120’ Basal 30'Isq. 60'Isq. 30’ 60’ 120’
Repf. Repf. Repf. Repf. Repf. Repf.

Figura 52. Las graficas muestran el aumento significativo de los valores de Tn T a partir de 30
minutos de isquemia, mientras que la CK-MB se mantiene estable a lo largo de todo el protocolo. Tn
T: Troponina T; CK-MB: Creatinina Quinasa-MB. Comparacion de los distintos tiempos con la
situacién basal. Los valores representan la media + DS. (*p<0,05; **p<0,01).

5.4.2.5 Andlisis morfométrico del tejido infartado

Al final del protocolo experimental se procedié a la eutanasia del animal. Tras la
extraccion y lavado del corazdn con suero salino fisioldgico se realizaron cuatro secciones
transversales tal y como se describe en el apartado de material y métodos, y se procedio al

célculo del area de la zona infartada (Figura 53).
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T

Figura 53. A) Dibujo en el que se muestra las secciones efectuadas para realizar el andlisis
morfométrico de la zona infartada. La flecha indica el punto de oclusion de la arteria; el color rojo
representa tejido sano y el color morado la zona infartada. B) Seccién de corazdn tras la realizacion
de la tincién de Tetrazolio. La zona necrética aparece blanquecina, mientras que la parte viable se
observa de color rojizo.

Mediante la técnica de tincion con Tetrazolio se midi6 el tamafio del IAM, como
porcentaje de la zona necrética con respecto al VI (a partir de la zona de oclusion), medido
por planimetria. ElI volumen total del VI a partir del punto de oclusién coronaria fue de 17,4
+1,7 cm®, y el volumen de tejido necrético fue de 2,4 + 1 cm®. Asi pues el porcentaje del area
infartada fue de 13,9 £5,4% (Figura 54).

A B
VOLUMEN INFARTO % AREA INFARTADA
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VOLUMEN VI VOLUMEN
INFARTO

Figura 54. A) Grafica indicando el volumen de tejido necrotico respecto al sano. B) Grafica donde se
muestra el porcentaje del area infartada (color morado) con respecto a zona sana (color rojo). Los
valores representan la media + DS.

5.4.2.6 Tincién de Hematoxilina-Eosina

En cuanto al estudio histolégico, mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina se
observo la diferencia entre tejido sano y tejido infartado. En la Figura 55 se muestra el
aspecto en cada una de las &reas (zona sana, zona borde y zona IAM); se observa la clara
diferencia entre el tejido sano, donde se pueden detectar las bandas de sarcomeros y el

106



Resultados

tejido infartado, donde la presencia de bandas en forma de oleaje son caracteristicas de

dafio isquémico.

CONTROL BORDE INFARTO INFARTO

Figura 55. Cortes de tejido cardiaco tefiidos mediante Hematoxilina-Eosina, donde se puede apreciar
la alteracién estructural sufrida en el miocardio tras la isquemia. Barra de escala = 0,2 mm.

5.4.2.7 Evaluacion de la apoptosis
La técnica de TUNEL, mediante una reaccién enzimatica consigue marcar el ADN de
las células que han entrado en apoptosis. Esto permitié el estudio del nimero de células

apoptoticas respecto al total de nucleos presentes en diferentes areas del tejido cardiaco,
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Figura 56. Imagenes tomadas con el microscopio de fluorescencia de cortes de corazén en los que
se ha realizado TUNEL para cuantificar el nimero de células apoptoticas (verdes) en la zona de
infarto, borde de infarto y sana. La gréafica muestra la cuantificacién del nimero de células apoptéticas
contadas respecto al total de las células, en porcentaje. Los valores representan la media + DS.
(*p<0,05; **p<0,01).

% CELULAS APOPTOTICAS
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En la Figura 56 se muestra cdmo existe una mayor apoptosis en el area infartada
(71+10%) con respecto a la zona de penumbra (38+15%) (p<0,05) y respecto a la zona sana
(445%) (p<0,001).

5.4.3 MODELO CRONICO DE INFARTO Y DE ADHERENCIAS PE RICARDICAS
Una vez obtenido el modelo de infarto agudo de miocardio, procedimos al desarrollo
del modelo crénico, con el objeto de disponer de un sistema con el que evaluar la eficacia de
los biomateriales en la reparacion tisular, en términos de reduccién del remodelado
ventricular y/o adherencias pericardicas. Para la puesta a punto de este modelo se utilizaron
6 cerdos Large White hembras de 20 Kg de peso. En la Figura 57 se muestra el esquema
del protocolo experimental seguido; mas complejo en este caso debido a la cronicidad del

mismo (5 semanas de duracion).

Oclusion Liberacion
| ECOCARDIOGRAFIA | ACDAI ACDAI ECOCARDIOGRAFIA

INDUCCION CIRUGIA Y ISQUEMIA
AG  \ONITORIZACION = 1HORA

Medidas Tnl y CK-MB Basal 30 60 30' 60’ 5 semanas

Figura 57. Esquema representativo de las etapas del modelo crénico. Con el animal anestesiado, se
realiz6 el procedimiento quirdrgico que consistid en: esternotomia seguida de pericardiotomia;
clampaje de la ACDAI por encima de la segunda diagonal durante 60 minutos y posterior reperfusion.
Cierre del térax y recuperacion del animal. Un dia antes de la cirugia y del final del protocolo
experimental se anestesio al animal y se realizaron sendas ecocardiografias. Durante el protocolo, se
obtuvieron muestras sanguineas para el andlisis de marcadores séricos. Por Ultimo, a las 5 semanas
se sacrificd al animal para proceder al estudio histologico. ACDAI: Arteria coronaria descendente
anterior; AG: Anestesia general.

En este grupo (denominado crénico sin biomaterial) se realizé el mismo protocolo
quirdrgico que en el grupo anterior de infarto agudo, con la salvedad de que no se
implantaron los cristales piezoeléctricos ni los catéteres de presion. Puesto que los
parametros de funcion regional no se tomaron para no dafar en exceso el miocardio, se
procedio a realizar la ecocardiografia del animal a 2 tiempos (basal y al final del protocolo
experimental) permitiéndonos, de manera no invasiva, estimar la contractilidad cardiaca y la
FA, entre otros pardmetros.

Asi pues, para el modelo cronico se imponia, transcurridos los 60 minutos de
isquemia, el despertar del animal. Para ello fue necesario la aplicacion de un drenaje
toracico y cierre de la esternotomia (tal y como se explica en el apartado de materiales y
métodos). A continuacién, en la Figura 58, se muestra como se procedidé al cierre del

mismo).
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Figura 58. A) Utilizacion de acero para el cierre del esternén. La flecha indica el tubo de drenaje
colocado previamente, para restaurar la presion toracica negativa. B) Corte de los alambres de union;
se observa como el térax ya es impermeable. C) Cierre de piel, eliminacion de la via central y del
monitor de pulsioximetria y ECG.

5.4.3.1 Funcion cardiaca global

En este estudio se registraron los siguientes pardmetros de funcién cardiaca global:
ECG, FC, PVI y dPdt. Los valores obtenidos en las diferentes fases de estudio se muestran
a continuacion en la Tabla 11.

Al final del protocolo (5 semanas), los pardmetros hemodindmicos se recuperaron,
obteniendo valores de presion ventricular, frecuencia cardiaca y dP/dt similar a los basales,
indicando que a pesar de que se haya producido un remodelado ventricular, éste no es

suficiente para comprometer la funcion cardiaca.

FUNCION CARDIACA GLOBAL

Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 5 Seman as
FC (Ipm) 95+21 105,6+36,8 100,2+24,1 110,3+24,2 114,3+29 98, 2+14,7
PsVI (mmHg) 56,518 53,1+7,5 47,515,9** 47,8+£7,3 49,5148,4 71,1+12,4
PTdVI (mmHg) 4,824 6,7+3,8 6,3+,6 8,8+7,5 6,3+3,7 6,62

dP/dt+ (mmHg/sec.) 660+246,1 692,2+255,1 618,2+184,9 553,3+155,8 663,24238,6 712,8+259,1
dP/dt- (mmHg/sec.) 735+184,4 644,8+151  581,6+150,9* 578,5+192,7* 625,3+222,2 1041,4+277,9

Tabla 11. Datos de la funcion cardiaca global obtenidos tras un seguimiento de 5 semanas.
Comparacion de los distintos tiempos con la situacion basal. Los valores representan la media + DS.
(*p<0,05; **p<0,01).

5.4.3.2 Evaluacion de la funciéon cardiaca mediante  ecocardiografia

Se realizé un estudio ecocardiografico basal y al final del protocolo experimental
valorando el diametro de las cAmaras cardiacas, el grosor de las paredes ventriculares y las
alteraciones de la contractilidad en los diferentes segmentos. Mediante doppler color se

realiz6 una valoracion cualitativa de posibles valvulopatias.
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La funcion sistolica de ventriculo izquierdo se estimé mediante el céalculo de la

fraccion de acortamiento y la fraccion de eyeccion por el método de Simpson (Figura 59).

-
1 MOD A4C 9 ml

Figura 59. Iméagenes tomadas para la obtencion de los parametros ecocardiogréaficos. A) Corte
longitudinal de 5 camaras, donde se pueden observar el tamafio de las caAmaras cardiacas, el grosor
de las paredes y la velocidad del flujo y determinar la presencia o no de turbulencias durante el paso
por las valvulas mitral, aértica y tricispide. Ademas se puede valorar la contractilidad septal y lateral.
B) Corte transversal en el que se puede observar la luz del VI y VD asi como el grosor de las
paredes. Se puede valorar la contractilidad a esta altura de todos los segmentos del ventriculo. Con
esta imagen y con el uso del modo-M, valoramos la fracciébn de acortamiento y el grosor de las
paredes. C y D) Imagen longitudinal de 4 camaras, donde se ha marcado el area de VI en diastole y
en sistole respectivamente; con estos datos obtenemos el volumen final del VI y utilizando el método
Simpsom, estimaremos la fraccion de eyeccion.

La fraccion de acortamiento se obtiene a partir del didmetro telediastolico y
telesistolico del VI y nos da informacién sobre la funcion contractil del corazon. Tal y como
se muestra en la Figura 60, se detectd una disminucion de la fraccién de acortamiento como

consecuencia del infarto producido.
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La fraccion de eyeccion se estimo con el método Simpsom, a partir de los volimenes
del VI tanto telesistélico como telediastdlico, obteniendo asi informacion sobre la funcién
sistolica cardiaca. De nuevo se detecta un deterioro de la funcion global sistdlica a las 5

semanas post-infarto (Figura 60).
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Figura 60. Analisis de la funcién del ventriculo izquierdo mediante los parametros de fraccion de
acortamiento y fraccion de eyeccion (A y B respectivamente), al inicio y al final del experimento. Se
observa un descenso de los parametros a las 5 semanas del infarto respecto a la situacién basal. FA:
Fraccion de acortamiento; FE: Fraccion de eyeccion. Los valores representan la media + DS.

Con la medida del grosor de las paredes confirmamos que se habia producido un
remodelado ventricular. En la Figura 61 se observa como el grosor de las paredes del VI se
vio adelgazado 5 semanas después del infarto, excepto la pared posterior, que incrementd

Su grosor de manera compensadora.
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Figura 61. Valores del grosor de las paredes de VI al inicio y al final del experimento. GPA: Grosor
pared anterior; GPL: Grosor pared lateral; GPP: Grosor pared posterior; GTIV: Grosor tabique
interventricular; d: Diastole. Los valores se representan como la media + DS. (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001).
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El doppler pulsado, continuo y color permite determinar el tipo del flujo (laminar o
turbulento) asi como medir su velocidad. Aunque de manera no cuantitativa, se valoré la
funcionalidad de las véalvulas cardiacas mediante esta técnica. En dos ocasiones se observo
una ligera regurgitacion mitral sin ningun efecto deletéreo a nivel hemodinamico.

Asi pues, con el estudio ecocardiografico pudimos concluir que a las 5 semanas
post-infarto/reperfusion se observé de manera consistente un adelgazamiento de la pared
anterior del VI y septo interventricular, sobre todo en los segmentos medioapicales; ademas

se evidencio una disminucion marcada de la funcion global sistdlica ventricular izquierda.

5.4.3.3 Marcadores bioquimicos de necrosis miocardi  ca

Se tomaron muestras sanguineas a los mismos tiempos que en el modelo agudo y
ademas en la fase final del protocolo. Como cabia esperar, ya que estas enzimas son
marcadores de necrosis tisular, los niveles plasmaticos tanto de Tn T como de CK-MB se
vieron incrementados en la fase de isquemia e inmediata reperfusion para posteriormente

descender hasta niveles basales a las 5 semanas (Figura 62).

MARCADORES BIOQUIMICOS

Basal 60’ Isq. 60’ Repf. 120’ Repf. 5 Semanas
TnT 0,01+0 0,03+0,01*  0,4+0,1** 0,6+0,2** 0,003***
CK-MB  (3+01 0,4+0,1 0,2+0,1 0,3+0,3 0,1+0,05
|
E 0,9 ™nT CK-MB
2 08
0,7
0,6 E 07
©
05 = 06
0,4 0.5
0,4
0,3
0,3
0,2 0.2
& ]
Basal 60" Isq. 60’ Repf. 120" Repf.5 Semanas Basal 607sq. 60’Repf. 120’ 5

Repf. Semanas

Figura 62. Datos obtenidos tanto para Tn T como CK-MB durante el protocolo experimental. A las 5
semanas el marcador en suero desciende a niveles normales. Comparacion de los distintos tiempos
con la situacion basal. Los valores representan la media + DS. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.4.3.4 Valoracién macroscopica de las adherencias  pericardicas

A las 5 semanas tras el infarto, se procedi6 a la apertura del térax y evaluaciéon del
grado de adherencias.

Como control positivo se consider6 el cierre del pericardio, ya que este proceso ha
demostrado generar muchas adherencias en la especie humana. Como se observa en la

Figura 63, nuestro control positivo gener6 las adherencias esperadas.

A) CIERRE PERICARDIO B) RE-APERTURA TORAX

Figura 63. Control positivo. A) Final de la cirugia y cierre del pericardio con puntos sueltos con
material monofilamento 6/0 (indicado con flechas). B) Apertura del térax 5 semanas post-cirugia. El
pericardio se ha abierto y se sujeta con pinzas. Su aspecto es fibroso y engrosado, a diferencia de la
fina lamina transparente serosa que presentaba antes de la cirugia. Ademas, el epicardio se
encuentra fibrosado y se ha perdido su estructura anatémica impidiendo la identificacion de la
irrigacion coronaria.

En todos los casos se observaron grandes adherencias pericardicas, con lo que
consideramos que éste era un buen modelo para el estudio de la prevencion de adherencias

pericardicas.

5.4.3.5 Estudio del remodelado ventricular

Una vez extraido el corazon, se realizaron 4 secciones para proceder a su fijacion y
posterior estudio histolégico. En este caso, lo primero que se detectd fue el remodelado
ventricular ocurrido tras el infarto realizado 5 semanas antes.

El tejido necroético fue sustituido por tejido fibrético cicatricial y la pared anterior del VI
asi como parte del TIV se encontraban muy adelgazadas. Por otra parte, la pared posterior

del VI sufrié un aumento de grosor compensador (Figura 64).
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A) AGUDO B) CRONICO

b A o
,-!Ju!ll TR TaRLY

Figura 64. Imagenes macroscoépicas de secciones de corazdon. A) Representa una seccion de un
corazoén al que se le ha realizado una isquemia de 60 minutos seguida de 2 horas de reperfusion. La
tincién de Tetrazolio delimita la zona necrética del corazén (zona blanquecina), consecuencia de la
isquemia sufrida. B) Imagen de una seccién de corazén 5 semanas post-infarto. Se aprecia el gran
adelgazamiento de la cara anterior del VI con engrosamiento de su cara posterior. Las flechas
amarillas indican el grosor de la pared anterior del VI, mientras que las flechas blancas determinan el
espesor de su pared posterior.

En la Tabla 12 se muestran los valores promedio del grosor en cada segmento del VI
de cada seccion (por ambas caras: superior (A) e inferior (B)) de los grupos de estudio (
agudo y cronico sin biomaterial). Al comparar los datos obtenidos entre ambos modelos, se
observaron diferencias significativas en los puntos correspondientes a la pared anterior del
VI. En la pared posterior se produjo un engrosamiento significativo en varias secciones al
compararlas con el modelo agudo.

MEDIDA GROSOR PAREDES VI AGUDO Vs CRONICO SIN BM

TIV P.LAT.IZQ. P. ANTERIOR PARED POST.
Seccion 1 15,9+0/10,2+7,6 10,7+0/5,4+3,6 8,1+0/4,8+1,6 11,8+0/8,7+5,6
Seccion 2A 12,742,6/11,243,5 8,1+2,0/7,1+1,7  11,742,8/5,4+2,2** 10,4+1,7/14,1+4,4
Seccion 2B 11,4+2,2/11,1#3,1 9,9+43,9/7,5¢2,7  11,3+2,4/5,9+1,5% 10,6+1,3/14,1£10,2
Seccion 3A 11,4+41,2/10,2+3,1 9,2+2,2/10,0+2,7 10,6+1,6/5,2+1,1** 10,5+2,6/16,7+7,3*
Seccion 38 11,4+1,8/10,3+4,0 9,4+2,1/10,3+2,1 11,4+2,8/6,8+1,2** 10,3+2,2/14,9+3,5*
Seccion 4A 13,0£1,9/12,2+4,9 10,0+1,8/11,942,8 10,9+2,1/7,3+2,2% 11,6+2,5/14,9+3,0
Seccion 48 12,5+2,2/12,6£3,3 9,9+2,0/13,042,2* 10,1%2,6/6,9+1,2* 10,8+3,0/16,143,7*

Tabla 12. Tabla con los datos del grosor de pared del VI en el modelo agudo y en el modelo crénico
sin BM. Se estudiaron las diferencias de grosor en cada punto entre ambas series. TIV: Tabique
interventricular; Lat: Lateral; 1zq: 1zquierda; Post: Posterior; A: Cara superior de las secciones; B: Cara
inferior de las secciones. Los valores representan la media = DS. (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001).
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En la figura 65 se evidencia el remodelado ventricular producido en la serie cronica

sin biomaterial 5 semanas después del infarto, con un marcado adelgazamiento en la pared
anterior del VI, mientras en la pared posterior se observé un aumento de grosor.

GROSOR PAREDES

B Acupo
i B croOnico

Pared Pared Pared
lat. Izq. anterior posterior

Figura 65. Gréfica en la que se compara los valores del grosor de la pared del VI de una seccién del
corazon (seccion 3A) de la serie cronica sin biomaterial con respecto a la serie aguda.

Mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina observamos el tejido cicatricial
correpondiente a la zona afectada por el infarto, confirmando la sustitucion de tejido

miocardico por tejido fibrético (Figura 66).

TEJIDO FIBROTICO TEJIDO CARDIACO
A

A
{ N7 A\

Figura 66. Imagen a 10 aumentos de una seccién de corazon tefiida con H-E. Esta region se
corresponde a zona infartada (tejido fibrético) y zona sana (tejido cardiaco). Como se trata de un
modelo crénico en el que el IAM ocurrié hace 5 semanas el tejido necrético ha sido sustituido por

tejido fibroso.
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5.4.4 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE BIOMATERIALES P ARA PREVENIR
LA GENERACION DE ADHERENCIAS PERICARDICAS

Una vez comprobado que el modelo crénico era adecuado para el estudio de las
adherencias pericardicas, se procedié a su utilizacion para evaluar el efecto de diferentes
BM en la prevencion de dichas adherencias. En este estudio (grupo crénico con biomaterial)
se utilizaron 6 cerdos de las mismas caracteristicas que el estudio anterior y el protocolo
experimental fue el mismo, con la excepcion de que tras la liberacion de la arteria ocluida se
procedi6 a la aplicacibn del biomaterial mediante puntos de sutura sueltos con
monofilamento reabsorbible (prolene 6/0).

Los materiales utilizados fueron el colageno y PVDF. El primero es de origen natural,
y consiste en una malla de coldgeno porcino deshidratado mientras que el PVDF se trata de
un polimero artificial cuya sintesis se realiz6 por el método de la electrohilatura.

Se formaron 2 grupos con 3 animales por grupo. En el primero se aplicé el
biomaterial de colageno hidratado en suero salino fisioldgico mientras que en el segundo se
aplicé el biomaterial de PVDF.

Dado que no se encontraron diferencias significativas entre los dos biomateriales,
todos los resultados que se muestran a continuacion se comparan respecto al grupo crénico

sin biomaterial.

5.4.4.1 Funcidn cardiaca global

Se registraron de nuevo los siguientes parametros de funcion cardiaca global: ECG,
FC, PVl y dPdt. Los cambios en la funcién cardiaca global fueron similares a los acontecidos
en el grupo del apartado anterior (crénicos sin biomaterial), indicando que aunque la
aplicacion del biomaterial no tuvo ningun efecto beneficioso en el remodelado ventricular

tampoco afecté negativamente la funcién global del corazén (Tabla 13).

FUNCION CARDIACA GLOBAL
Basal 30’ Isq. 60’ Isq. 30’ Repf. 60’ Repf. 5 Semanas

FC (Ipm) 82,848,3 85,6+8,9 85,4+7,8 89+16 84+8,5 99,4+13
PsVI (mmHg) 60,21+2 54,218 53+7,6* 58,6+17 58,6+17 69,8+11,8
PTdVI (mmHg) 5,5+1,8 8,2+3,9 7,5£2,7 1045,3 9,8+2 6,8+3,8

dP/dt+ (mmHg/sec.) 672,4+218 622,6-219 680,2+203 674,8+280 670,6+203 698,8+186
dP/dt- (mmHg/sec.)  -795+346 -704,4+289* -699+301* -766+496 -760+351 -977+338

Tabla 13. Datos de la funcion cardiaca global obtenidos tras un seguimiento de 5 semanas.
Comparacioén de los distintos tiempos con la situacidn basal. Los valores representan la media + DS
(*p<0,05).
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5.4.4.2 Evaluacion de la funcién cardiaca mediante  ecocardiografia

Las imagenes ecocardiograficas tomadas mostraron diferencias no significativas en
cuanto al remodelado ventricular y disminucion de la contractilidad respecto al grupo anterior
(crénico sin biomaterial). Se observé un ligero empeoramiento tanto de la fraccion de

acortamiento como de la fraccidn de eyeccidon con respecto a la serie anterior (Figura 67).

A B
FA FE
% %
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SINBM CON BM SINBM CON BM

Figura 67. Andlisis de la funcién del ventriculo izquierdo mediante los parametros de fraccion de
acortamiento y fraccion de eyeccion (A y B respectivamente). Las graficas muestran los valores para
los dos grupos (crénico sin y con biomaterial) y en ambos se observa un descenso de los parametros
respecto a la situacion basal. Los valores representan la media + DS.

De nuevo se realizé la medida de los grosores de las paredes para evaluar el

remodelado ventricular producido.
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Figura 68. Grosor de las paredes a tiempo basal y al final del experimento. Comparacion de los
valores de los dos grupos (cronico con y sin biomaterial) respecto a la situacién basal. GPA: Grosor
pared anterior; GPL: Grosor pared lateral; GPP: Grosor pared posterior; GTIV: Grosor tabique
interventricular; d: Diastole. Los valores representan la media + DS. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Tal y como se muestra en la Figura 68, no se produjeron diferencias significativas

derivadas de la aplicacion de los biomateriales con respecto al grupo crénico sin biomaterial.

Con todos estos datos pudimos concluir que los BM empleados no tuvieron un efecto

de prevencion del remodelado ventricular consecuencia del infarto.

5.4.4.3 Marcadores bioquimicos de necrosis miocardi  ca
Los valores bioguimicos obtenidos tanto para la Tn T como para la CK-MB durante
todas las fases del estudio fueron similares al grupo cronico sin biomaterial, indicando asi

que el BM no promovia mayor necrosis a lo largo del tiempo (Tabla 14).

MARCADORES BIOQUIMICOS

Basal 60’ Isq. 60’ Repf. 120’ Repf. 5 Semanas
TnT 0,01+40  0,04+0,02*  0,5+0,1%*  0,740,01%**  0,004%*
CK-MB  3+0,1 0,4+0,2 0,2+0,1 0,3+0,3

Tabla 14. Valores séricos de marcadores de necrosis miocardica en el estudio de prevencion de
adherencias. Comparacién de los valores en los distintos tiempos respecto a la situacién basal. Los
valores representan la media + DS. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

5.4.4.4 Valoracion macroscopica de las adherencias pericardicas

Pasado el tiempo experimental procedimos a reintervenir al animal para evaluar el
grado de adherencias presentes con ambos biomateriales. En la Figura 69 podemos
observar las diferencias macroscopicas entre el colageno y PVDF tanto el dia de su

implantacién como al final del experimento.

Ni el colageno ni el PVDF consiguieron minimizar las adherencias producidas de
manera sistematica tras la esternotomia. La diferencia entre ambos fue que en el caso del
colageno el material se reabsorbié en gran medida aunque no totalmente; en cambio el
PVDF permanecié sin reabsorberse durante el tiempo del estudio y en todos los casos
aparecio recubierto de tejido fibroso y engrosado, con presencia de adherencias por ambas

caras, indicando una reaccién de tipo cuerpo extrafio.
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Aplicacion del BM 5 seman as post-implante BM

COLAGENO |

PVDF

Figura 69. Aspecto macroscépico del corazén en el momento de la cirugia y 5 semanas post-cirugia.
A) Aplicacién del BM de colageno. B) Aspecto del corazén 5 semanas post-cirugia. Se observan
grandes adherencias, sin embargo macroscopicamente no se identifica la presencia del BM de
colageno. C) Aplicacion del BM de PVDF al comienzo del protocolo experimental. D) Aspecto
macroscoépico del corazén al final de tiempo experimental. De nuevo aparecen adherencias
importantes. En este caso se aprecia claramente la presencia del biomaterial (el cual presenta
adherencias por su cara interna con el epicardio y en su lado externo con el esternén).

5.4.4.5 Estudio del remodelado ventricular

Al igual que con el grupo cronico sin biomaterial, tras la eutanasia se procedio al
estudio histologico. Se realizé la medicion de las diferentes secciones por ambos lados. Los
resultados fueron similares a los descritos en el grupo anterior (Tabla 15), indicando que los
cambios observados en el remodelado ventricular no son dependientes de la aplicacion de
ninguno de los biomateriales estudiados.
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MEDIDA GROSOR PAREDES VI AGUDO vs CRONICO CON BM

TIV

P. LAT. 1ZQ. P. ANTERIOR P. POSTERIOR

Seccion 1
Seccion 2A
Seccion 2B
Seccién 3A
Seccién 3B
Seccién 4A
Seccién 4B

10,2+7,6/13,1£9,2
11,2+3,5/10,9+2,6
11,1+3,1/10,1+3,5
10,2+3,1/11,6+4,7
10,3+4,0/12,5+£2,7
12,2+4,9/14,1+5,1
12,6+3,3/11,8+2,3

5,4+3,6/7,8+5 4,8+1,6/6,2+3,7 8,7%5,6/9,1+4,6
7,1+1,7/8+1,6 5,4+2,2/6+5,2 14,1+4,4/15,53*
7,5%£2,7/7,2¢3,4  5,9+1,5/5,3+12,1 14,1+10,2/13,5+8,2
10,0+2,7/9,7+5,7 5,2#1,1/5+0,7 16,7+7,3/15,9+6*
10,3+2,1/12+1,6* 6,8+1,2/8+2,7 14,9£3,5/12,1+4*
11,9+42,8/12,8+4,7 7,3+2,2/8.3+5,1  14,9+£3,0/13x2,1
13,0£2,2/12,6£3,6* 6,9+1,2/7,7+2,5 16,1+3,7/14,2+3*

Tabla 15. Tabla con los datos del grosor de pared de VI en el modelo agudo frente al modelo crénico
con biomaterial. Los valores representan la media = DS. (*p<0,05).

Con respecto al estudio histolégico, mediante tincibon de Hematoxilina-Eosina se

observd gran infiltrado inflamatorio en ambos casos; aunque la reaccién del organismo

frente a los BM fue diferente.

COLAGENO <

PVDF <

Figura 70. Secciones de corazon tefiidas con H-E y fotografiadas a diferentes aumentos. Se observa
cémo el colageno se encuentra integrado con el tejido cardiaco, mientras que el PVDF ha provocado
una reaccion de cuerpo extrafio. Ambos biomateriales estan infiltrados con células inflamatorias.
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En el caso del colageno, a nivel macroscopico no se pudo apreciar su presencia; sin
embargo, bajo microscopio se pudo identificar el BM bien integrado con el tejido cardiaco
con un gran infiltrado inflamatorio. En cuanto al PVDF, macroscopicamente se distinguio
perfectamente y al microscopio Optico se observé que no estaba integrado con el corazon,
sino que se apreciaba claramente una linea de separacion y al igual que ocurrié con el
colageno estaba embebido de células inflamatorias (Figura 70).

Aunque ninguno de estos dos biomateriales estudiados consiguié el objetivo de
prevencién de adherencias pericardicas, en el laboratorio seguiremos estudiando nuevos
biomateriales, algunos de ellos con capacidad de liberar sustancias que favorezcan tanto la

prevencién de adherencias como la proteccion/reparacion del tejido miocéardico.
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6. ANEXOS
6.1: MICROARRAYS

Identificacion de procesos biolégicos aumentados en MSC-IL-1B. Los incrementos se
calcularon entre 2 condiciones experimentales como logaritmo en base 2 de transformacion del ratio
entre MSC y MSC tratadas con IL-1B. Se indican el nombre sistematico, el simbolo génico y la
descripcion de los genes con cambios significativos. Los valores negativos del fold change (Fc)
indican sobre-expresion en MSC-IL-1.

Blood Coagulation (GO:0007596)

Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM 001993 A 23 P126782 F3 Coagulation factor 11l -1.32
AF118092 A 24 P359491 AF118092 PRO2061 -0.96
ENST00000248076 | A 24 P228470 PAR4 Protease-activated receptor 4 -0.83
ENST00000222543 | A_24 P95070 cDNA FLJ26323 fis -0.76
NM_000675 A_ 23 P109436 ADORA2A Adenosine A2a receptor -0.76
J02940 A 23 P152926 GP1BA Platelet glycoprotein Ib alpha chain -0.69
NM 005242 A 23 P58835 F2RL1 Coagulation factor Il -0.55
NM_000641 A 23 P67169 IL11 Interleukin 11 -0.34
NM_000312 A 23 P40096 PROC Protein C -0.32
NM_000602 A_24 P158089 SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor -0.30
NM 000488 A 23 P114626 SERPINC1 Serpin peptidase inhibitor -0.27
NM_000361 A 23 P91390 THBD Thrombomodulin -0.27
NM_006528 A 23 P393620 TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 -0.22
NM 000212 A 23 P38519 ITGB3 Integrin-beta 3 -0.21

Cell Adhesion (GO:0007155)

Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM 000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_000450 A 23 P97112 SELE Selectin E -1.67
NM 002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM 021101 A 23 P57784 CLDN1 Claudin 1 -1.12
NM_004967 A_23 P144549 IBSP Integrin-binding sialoprotein -0.97
NM 144492 A 23 P91512 CLDN14 Claudin 14 -0.95
NM_ 000594 A 23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
NM_002996 A 24 P381901 CX3CL1 Chemokine (C-X3-C moatif) -0.87
NM 003734 A 23 P426305 AOC3 Amine oxidase -0.83
NM 000201 A 23 P153320 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 -0.81
J02940 A 23 P152926 GP1BA Platelet glycoprotein Ib alpha chain -0.69
NM_004062 A 23 P100240 CDH16 Cadherin 16 KSP-cadherin -0.68
NM 018534 A 23 P429555 NRP2 Neuropilin 2 -0.66
NM 000425 A 24 P207995 L1CAM L1 cell adhesion molecule -0.66
NM 002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM 016369 A 23 P336693 CLDN18 Claudin 18 -0.59
NM_ 023068 A 23 P17481 SIGLEC1 Sialic acid binding Ig-like lectin 1 -0.53
NM 001078 A 23 P34345 VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1 -0.53
Fibronectin leucine rich transmembrane
NM 013280 A 23 P47168 FLRT1 protein 1 -0.52
NM 001523 A 23 P27400 HAS1 Hyaluronan synthase 1 -0.51
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NM_007115 A 23 P165624 TNFAIP6 TNF alpha-induced protein 6 -0.50
NM_014470 A 23 P53370 RND1 Rho family GTPase 1 -0.50
NM_201266 A 23 P209669 NRP2 Neuropilin 2 -0.45
NM 004613 A 32 P86763 TGM2 Transglutaminase 2 -0.40
NM 138938 A 23 P119936 REG3A Regenerating islet-derived 3 alpha -0.39
NM_002589 A 23 P310921 PCDH7 BH-protocadherin -0.38
NM_002986 A 23 P66635 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 -0.38
NM_033100 A 23 P149946 PCDH21 Protocadherin 21 -0.37
NM_ 005725 A 23 P201193 TSPAN2 Tetraspanin 2 -0.36
NM_006403 A 23 P344555 NEDD9 Neural precursor cell expressed -0.35
Signal transducer and activator of
NM_003152 A 23 P207367 STAT5A transcription 5A -0.32
NM_000346 A_23 P26847 SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 -0.31
NM 002984 A 23 P207564 CCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 -0.30
cDNA FLJ90299 fis, clone
AK074780 A 24 P376150 ROBO2 NT2RP2000514 -0.29
AF193046 A 24 P921436 FBN2 PP187 -0.29
NM_001305 A 24 P115183 CLDN4 Claudin 4 -0.28
NM 018891 A 23 P160968 LAMC2 Laminin. gamma 2 -0.27
Bone morphogenetic protein receptor
NM_001203 A 24 P63380 BMPR1B type 1B -0.27
NM_004148 A 23 P169137 NINJ1 Ninjurin 1 -0.26
NM_006727 A 23 P144656 CDH10 Cadherin 10 type 2 (T2-cadherin) -0.25
NM_005353 A 23 P129665 ITGAD Integrin-alpha D -0.25
NM 181861 A 23 P36611 APAF1 Apoptotic peptidase activating factor -0.23
NM_201264 A_24 P50801 NRP2 Neuropilin 2 -0.23
NM_016242 A 23 P382065 EMCN Endomucin -0.22
NM_181847 A_23 P14083 AMIGO2 Adhesion molecule with Ig-like domain 2 -0.21
NM_003277 A 23 P6321 CLDN5 Claudin 5 -0.21
NM_020815 A 23 P170238 PCDH10 Protocadherin 10 -0.21
NM_000212 A 23 P38519 ITGB3 Integrin. beta 3 -0.21
NM 001544 A 23 P130537 ICAM4 Intercellular adhesion molecule 4 -0.21
NM_080792 A_23 P210708 SIRPA Signal-regulatory protein alpha -0.20
NM 000330 A 23 P148292 RS1 Retinoschisis (X-linked. juvenile) 1 -0.20
A 24 P927
A 24 P927917 A 24 P927917 917 Unknown -0.20
NM_005562 A 23 P201636 LAMC2 Laminin gamma 2 -0.19
NM_006769 A 23 P380181 LMO4 LIM domain only 4 -0.18
NM 005201 A 23 P211699 CCR8 Chemokine (C-C motif) receptor 8 -0.18
AJ008005 A 23 P106174 PSEN1 PSN1 gene. alternative transcript -0.18
Angiogenic factor with G patch and FHA
BC002828 A 24 P256513 AGGF1 domains 1 -0.17
NM 003259 A 23 P119143 ICAM5 Intercellular adhesion molecule 5 -0.17
NM_198951 A 24 P923251 TGM2 Transglutaminase 2 -0.17
NM 152750 A 23 P348253 FLJ23834 Hypothetical protein FLJ23834 -0.15
NM_014718 A 23 P53724 CLSTN3 Calsyntenin 3 -0.15
NM_001772 A 24 P301655 CD33 CD33 molecule -0.15
NM_005985 A 23 P131846 SNAIL Snail homolog 1 -0.15
NM 152733 A 32 P113566 BTBD9 BTB (POZ) domain containing 9 -0.15
A _32_P107
A_32_P1076 A_32_P1076 6 Unknown -0.15
Discoidin domain receptor family.
NM_013994 A 24 P123601 DDR1 member 1 -0.14
NM_004572 A 23 P162466 PKP2 Plakophilin 2 -0.14
NM 019863 A 23 P217643 F8 Coagulation factor VIII -0.14
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NM_014751 A 23 P347632 MTSS1 Metastasis suppressor 1 -0.14
NM_021155 A 24 P305345 CD209 CD209 molecule -0.14
NM_012129 A 23 P157268 CLDN12 Claudin 12 -0.13
NM 138931 A 23 P57856 BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 -0.13
XM 942822 A 32 P703 LOC646626 | Hypothetical protein LOC647393 -0.13
NM_003506 A 23 P123276 FZD6 Frizzled homolog 6 -0.13
NM_001943 A 23 P141730 DSG2 Desmoglein 2 -0.13
NM_004407 A_23 P133153 DMP1 Dentin matrix acidic phosphoprotein -0.13
NM 000632 A 23 P124108 ITGAM Integrin. alpha M -0.13
NM_020882 A 32 P185637 COL20A1 Collagen. type XX alpha 1 -0.13
NM_198148 A 23 P138524 CPXM2 Carboxypeptidase X -0.13
A 32 _P215
A 32 P215745 A 32 P215745 745 Unknown -0.13
NM 002716 A 24 P98762 PPP2R1B Protein phosphatase 2 -0.12
NM 002214 A 24 P273599 ITGB8 Integrin beta 8 -0.12
NM 014442 A 24 P40001 SIGLECS8 Sialic acid binding Ig-like lectin 8 -0.12
V-abl Abelson murine leukemia viral
NM_007314 A_ 23 P138099 ABL2 oncogene homolog 2 -0.12
V-abl Abelson murine leukemia viral
NM 005157 A 24 P281101 ABL1 oncogene homolog 1 -0.12
NM_005168 A 23 P142849 RND3 Rho family GTPase 3 -0.11
NM_014479 A 23 P256425 ADAMDEC1 | ADAM:-like. decysin 1 -0.11
NM_001779 A 23 P138308 CD58 CD58 molecule -0.11
Signal transducer and activator of
BC020868 A 24 P342178 STATSB transcription 5B -0.11
NM_006725 A 23 P139162 CD6 CD6 molecule -0.10
NM_024690 A 23 P5211 MUC16 Mucin 16. cell surface associated -0.10
NM_001337 A_23 P407565 CX3CR1 Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 -0.10
NM_001663 A 23 P48691 ARF6 ADP-ribosylation factor 6 -0.10
NM 003830 A 23 P15995 SIGLECS Sialic acid binding Ig-like lectin 5 -0.10
NM_005245 A 23 P69586 FAT FAT tumor suppressor homolog 1 -0.09
Pleckstrin homology. Sec7 and coiled-
NM_004762 A 23 P83781 PSCD1 coil domains 1 -0.09
Tumor necrosis factor receptor
NM_016639 A 23 P49338 TNFRSF12A | superfamily -0.09
NM_152403 A 23 P144911 FLJ39155 Hypothetical protein FLJ39155 -0.09
NM_002160 A_23 P157865 TNC Tenascin C -0.09
NM_003921 A 23 P115286 BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 -0.09
NM_173670 A_24 P363100 RGMB RGM domain family. member B -0.09
NM 004386 A 23 P153797 CSPG3 Chondroitin sulfate proteoglycan 3 -0.09
Signal transducer and activator of
NM 012448 A 23 P100788 STATS5B transcription 5B -0.08
NM_012192 A 23 P127851 FXC1 Fracture callus 1 homolog -0.08
NM_021181 A 24 P353638 SLAMF7 SLAM family member 7 -0.08
NM_145351 A 23 P15414 SCARF1 Scavenger receptor class F. member 1 -0.08
NM 152888 A 32 P405759 COL22A1 Collagen. type XXIl alpha 1 -0.07
NM_148960 A 23 P379054 CLDN19 Claudin 19 -0.07
NM_005228 A 23 P215790 EGFR Epidermal growth factor receptor -0.07
NM_003285 A 23 P45864 TNR Tenascin R -0.07
NM_016580 A 23 P423309 PCDH12 Protocadherin 12 -0.07
NM_021219 A 23 P120667 JAM2 Junctional adhesion molecule 2 -0.07
NM_004040 A 23 P51136 RHOB Ras homolog gene family member B -0.07
NM_001400 A_23 P404481 EDG1 Endothelial differentiation -0.07
NM_016952 A 23 P98335 CDON Cdon homolog -0.07
NM 006149 A 23 P254917 LGALS4 Lectin. galactoside-binding soluble 4 -0.07
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WNT1 inducible signaling pathway
NM_003882 A 23 P354694 WISP1 protein 1 -0.06
NM_016184 A_23 P48029 CLEC4A C-type lectin domain family 4 member A -0.06
NM_000494 A 23 P52323 COL17A1 Collagen. type XVII Alpha 1 -0.06
NM 032011 A 24 P334529 PCDHGA3 Protocadherin gamma subfamily A3 -0.06
NM_007261 A 23 P207037 CD300A CD300a molecule -0.06

Cas-Br-M ecotropic retroviral
NM_024814 A 23 P146004 CBLL1 transforming sequence-like 1 -0.06
NM_018935 A 23 P121851 PCDHB15 Protocadherin beta 15 -0.06
NM 002855 A 24 P50890 PVRL1 Poliovirus receptor-related 1 -0.06

Chemotaxis (GO:0006935)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin 1beta -2.13
NM_000575 A 23 P72096 IL1IA Interleukin lalpha -1.62
NM_002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C motif) ligand 6 -1.59
NM_005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM 002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 2 -1.32
NM_006273 A 23 P78037 CCLY Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM_005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM_001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1.00
NM 002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -0.97
fense Response (GO:0006952)
Gene

Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_000758 A_23 P133408 CSF2 Colony stimulating factor 2 -2.27
NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A _23_P79518 IL1B Interleukin 1beta -2.13

Caspase recruitment domain family.
NM_022162 A 23 P420863 CARD15 member 15 -1.69
NM_000450 A 23 P97112 SELE Selectin E -1.67
NM_000575 A 23 P72096 IL1A Interleukin lalpha -1.62
NM 002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 6 -1.59
NM_005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_000759 A 23 P501754 CSF3 Colony stimulating factor 3 -1.41
NM_003785 A_24 P314337 PAGE1 P antigen family member 1 -1.37
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM 002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 2 -1.32
NM_001432 A 23 P41344 EREG Epiregulin -1.32
NM_006273 A 23 P78037 CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM_030956 A 23 P33420 TLR10 Toll-like receptor 10 -1.17
NM 003264 A 23 P92499 TLR2 Toll-like receptor 2 -1.12
NM 005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM_ 014589 A 23 P114857 PLA2G2E Phospholipase A2 group IIE -1.08
NM_001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1.00
NM 002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -0.97
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NM_000594 A_23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
Interleukin-1 receptor-associated kinase
NM_001570 A 23 P80635 IRAK2 2 -0.90
NM_002176 A_23 P71774 IFNB1 Interferon. beta 1. fibroblast -0.90
NM 000963 A 24 P250922 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 -0.88
NM_002996 A 24 P381901 CX3CL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 -0.87
NM_003734 A_23 P426305 AOC3 Amine oxidase. copper containing 3 -0.83
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
NM_005894 A 23 P126584 CD5L CD5 molecule-like -0.78
NM 000675 A 23 P109436 ADORA2A Adenosine A2a receptor -0.76
NM_002983 A 23 P373017 CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 -0.76
NM_004233 A 23 P70670 CD83 CD83 molecule -0.76
NM_003182 A_23 P215283 TAC1 Tachykinin. precursor 1 -0.70
NM 006737 A 23 P101636 KIR3DL2 Killer cell immunoglobulin-like receptor -0.70
NM 001200 A 23 P143331 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 -0.60
NM_002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM_016584 A_23 P76078 IL23A Interleukin 23 alpha subunit p19 -0.58
NM_002704 A_23 P121596 PPBP Pro-platelet basic protein -0.55
NM 001001437 A 23 P321920 CCL3L3 Chemokine (C-C motif) ligand 3-like 3 -0.53
NM_ 023068 A 23 P17481 SIGLEC1 Sialic acid binding Ig-like lectin 1 -0.53
NM_172140 A 23 P337800 IL29 Interleukin 29 -0.53
NM_007115 A 23 P165624 TNFAIP6 Tumor necrosis factor -0.50
NM_002994 A 23 P110204 CXCL5 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 -0.48
NM 004843 A 23 P27606 IL27RA Interleukin 27 receptor -0.45
NM_080869 A 23 P68436 WFDC12 WAP four-disulfide core domain 12 -0.42
NM_004244 A 23 P33723 CD163 CD163 molecule -0.41
NM_138938 A_23 P119936 REG3A Regenerating islet-derived 3 alpha -0.39
Tumor necrosis factor receptor
NM_001066 A 24 P54174 TNFRSF1B | superfamily -0.39
NM_ 058176 A 23 P215577 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.39
NM_001805 A_23 P2990 CEBPE CCAAT/enhancer binding protein -0.38
NM_000397 A_ 23 P217258 CYBB Cytochrome b-245 beta polypeptide -0.38
NM_014707 A_23 P404162 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.38
NM 000710 A 23 P128744 BDKRB1 Bradykinin receptor B1 -0.38
NM_002986 A 23 P66635 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 -0.38
NM_000064 A 23 P101407 C3 Complement component 3 -0.37
NM_005408 A 24 P125335 CCL13 Chemokine (C-C motif) ligand 13 -0.35
NM_176891 A_23 P302060 IFNE1 Interferon epsilon 1 -0.35
NM 003998 A 23 P30024 NFKB1 Nuclear factor of kappa B-cells 1 -0.35
I-kappaB kinase_NF-kappaB cascade (GO:0007249)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_022162 A_23 P420863 CARD15 Caspase recruitment domain family -1.69
Tumor necrosis factor (ligand)
NM_003807 A 24 P237036 TNFSF14 superfamily -1.06
NM_000594 A 23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
Interleukin-1 receptor-associated kinase
NM_001570 A 23 P80635 IRAK2 2 -0.90
Tumor necrosis factor. alpha-induced
NM_006290 A 24 P157926 TNFAIP3 protein 3 -0.85
V-rel reticuloendotheliosis viral
NM_002908 A_23 P56938 REL oncogene homolog -0.59
NM 020529 A 23 P106002 NFKBIA Nuclear factor of kappa B-cells inhibitor -0.37
NM 003821 A 23 P252106 RIPK2 Receptor-interacting_; serine-threonine -0.30
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kinase 2
AF009616 A 23 P209394 CFLAR FLAME-1 -0.29
NM_000572 A 23 P126735 IL10 Interleukin 10 -0.25
NM 005178 A 23 P4662 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 -0.25
CASP8 and FADD-like apoptosis
NM_ 003879 A 24 P120115 CFLAR regulator -0.23
NM_006622 A 23 P30254 PLK2 Polo-like kinase 2 -0.19
CD40 molecule TNF receptor
NM_001250 A 23 P57036 CD40 superfamily -0.17
NM 004862 A 23 P3532 LITAF Lipopolysaccharide-induced TNF factor -0.16
NM_ 014002 A 23 P887 IKBKE Inhibitor of kappa B-cells -0.15
Conserved helix-loop-helix ubiquitous
NM_001278 A 23 P46748 CHUK kinase -0.15
NM_004310 A_23 P58132 RHOH Ras homolog gene family member H -0.15
NM 182919 A 23 P90311 TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1 -0.14
NM 021138 A 23 P169331 TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 -0.13
XM_ 942822 A 32 _P703 LOC646626 | Hypothetical protein LOC647393 -0.13
Tumor necrosis factor receptor
NM_003842 A 24 P218265 TNFRSF10B | superfamily -0.13
Receptor (TNFRSF)-interacting serine-
NM_003804 A 23 P370005 RIPK1 threonine kinase 1 -0.12
NM_ 001166 A 24 P115774 BIRC2 Baculoviral IAP repeat-containing 2 -0.12
V-rel reticuloendotheliosis viral
BC014095 A 23 P104689 RELA oncogene homolog A -0.11
NM_003921 A 23 P115286 BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 -0.09
NM 054014 A 23 P397238 FKBP1A FK506 binding protein 1A. 12kDa -0.06
NM_ 016072 A 23 P162425 GOLT1B Golgi transport 1 homolog B -0.06
NM_015093 A_23 P19702 MAP3K7IP2 | Mitogen-activated protein kinase -0.06
NM_003900 A 23 P81399 SQSTM1 Sequestosome 1 -0.06
TRAF family member-associated NFKB
NM_133484 A 24 P257108 TANK activator -0.05
NM_000639 A 23 P369815 FASLG Fas ligand -0.05
NM_ 153719 A 24 P322444 NUP62 Nucleoporin 62kDa -0.05
NM_020205 A 23 P138157 OTUD7B OTU domain containing 7B -0.05
NM_145803 A_23 P75921 TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 -0.05
NM_016463 A 24 P930062 CXXC5 CXXC finger 5 -0.05
NIMA (never in mitosis gene a)-related
NM_014397 A 23 P216920 NEK6 kinase 6 -0.04
NM_057159 A_23 P502879 EDG2 Endothelial differentiation -0.04
NM_003348 A_23 P116829 UBE2N Ubiquitin-conjugating enzyme E2N -0.04
NM 138554 A 23 P60306 TLR4 Toll-like receptor 4 -0.04
NM_138793 A 23 P26759 CANT1 Calcium activated nucleotidase 1 -0.04
NM_ 032415 A 23 P82324 CARD11 Caspase recruitment domain family -0.04
NM_006355 A_23 P93236 TRIM38 Tripartite motif-containing 38 -0.04
Solute carrier family 20 (phosphate
NM_005415 A 23 P165657 SLC20A1 transporter) -0.04
NM 006070 A 23 P29517 TFG TRK-fused gene -0.03
TRAF family member-associated NFKB
NM_ 004180 A 23 P154306 TANK activator -0.03
NM_014550 A_ 23 P434890 CARD10 Caspase recruitment domain family -0.03
NM_019028 A_23 P13065 ZDHHC13 Zinc finger DHHC-type containing 13 -0.02
AK090431 A 23 P340019 NOD3 -0.02
NM 016334 A 23 P1056 GPR89A G protein-coupled receptor 89A -0.02
Fas (TNFRSF6)-associated via death
NM_003824 A 24 P278637 FADD domain -0.02
Myeloid differentiation primary response
NM 002468 A 23 P362659 MYD88 gene -0.02
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A 24 P375
A 24 P375932 A 24 P375932 932 Unknown -0.02
Signal transducer and activator of
NM_007315 A 23 P56630 STAT1 transcription 1 -0.02
NM_178844 A 23 P329399 NOD3 NOD3 protein -0.02
AK074557 A 24 P297827 TMED4 cDNA FLJ90076 fis -0.02
NM_020644 A 23 P162087 TMEM9B TMEM9 domain family -0.01
Ras-GTPase activating protein SH3
NM_203505 A 24 P128977 G3BP2 domain-binding -0.01
NM 004619 A 23 P201731 TRAF5 TNF receptor-associated factor 5 -0.01
NM 024544 A 23 P200598 Clorfl66 Chromosome 1 open reading frame 166 -0.01
NM_003265 A 23 P29922 TLR3 Toll-like receptor 3 -0.01
NM_002133 A 23 P120883 HMOX1 Heme oxygenase -0.01
A 32 _P148
A 32 P148636 A 32 P148636 636 Unknown -0.01
NM 021649 A 32 P123088 TICAM2 Toll-like receptor adaptor molecule 2 -0.01
Caspase recruitment domain family
NM_024110 A 23 P207879 CARD14 member 14 -0.01
Caspase recruitment domain family.
NM_014959 A 24 P14260 CARDS8 member 8 -0.01
Adiponectin C1Q and collagen domain
NM 004797 A 23 P369237 ADIPOQ containing -0.01
NM_019080 A 24 P264909 NDFIP2 Nedd4 family interacting protein 2 -0.01
NM_000165 A_23 P93591 GJAL Gap junction protein. alpha 1 0.01
ENST00000379563 | A_23 P68539 cDNA FLJ41962 0.01
Tumor necrosis factor receptor
NM_001065 A 23 P139722 TNFRSF1A | superfamily 0.01
Bruton agammaglobulinemia tyrosine
NM_000061 A 23 P137139 BTK kinase 0.01
A 24 P409
A 24 P409681 A 24 P409681 681 Unknown 0.01
Inhibitor of kappa B-cells. kinase
NM_003639 A 23 P159920 IKBKG gamma 0.01
NM 001664 A 23 P69491 RHOA Ras homolog gene family 0.01
Eukaryotic translation elongation factor
NM_032378 A 23 P31840 EEF1D 1 delta 0.01
Signal transducer and activator of
NM_139266 A 24 P274270 STAT1 transcription 1 0.01
NM_078471 A 23 P78122 MYO18A Myosin XVIIIA 0.01
NM_ 030571 A 23 P81241 NDFIP1 Nedd4 family interacting protein 1 0.01
NM_080875 A 24 P259328 MIB2 Mindbomb homolog 2 0.01
NM_ 138330 A 23 P339687 ZNF675 Zinc finger protein 675 0.01
NM 002342 A 23 P53557 LTBR Lymphotoxin beta receptor 0.01
NM 001035005 A 24 P271049 LOC497661 | Putative NFKB activating protein 0.01
NM_006406 A 23 P114232 PRDX4 Peroxiredoxin 4 0.01
NM_000801 A 32 _P50522 FKBP1A FK506 binding protein 1A 0.02
Epithelial cell transforming sequence 2
NM_018098 A 23 P44684 ECT2 oncogene 0.02
NM 178040 A 23 P258377 RAB6IP2 RABSG interacting protein 2 0.02
NM_004425 A 23 P160559 ECM1 Extracellular matrix protein 1 0.02
NM_013254 A 23 P44768 TBK1 TANK-binding kinase 1 0.02
NM_016479 A 23 P212475 SCOTIN Scotin 0.02
NM 009587 A 32 P452655 LGALS9 Lectin galactoside-binding. soluble. 9 0.02
NM 007051 A 23 P96853 FAF1 Fas (TNFRSF6) associated factor 1 0.02
NM_ 003270 A 23 P171143 TSPAN6 Tetraspanin 6 0.02
NM_178148 A_23 P19257 SLC35B2 Solute carrier family 35 0.02
Ubiquitin-conjugating enzyme E2
NM 199203 A 24 P5935 Kua-UEV variant 1 0.02
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NM_020345 A 23 P338519 NKIRAS1 NFKB inhibitor interacting Ras-like 1 0.02
NM_003263 A 23 P10873 TLR1 Toll-like receptor 1 0.02
Mucosa associated lymphoid lymphoma
NM_006785 A 23 P96008 MALT1 Translocation 0.03
NM 001242 A 23 P48088 TNFRSF7 TNF receptor superfamily 7 0.03
ENST00000369797 | A_23 P161257 OTTHUMP00000059187 0.03
NM_003302 A_24 P4054 TRIP6 Thyroid hormone receptor interactor 6 0.03
NM_006068 A 24 P17677 TLR6 Toll-like receptor 6 0.03
NM 020428 A 23 P208340 SLC44A2 Solute carrier family 44 0.03
NM 001992 A 23 P213562 F2R Coagulation factor Il 0.03
NM_ 015336 A 24 P76995 ZDHHC17 Zinc finger DHHC-type containing 17 0.04
Protein tyrosine phosphatase-like A
NM_016395 A 23 P99920 PTPLAD1 domain containing 1 0.04
Caspase 1 apoptosis-related cysteine
NM_033292 A 23 P202978 CASP1 peptidase 0.04
NM_ 052813 A 23 P500433 CARD9 Caspase recruitment domain family 0.04
NM_021003 A_23 P151679 PPM1A Protein phosphatase 1A 0.04
NM_000867 A_23 P16953 HTR2B 5-hydroxytryptamine 0.04
Tumor necrosis factor (ligand)
NM_003810 A 23 P121253 TNFSF10 superfamily 0.05
Coiled-coil and C2 domain containing
NM_017721 A 23 P55873 CC2D1A 1A 0.05
NM_213590 A 23 P87973 RFP2 Ret finger protein 2 0.06
NM_006092 A_24 P129277 CARD4 Caspase recruitment domain family 0.06
NM 001039661 A 23 P397856 TIRAP Toll-interleukin 1 receptor 0.07
NM 148910 A 23 P202905 TIRAP Toll-interleukin 1 receptor 0.08
NM 032376 A 23 P15516 TMEM101 Transmembrane protein 101 0.08
Immune Response (GO:0006955)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_000758 A_23 P133408 CSF2 Colony stimulating factor 2 -2.27
NM 001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_ 004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin 1beta -2.13
NM_000575 A 23 P72096 IL1A Interleukin lalpha -1.62
NM 002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 6 -1.59
NM 005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_014143 A 23 P338479 CD274 CD274 molecule -1.51
NM_000759 A 23 P501754 CSF3 Colony stimulating factor 3 -1.41
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM 002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 2 -1.32
NM 006235 A 23 P312920 POU2AF1 POU domain class2 associating factorl -1.32
NM_ 001993 A 23 P126782 F3 Coagulation factor Il -1.32
NM_001432 A 23 P41344 EREG Epiregulin -1.32
ENST00000381961 | A 23 P33643 Q9G7C4 Cytochrome oxidase ¢ -1.28
NM 006273 A 23 P78037 CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM_030956 A 23 P33420 TLR10 Toll-like receptor 10 -1.17
NM_003264 A 23 P92499 TLR2 Toll-like receptor 2 -1.12
NM_005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM_001561 A 23 P51936 TNFRSF9 TNF super family ligand 9 -1.10
NM 003807 A 24 P237036 TNFSF14 TNF superfamily ligand 14 -1.06
NM_ 001252 A 23 P119202 TNFSF7 TNF superfamily ligand 7 -1.00
NM 001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1.00
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NM_002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -0.97
NM_000594 A_23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
NM_002176 A_23 P71774 IFNB1 Interferon. beta 1. fibroblast -0.90
NM 002996 A 24 P381901 CX3CL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 -0.87
NM 002309 A 24 P122137 LIF Leukemia inhibitory factor -0.82
NM_002187 A_23 P7560 IL12B Interleukin 12B -0.80
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
NM_002983 A 23 P373017 CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 -0.76
NM_004233 A 23 P70670 CD83 CD83 molecule -0.76
NM_ 004951 A 23 P25566 EBI2 Epstein-Barr virus induced gene 2 -0.71
NM_052941 A_23 P103496 GBP4 Guanylate binding protein 4 -0.67
NM_004833 A_32 P44394 AlM2 Absent in melanoma 2 -0.67
NM_002164 A_23 P112026 INDO Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase -0.64
NM_000882 A 23 P91943 IL12A Interleukin 12A -0.64
NM_002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM_006186 A_ 23 P131208 NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4 -0.58
NM_016584 A_23 P76078 IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19 -0.58
NM_002198 A_23 P41765 IRF1 Interferon regulatory factor 1 -0.56
NM 003811 A 23 P67224 TNFSF9 TNF superfamily ligand 9 -0.56
NM_ 181337 A 24 P143301 KAAG1 Kidney associated antigen 1 -0.56
NM_002704 A_23 P121596 PPBP Pro-platelet basic protein -0.55
NM_006144 A 23 P133445 GZMA Granzyme A -0.55
NM 000139 A 23 P1904 MS4A2 Membrane-spanning 4-domains -0.53
NM 001001437 A 23 P321920 CCL3L3 Chemokine (C-C motif) ligand 3-like 3 -0.53
NM 019618 A 23 P17053 IL1F9 Interleukin 1 family member 9 -0.53
NM_172140 A 23 P337800 IL29 Interleukin 29 -0.53
NM_002341 A 23 P93348 LTB Lymphotoxin beta -0.53
NM 002185 A 23 P404494 IL7R Interleukin 7 receptor -0.51
NM 013269 A 24 P241183 CLEC2D C-type lectin domain family 2 -0.49
NM_ 002994 A 23 P110204 CXCL5 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 5 -0.48
AK022802 A 24 P942933 APOBEC3G | cDNA FLJ12740 fis -0.45
NM_006399 A_23 P128974 BATF Basic leucine zipper transcription factor -0.45
NM 004843 A 23 P27606 IL27RA Interleukin 27 receptor alpha -0.45
V-ets erythroblastosisvirus E26
NM_005238 A 23 P127525 ETS1 oncogene homolog 1 -0.44
NM_025239 A_23 P94412 PDCD1LG2 | Programmed cell death 1 ligand 2 -0.44
NM_003855 A_24 P208567 IL18R1 Interleukin 18 receptor 1 -0.41
NM_004244 A 23 P33723 CD163 CD163 molecule -0.41
NM 004258 A 24 P131066 IGSF2 Immunoglobulin superfamily -0.41
NM_002053 A 32 P107372 GBP1 Guanylate binding protein 1 -0.41
NM_000397 A_ 23 P217258 CYBB Cytochrome b-245 beta polypeptide -0.38
NM_002986 A 23 P66635 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 -0.38
NM 004810 A 24 P10884 GRAP2 GRB2-related adaptor protein 2 -0.37
NM_ 000064 A 23 P101407 C3 Complement component 3 -0.37
NM_005191 A 23 P155632 CD80 CD80 molecule -0.36
NM_005408 A 24 P125335 CCL13 Chemokine (C-C motif) ligand 13 -0.35
NM_003998 A_23 P30024 NFKB1 Nuclear factor of kappa B-cells 1 -0.35
Inflammatory response (GO:0006954)
Systematic Name Probe Name S(;nigil Description Fc
NM 000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
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NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin 1beta -2.13
NM_000450 A 23 P97112 SELE Selectin E -1.67
NM 000575 A 23 P72096 IL1IA Interleukin 1. alpha -1.62
NM_002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 6 -1.59
NM_005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM 002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 2 -1.32
NM_ 006273 A 23 P78037 CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM_030956 A 23 P33420 TLR10 Toll-like receptor 10 -1.17
NM_003264 A 23 P92499 TLR2 Toll-like receptor 2 -1.12
NM_005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM 014589 A 23 P114857 PLA2G2E Phospholipase A2 group IIE -1.08
NM_ 001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 1 -1.00
NM_002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -0.97
Interleukin-1 receptor-associated kinase
NM_001570 A 23 P80635 IRAK2 2 -0.90
NM 000963 A 24 P250922 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 -0.88
NM_002996 A 24 P381901 CX3CL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 -0.87
NM_003734 A_23 P426305 AOC3 Amine oxidase, copper containing 3 -0.83
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
NM_000675 A_ 23 P109436 ADORA2A Adenosine A2a receptor -0.76
NM 002983 A 23 P373017 CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 -0.76
NM_ 003182 A 23 P215283 TAC1 Tachykinin. precursor 1 -0.70
NM_001200 A_ 23 P143331 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 -0.60
NM_002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM_016584 A_23 P76078 IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19 -0.58
NM 001001437 A 23 P321920 CCL3L3 Chemokine (C-C motif) ligand 3-like 3 -0.53
NM_ 023068 A 23 P17481 SIGLEC1 Sialic acid binding Ig-like lectin 1 -0.53
Tumor necrosis factor. alpha-induced
NM_007115 A 23 P165624 TNFAIP6 protein 6 -0.50
NM_002994 A 23 P110204 CXCL5 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 -0.48
NM_004244 A 23 P33723 CD163 CD163 molecule -0.41
NM_ 138938 A 23 P119936 REG3A Regenerating islet-derived 3 alpha -0.39
Tumor necrosis factor receptor
NM_001066 A 24 P54174 TNFRSF1B | superfamily -0.39
NM_058176 A_23 P215577 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.39
NM 000397 A 23 P217258 CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide -0.38
NM_ 014707 A 23 P404162 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.38
NM_000710 A 23 P128744 BDKRB1 Bradykinin receptor B1 -0.38
NM_002986 A 23 P66635 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 -0.38
NM_000064 A_ 23 _P101407 C3 Complement component 3 -0.37
NM 005408 A 24 P125335 CCL13 Chemokine (C-C motif) ligand 13 -0.35
NM_003998 A 23 P30024 NFKB1 Nuclear factor of kappa B-cells 1 -0.35
NM_012275 A 23 P39856 ILIF5 Interleukin 1 family -0.33
Complement component 1q
NM_015991 A_24 P222655 C1QA subcomponent A chain -0.32
Signal transducer and activator of
NM 003152 A 23 P207367 STAT5A transcription 5A -0.32
NFAT activating protein with ITAM motif
NM_145912 A 23 P17911 NFAM1 1 -0.31
NM_002984 A 23 P207564 CCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 -0.30
Receptor-interacting serine-threonine
NM 003821 A 23 P252106 RIPK2 kinase 2 -0.30
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NM_004895 A_ 23 P9883 CIAS1 Cold autoinflammatory syndrome 1 -0.28
NM_002981 A 23 P49759 CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1 -0.27
NM_145637 A 23 P211488 APOL2 Apolipoprotein L. 2 -0.27
Bone morphogenetic protein receptor.
NM_001203 A 24 P63380 BMPR1B type 1B -0.27
NM_ 022718 A 23 P376557 MMP25 Matrix metallopeptidase 25 -0.26
NM_000572 A 23 P126735 IL10 Interleukin 10 -0.25
Complement component 8. beta
NM_000066 A 23 P35252 C8B polypeptide -0.25
NM 173842 A 23 P209995 ILARN Interleukin 1 receptor antagonist -0.25
NM_000647 A 23 P212354 CCR2 Chemokine (C-C motif) receptor 2 -0.25
NM_002416 A 23 P18452 CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 -0.24
NM_001710 A 23 P156687 CFB Complement factor B -0.23
NM_000623 A_23 P304897 BDKRB2 Bradykinin receptor B2 -0.21
NM 001140 A 23 P55373 ALOX15 Arachidonate 15-lipoxygenase -0.21
Leukocyte Chemotaxis (GO:0030595)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM 000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin-1beta -2.13
Locomotory Behavior (GO:0007626)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin 1beta -2.13
NM_000575 A 23 P72096 IL1A Interleukin lalpha -1.62
NM 002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 6 -1.59
NM_005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM_002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 -1.32
NM_006273 A 23 P78037 CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM 005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM 001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 1 -1.00
NM 002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -0.97
Regulation of Apoptosis (GO:0043066)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM 000758 A 23 P133408 CSF2 Colony stimulating factor 2 -2.27
NM 000575 A 23 P72096 IL1IA Interleukin lalpha -1.62
NM_000594 A 23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
NM_006290 A 24 P157926 TNFAIP3 Tumor necrosis factor -0.85
NM_002575 A_24 P245379 SERPINB2 Serpin peptidase inhibitor-clade B -0.83
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
NM 153694 A 23 P76374 SYCP3 Synaptonemal complex protein 3 -0.69
NM_ 001165 A 23 P98350 BIRC3 Baculoviral IAP repeat-containing 3 -0.61
NM_002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM_004923 A_23 P161507 MTL5 Metallothionein-like 5 testis-specific -0.57
NM 004049 A 23 P152002 BCL2A1 BCL2-related protein Al -0.54
NM 003897 A 23 P42257 IER3 Immediate early response 3 -0.52
ENST00000299502 | A 23 P153185 cDNAclone CSODH002YJO05, T cells -0.50
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NM_003955 A_23 P207058 SOCS3 Suppressor of cytokine signaling 3 -0.41
NM_003998 A_23 P30024 NFKB1 Nuclear factor of kappa B-cells 1 -0.35
NM_013246 A_23 P138760 CLCF1 Cardiotrophin-like cytokine factor 1 -0.33
NM_000312 A 23 _P40096 PROC Protein C -0.32
Signal transducer and activator of
NM_ 003152 A 23 P207367 STAT5A transcription 5A -0.32
Tumor necrosis factor alpha-induced
NM_014350 A 32 P219520 TNFAIP8 protein 8 -0.32
AF009616 A 23 P209394 CFLAR FLAME-1 -0.29
NM_000880 A 23 P8961 IL7 Interleukin 7 -0.26
NM_000572 A 23 P126735 IL10 Interleukin 10 -0.25
NM_005178 A 23 P4662 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 -0.25
NM_000477 A 23 P257834 ALB Albumin -0.25
CASP8 and FADD-like apoptosis
NM_003879 A 24 P120115 CFLAR regulator -0.23
A_23_P170
A 23 _P170719 A 23 P170719 719 Unknown -0.19
NM_016569 A 23 P13772 TBX3 T-box 3 -0.18
NM_139314 A 23 P159325 ANGPTL4 Angiopoietin-like 4 -0.18
AJ008005 A 23 _P106174 PSEN1 PSN1 gene alternative transcript -0.18
NM_021972 A _23_P38106 SPHK1 Sphingosine kinase 1 -0.17
Aryl hydrocarbon receptor interacting
NM_014336 A 23 P100935 AIPL1 protein-like 1 -0.16
TNFRSF10 | Tumor necrosis factor receptor
NM_003840 A 23 P95417 D superfamily -0.16
NM 005345 A 23 P111132 HSPA1A Heat shock 70kDa protein 1A -0.16
Notch homolog 1 translocation-
NM 017617 A 23 P60387 NOTCH1 associated -0.16
Homeodomain interacting protein
NM_005734 A 23 P422809 HIPK3 kinase 3 -0.15
NM_005194 A_23 P411296 CEBPB CCAAT/enhancer binding protein -0.15
NM 170735 A 23 P127891 BDNF Brain-derived neurotrophic factor -0.15
NM_000551 A 24 P134942 VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor -0.13
NM_138931 A 23 _P57856 BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 -0.13
XM_942822 A 32_P703 LOC646626 | Hypothetical protein LOC647393 -0.13
NM_000043 A 23 P63896 FAS Fas -0.13
NM 001166 A 24 P115774 BIRC2 Baculoviral IAP repeat-containing 2 -0.12
NM_ 012068 A 23 P119337 ATF5 Activating transcription factor 5 -0.12
ENST00000374189 | A_23 P202540 Unknown -0.11
Signal transducer and activator of
BC020868 A 24 P342178 STAT5B transcription 5B -0.11
NM 021960 A 24 P319635 MCL1 Myeloid cell leukemia sequence 1 -0.10
NM_007308 A 23 P29939 SNCA Synuclein alpha -0.10
NM_003877 A_23 P128215 SOCS2 Suppressor of cytokine signaling 2 -0.10
NM_001025366 A_23 P81805 VEGF Vascular endothelial growth factor -0.09
NM 003921 A 23 P115286 BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 -0.09
Signal transducer and activator of
NM 012448 A 23 P100788 STATS5B transcription 5B -0.08
NM_000546 A 23 P26810 TP53 Tumor protein p53 -0.08
NM_023111 A_23 P219105 FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1 -0.08
NM 000875 A 23 P205986 IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor -0.07
Regulation of cell proliferation (GO:0042127)
Gene
Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc
NM_000584 A 32_P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM 000758 A 23 P133408 CSF2 Colony stimulating factor 2 -2.27
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NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin-1beta -2.13
NM_001965 A 23 P380318 EGR4 Early growth response 4 -2.07
NM 000575 A 23 P72096 IL1IA Interleukin-lalpha -1.62
NM 000759 A 23 P501754 CSF3 Colony stimulating factor 3 -1.41
NM_001432 A 23 P41344 EREG Epiregulin -1.32
NM_001561 A 23 P51936 TNFRSF9 TNF superfamily ligand 9 -1.10
NM_001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1.00
AF118092 A 24 P359491 AF118092 PRO2061 -0.96
NM_000594 A 23 P376488 TNF Tumor necrosis factor -0.93
NM_002176 A 23 P71774 IFNB1 Interferon-beta 1 -0.90
NM_001945 A 23 P213944 HBEGF Heparin-binding EGF-like Growth F -0.83
NM_002309 A_24 P122137 LIF Leukemia inhibitory factor -0.82
NM_002187 A 23 P7560 IL12B Interleukin 12B -0.80
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
Response to Wounding (GO:0009611)
Gene

Systematic Name Probe Name Symbol Description Fc

NM_000584 A 32 P87013 IL8 Interleukin 8 -2.61
NM_001565 A 24 P303091 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -2.26
NM 004591 A 23 P17065 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 -2.22
NM_000576 A 23 P79518 IL1B Interleukin-1beta -2.13
NM_000450 A 23 P97112 SELE Selectin E -1.67
NM_000575 A 23 P72096 IL1A Interleukin-lalpha -1.62
NM_002993 A 23 P155755 CXCL6 Chemokine (C-X-C motif) ligand 6 -1.59
NM 005623 A 23 P207456 CCL8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 -1.57
NM_002985 A 23 P152838 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 -1.34
NM_002089 A 23 P315364 CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 -1.32
NM_001993 A_23 P126782 F3 Coagulation factor 11l -1.32
NM_001432 A 23 P41344 EREG Epiregulin -1.32
NM 006273 A 23 P78037 CCL7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 -1.26
NM_030956 A 23 P33420 TLR10 Toll-like receptor 10 -1.17
NM_003264 A 23 P92499 TLR2 Toll-like receptor 2 -1.12
NM_005409 A 24 P20607 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 -1.11
NM 014589 A 23 P114857 PLA2G2E Phospholipase A2. group IIE -1.08
NM 001511 A 23 P7144 CXCL1 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 1 -1.00
NM_002090 A 24 P183150 CXCL3 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 3 -0.97
AF118092 A 24 P359491 AF118092 PRO2061 -0.96
NM_001570 A_23 P80635 IRAK2 IL-1 receptor-associated kinase 2 -0.90
NM 000963 A 24 P250922 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 -0.88
NM_002996 A 24 P381901 CX3CL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 -0.87
ENST00000248076 | A_24 P228470 PAR4 Protease-activated receptor 4 -0.83
NM_001945 A 23 P213944 HBEGF Heparin-binding EGF-like Growth F -0.83
NM_003734 A_23 P426305 AOC3 Amine oxidase copper containing 3 -0.83
NM_000600 A 23 P71037 IL6 Interleukin 6 -0.79
ENST00000222543 | A_24 P95070 cDNA FLJ26323 fis. clone HRT00813 -0.76
NM_000675 A 23 P109436 ADORA2A Adenosine A2a receptor -0.76
NM_002983 A 23 P373017 CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 -0.76
NM_003182 A_23 P215283 TAC1 Tachykinin. precursor 1 -0.70

Human platelet glycoprotein Ib alpha

J02940 A 23 P152926 GP1BA chain -0.69
NM 001200 A 23 P143331 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 -0.60

137



Anexos

NM_002982 A 23 P89431 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -0.60
NM_016584 A_23 P76078 IL23A Interleukin 23. alpha subunit p19 -0.58
NM_005242 A 23 P58835 F2RL1 Coagulation factor Il -0.55
NM 001001437 A 23 P321920 CCL3L3 Chemokine (C-C motif) ligand 3-like 3 -0.53
NM 023068 A 23 P17481 SIGLEC1 Sialic acid bhinding Ig-like lectin 1 -0.53
NM_ 004200 A 23 P161935 SYT7 Synaptotagmin VII -0.51
Tumor necrosis factor. alpha-induced
NM_007115 A 23 P165624 TNFAIP6 protein 6 -0.50
NM 002994 A 23 P110204 CXCL5 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 5 -0.48
Platelet-derived growth factor beta
NM_002608 A 24 P339944 PDGFB polypeptide -0.46
NM_004244 A 23 P33723 CD163 CD163 molecule -0.41
NM_138938 A_23 P119936 REG3A Regenerating islet-derived 3 alpha -0.39
Tumor necrosis factor receptor
NM_001066 A 24 P54174 TNFRSF1B | superfamily -0.39
NM_ 058176 A 23 P215577 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.39
NM_000397 A_23 P217258 CYBB Cytochrome b-245. beta polypeptide -0.38
NM_014707 A_23 P404162 HDAC9 Histone deacetylase 9 -0.38
NM_000710 A_23 P128744 BDKRB1 Bradykinin receptor B1 -0.38
NM 002986 A 23 P66635 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 -0.38
NM_000064 A 23 P101407 C3 Complement component 3 -0.37
NM_005408 A 24 P125335 CCL13 Chemokine (C-C motif) ligand 13 -0.35
NM_003998 A_23 P30024 NFKB1 Nuclear factor of kappa B-cells 1 -0.35
NM_000641 A 23 P67169 IL11 Interleukin 11 -0.34
NM_012275 A _23_P39856 IL1F5 Interleukin 1 family member 5 -0.33
Complement component 1q
NM 015991 A 24 P222655 C1QA subcomponent -0.32
NM_000312 A 23 P40096 PROC Protein C -0.32
Signal transducer and activator of
NM_003152 A 23 P207367 STAT5A transcription 5A -0.32
NFAT activating protein with ITAM motif
NM_145912 A 23 P17911 NFAM1 1 -0.31
NM_002984 A 23 P207564 CCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 -0.30
Receptor-interacting serine-threonine
NM_003821 A 23 P252106 RIPK2 kinase 2 -0.30
NM 000602 A 24 P158089 SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor clade E -0.30
NM_004895 A 23 P9883 CIAS1 Cold autoinflammatory syndrome 1 -0.28
NM_002981 A 23 P49759 CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1 -0.27
NM_145637 A 23 P211488 APOL2 Apolipoprotein L2 -0.27
NM_000488 A_23 P114626 SERPINC1 Serpin peptidase inhibitor clade C 1 -0.27
NM_000361 A 23 P91390 THBD Thrombomodulin -0.27
Bone morphogenetic protein receptor
NM_001203 A 24 P63380 BMPR1B type 1B -0.27
NM_004148 A 23 P169137 NINJ1 Ninjurin 1 -0.26
NM_022718 A_23 P376557 MMP25 Matrix metallopeptidase 25 -0.26
NM_000572 A 23 P126735 IL10 Interleukin 10 -0.25
Complement component 8beta
NM_000066 A 23 P35252 C8B polypeptide -0.25
NM_173842 A_23 P209995 ILARN Interleukin 1 receptor antagonist -0.25
NM_000647 A_23 P212354 CCR2 Chemokine (C-C motif) receptor 2 -0.25
NM 002416 A 23 P18452 CXCL9 Chemokine (C-X-C maoitif) ligand 9 -0.24
NM 001710 A 23 P156687 CFB Complement factor B -0.23
NM_006528 A 23 P393620 TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 -0.22
NM_000623 A_23 P304897 BDKRB2 Bradykinin receptor B2 -0.21
NM_000212 A 23 P38519 ITGB3 Integrin-beta 3 -0.21
NM 001140 A 23 P55373 ALOX15 Arachidonate 15-lipoxygenase -0.21
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6.2 USO DE CELULAS MADRE
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San Sebastidn, 31 de Marzo del 2010
A quien pueda corresponder,

INBIOBANK (www.inbiobank.org) estd situado en en el Parque Tecnologico de
Miramén en San Sebastidn (Guiptzeoa). INBIOBANK es un biobanco privado sin dnimo de
lucro de células madre adultas humanas para investigacion. El biobanco estd dedicado al
aislamiento y expansién de células madre humanas adultas y la posterior distribucion hacia
Centros de Investigacion y Hospitales nacionales o internacionales que requieran dichas células

para fines de investigacion basica.

La obtencién de donaciones humanas se produce a través de hospitales de titularidad
publica y privada bajo convenios especificos. Estos hospitales suministran la informacion
necesaria para el paciente, incluyendo el destino de la donacién, ¥ recojen el consentimiento
informado correspondiente, habiendo superado las pertinentes comisiones éticas.

INBIOBANK ha sido acreditado como biobanco por la Consejeria de Sanidad del
Gobierno Vasco con fecha 10 de Junio de 2009, seglin establece la Ley 14/2007, del 3 de Julio,
sobre Investipacion Biomédica. INBIOBANK es nodo del Banco Nacional de Lineas
Celulares del Instituto de Salud Carlos III desde Enero de 2010.

El proyecto titulado “Evaluacién del efecto de la expresién de HIF-1alfa sobre las
células mesenquimales y su contribucién a la regeneracibn miocardica y al
mantenimiento de los progenitores hematopoyéticos™ cuyo investigador principal es la Dra.
Pilar Sepiilveda Sanchis y a realizar en el Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia)
incluye el uso de muestras humanas las cuales serdn obtenidas a través de INBIOBANK.

Y para que conste donde proceda firma atentamente,

Dr Angel Garcia Martin
Director Inbiobank

139






DISCUSION

141






Discusion
7. DISCUSION

7.1 COMPORTAMIENTO DE LAS MSC EN ENTORNOS INFLAMATO RIOS

Las células madre mesenquimales (MSC) son particularmente atractivas para la
regeneracion tisular debido a su facilidad de extraccién, purificacion y expansion in vitro, y a
su fenotipo bajo en inmunogenicidad. De hecho han sido utilizadas en estudios preclinicos
en el tratamiento de una gran variedad de enfermedades como el parkinson, la diabetes, la
enfermedad de injerto contra huésped o la degeneracién cartilaginosa (Espejo et al. 1998;
Tsuchida et al. 2003). Con respecto al tratamiento del infarto de miocardio, estudios
anteriores en nuestro grupo demuestran que las MSC ofrecen ventajas terapéuticas
respecto a otros tipos celulares para reducir el area de infarto y mejorar la contractilidad
cardiaca (Arminan, Gandia et al. 2010).

Mientras que la contribucién a la diferenciacion/transdiferenciacion en el tejido a
reparar es a menudo minima, otros efectos positivos tanto angiogénicos como
inmunomoduladores son ejercidos por las MSC en ambientes isquémicos, apoptéticos y pro-
inflamatorios.

Debido a que las interacciones con el microambiente juegan un papel fundamental
en la biologia de las células madre tanto in vivo como in vitro, nos planteamos el estudio de
su comportamiento en entornos inflamatorios, ya que los tejidos dafiados suelen ser objeto
de procesos de isquemia, tropismo celular o estrés oxidativo.

La IL-1B es producida en diferentes tejidos, no sélo como respuesta a patdgenos,
sino también como sefiales de peligro en patologias tales como infarto agudo de miocardio
(Bujak y Frangogiannis 2009), diabetes tipo 2 (Donath y Shoelson 2011) o desérdenes
neuronales (Shaftel et al. 2008). Esta citoquina es considerada la citoquina pro-inflamatoria
por excelencia y su presencia en tejidos o en cultivos celulares es suficiente para
desencadenar potentes respuestas relativamente conservadas en las células de mamiferos.
Asi, decidimos investigar la respuesta de las MSC frente al tratamiento con IL-13. Para tener
una vision global de los procesos biolégicos afectados por dicho tratamiento, procedimos al
estudio de microarrays y posterior andlisis bioinformatico, lo que nos permitié determinar las
funciones moleculares y procesos biolégicos intimamente relacionados con la exposicion de
las MSC a IL-1.

Como suele ocurrir en los estudios de microarrays, una gran variedad de respuestas
biologicas fueron activadas tras la estimulacion de las MSC con IL-1[3, pero quizas la mas
destacada fue la potente estimulacion de secrecion de quimioquinas (tipo CC y CXC) y
factores de crecimiento, que a su vez fueron capaces de aumentar la migracion y adhesion

de las MSC y regular el reclutamiento de leucocitos. Es conocido que los miembros de la
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familia CC afectan principalmente a la migracion de los monocitos y linfocitos T, mientras
gue las quimioquinas del grupo CXC tienen por diana principal los neutréfilos. Como algunas
de estas moléculas son quimiotacticas para leucocitos inflamatorios, como monocitos y
neutrofilos, estos factores paracrinos podrian facilitar la infiltracion de células inmunes para
la reparacion tisular cuando las MSC son trasplantadas en tejidos dafiados.

Aunque el tréfico leucocitario es la principal caracteristica funcional de las
quimioquinas, también poseen otras actividades bioldégicas como son la regulacion de la
angiogénesis, el control de la proliferacion celular y la alteracion de la expresion de
moléculas de adhesion (Le et al. 2004). Estas propiedades podrian afectar a las MSC in vivo
cuando son trasplantadas en tejidos dafiados, puesto que éstos contienen gran cantidad de
IL-1B. En este mismo contexto, CXCL10 es considerada una “sefial de parada” que limita la
expansion de la reaccion fibrética estimulada por el TGFB, el FGF y el VEGF durante la
cicatrizacién miocardica (Bujak y Frangogiannis 2009). Asi pues, estos hallazgos dan luz
sobre el comportamiento de las MSC en ambientes inflamatorios y sugiere que mediadores
inflamatorios como la IL-1B inducen una respuesta en MSC que podria activar acciones
paracrinas in vivo.

También encontramos diferencias entre el patron de activacion de las MSC en
respuesta a IL-1B y otros mediadores de la inflamacion como el TNF-a. Mientras que este
altimo aumentd principalmente las citoquinas CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL1,
CXCL5, CXCL8, CXCL10 y CCL11 (Ponte, Marais et al. 2007), nosotros demostramos que
la IL-18 aumentaba preferentemente CCL3, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL3, CXCL10 y
CXCL11. En este sentido, este estudio muestra cémo la modulacién de las respuestas
biol6gicas de las MSC estd muy asociada con las condiciones de cultivo y la presencia de
mediadores inmunes y ademas, influye en la multipotencia de las MSC. Otros trabajos ya
habian llegado a la misma conclusion y actualmente se estan desarrollando protocolos de
expansion de MSC teniendo muy en cuenta las mejores condiciones para preservar la
estabilidad del cromosoma, mantener su grado de indiferenciacion y evitar su activacion en

respuesta a estimulos como la IL-1p (Crespo-Diaz et al. 2011).

7.2 MECANISMOS TERAPEUTICOS DE LAS MSC

Diferentes estudios preclinicos muestran que las células madre mesenquimales son
capaces de migrar in vivo a través del tejido miocérdico isquémico e inflamatorio y que las
células trasplantadas mediante inyeccion intramiocérdica, reclutan células inflamatorias que
inducen mecanismos de regeneracion (angiogénesis, cardioproteccion y reduccion de
fibrosis) que contribuyen a la mejora de la funcion cardiaca y disminucion del remodelado

ventricular en un corazoén infartado.
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Aun en el caso de la utilizacion de poblaciones de células troncales adultas muy
purificadas y a pesar de que las células madre han demostrado ser seguras en ensayos pre-
clinicos (Rosenzweig 2006; Passier et al. 2008) (con excepcion de algunos estudios en los
gue se ha detectado la aparicion de arritmias debido a la falta de integracion a nivel eléctrico
de las células trasplantadas (Fernandes et al. 2006; Fouts et al. 2006; Hagege et al. 2006)),
estos resultados son muy limitados e insuficientes para aplicarlos como terapia alternativa
en la actualidad. Una posible explicacion seria que la supervivencia, migracion, anidamiento,
proliferaciéon y diferenciacion de las células madre se ven obstaculizadas durante el proceso
de trasplante.

En los dltimos afios ha habido un fuerte debate entre los posibles mecanismos por
los que las células progenitoras son capaces selectivamente de dirigirse a las zonas
isquémicas, crear un nicho y producir el efecto terapéutico. En este sentido se planted la
contribucién a la generacion de nuevos cardiomiocitos por las células trasplantadas versus
mecanismos paracrinos. En general, las estrategias basadas en promover la diferenciacion
de MSC mediante modificaciones genéticas con factores de transcripcion cardiacos o
quinasas que regulan varias funciones intracelulares, no son suficientemente apoyadas.
Esto se debe sobre todo a la alterada conexion con tejido cardiaco sano (que podria
conducir a arritmias), al limitado grado de diferenciacion (siendo la gran mayoria de las
células sélo positivas a un marcador cardiaco) y a la pequefia mejora obtenida con respecto
al trasplante con MSC silvestres (Grauss et al. 2008). Por el contrario, las estrategias
dirigidas a promover la supervivencia de las MSC, mayoritariamente mediante
modificaciones genéticas, han mostrado un incremento significativo en la funciéon cardiaca
en relacién con los tratamientos con MSC silvestres (a pesar de la modesta mejora en
cuanto a anidamiento de MSC y persistencia a corto plazo de las células). La sobre-
expresion de moléculas de supervivencia sobre todo a través de la activacién de la via de
sefalizacién PI3K/Akt tanto in vivo como in vitro, y citoquinas y factores de crecimiento como
el CXCR4/SDF-1a, el HGF, el IGF y el VEGF, parece ser una buena estrategia para
potenciar la terapéutica basada en células madre. Ademas, es suficiente como para
desencadenar una respuesta basada en mecanismos paracrinos que conducen a
angiogénesis, limitacion en fibrosis y movilizacion de células madre (Mangi, Noiseux et al.
2003; Noiseux et al. 2006; Zeng, Lin et al. 2011).

7.3 POTENCIACION DE LAS MSC EN EL TRATAMIENTO DEL | AM

Como se ha comentado en el apartado anterior, a pesar de los avances recientes en
el tratamiento del 1AM, esta patologia todavia es una causa importante de mortalidad. Asi

pues, nos planteamos la posibilidad de mejorar los resultados hasta ahora obtenidos
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mediante terapia celular con el trasplante de MSC modificadas genéticamente con el gen
HIF-1a (Factor inducible por hipoxia-1a). Esta estrategia terapéutica, nada tiene que ver con
la sobre-expresion de HIF-1a en el tejido cardiaco, ya que este factor de transcripcion juega
diferentes funciones en dicho tejido que han sido extensamente estudiadas y han sido
motivo de controversia. Mientras la acumulacion de HIF-1a en los cardiomiocitos mediante
transgénesis conlleva una reduccion en la contractilidad en el adulto y un deterioro de la
funcion ventricular (Minamishima et al. 2008; Bekeredjian et al. 2010), desaconsejando asi
su modulacion en el musculo cardiaco, la sobre-expresion de este factor de transcripcion de
forma inducible en el tejido cardiaco atenué la disfuncion cardiaca tras un IAM
(probablemente debido al aumento de la perfusién sanguinea y glicélisis y a la reduccion de
la apoptosis (Kido et al. 2005; Parisi et al. 2005; Loor y Schumacker 2008)). En este
contexto, la estabilizacion de HIF-1a en ratones knockout con prolil hidroxilasas (PHD)
inducibles (ratones Phd2 flox/flox) produjo la proteccion del tejido dependiente de HIF-1a
tras haber sufrido un IAM, con un aumento de la densidad capilar y preservacion de la
estructura y funcién cardiacas (Holscher et al. 2011). Los autores argumentan que el éxito
de este planteamiento fue evitar la estabilizacion de HIF-1a durante el desarrollo del
corazon, previniendo la activacion de vias que provocaran efectos deletéreos, a la vez que
se moduld la expresion de PHD2 en el adulto, inhibiendo por tanto la hidroxilacién de HIF-1a
y la consiguiente ubiquitinacion y degradacién por el proteasoma.

Considerando el potencial peligro de la modulacion de HIF-1a en el tejido cardiaco,
quisimos fomentar los mecanismos terapéuticos inducidos por el gen sin modular los niveles
de HIF-1a en las células enddgenas del corazon, utilizando terapia celular. Las MSC son
una aproximacion atractiva para reparar el tejido isquémico y la hipoxia es considerada un
estimulo importante para potenciar sus mecanismos terapéuticos (Tsai et al. 2011). En un
estudio previo, nuestro grupo documenté que las MSC reducen la formacién de tejido
cicatricial e incrementan la neovascularizacion de manera mas eficiente que otros tipos de
células madre adultas (Arminan, Gandia et al. 2010).

Los mecanismos paracrinos dependientes de las MSC observados in vivo parecen
ser activados por la hipoxia, ya que las células inyectadas en el miocardio viable en el borde
de la zona, a menudo migran hacia el tejido isquémico indicando no sélo un anidamiento en
el sitio de la lesion, sino también la habilidad de esas células para sobrevivir (durante cortos
periodos de tiempo) en ambientes hipoxicos. De hecho, existen nichos fisiolégicos de
células madre de médula 6sea en niveles reducidos de oxigeno y esta condicibn es
caracterizada por el mantenimiento de su capacidad de autorrenovacion y pluripotencia
(Ceradini et al. 2004).
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Siguiendo este razonamiento, quisimos investigar el efecto de la sobre-expresion de
HIF-1a en la biologia y terapéutica de las MSC. Esta nueva estrategia podria ser importante
para: 1) Cultivar MSC en normoxia y simular algunos de los efectos inducidos por hipoxia. 2)
Identificar los mecanismos por los cuales las MSC incrementan sus efectos paracrinos. 3)
Determinar las moléculas diana de HIF-1a en las MSC, que podrian contribuir al fenotipo de
MSC hipoxia-inducido.

Lo primero que investigamos fue el impacto de HIF-1a en la expresion génica de las
MSC. Los estudios de ganancia de funcion en MSC mostraron que HIF-1a coordinadamente
regulaba la expresion de genes codificando proteinas y factores de crecimiento implicados
en reparacion de heridas, angiogénesis y produccién de matriz extracelular, la mayoria de
ellos previamente descritos como dianas de HIF (Kelly et al. 2003; Higgins et al. 2004,
Calvani et al. 2006; Ronkainen et al. 2007; Kitajima et al. 2008; Wolf et al. 2010). Varios
factores pro-angiogénicos incluyendo Angiopoyetina (ANGPT1), apelina (APLN) y la
proteina matricelular CYR61 (CNN1) se sobre-expresaron en MSC-HIF. La expresion de
ANGPT1 y APLN1 se ve modulada por la hipoxia y HIF-1a en miocitos cardiacos y ambos
promueven efectos beneficiosos en la funcién cardiaca y presion sanguinea (Kelly, Hackett
et al. 2003; Ronkainen, Ronkainen et al. 2007). De manera similar, el factor pro-angiogénico
CYR61 (CNN1) ha sido implicado en la senescencia de los fibroblastos durante el proceso
fibrético como un mecanismo para controlar la fibrogénesis en la reparacion de heridas (Jun
y Lau 2010).

El TGFB y el factor de tejido conectivo (CTGF) fueron también genes diana de HIF-
la. Diferentes estudios sugirieron que el TGF( podria ser crucial para el mecanismo de
reparacion miocardica de las células madre por la represiébn de la sintesis de genes
inflamatorios, reduciendo el infiltrado inflamatorio (Li et al. 2005; Bujak y Frangogiannis
2007). Ademés, el TGFB aumenta la adhesion celular y regula la liberacion de
metaloproteinasas de matriz requeridas para la migracion de las MSC a través de dicha
sustancia (Ries et al. 2007). En este sentido, el CTGF es un mediador regulado en cascada
por debajo de las sefales tanto del TGF( (Grotendorst 1997) como del receptor 30 de la
proteina de acoplamiento G (GPER) y recientemente su activacion en la linea de
cardiomiocitos HL-1 ha sido relacionada con la estabilizacion de HIF-1la y asociada a
mecanismos anti-apoptéticos (Bennewith et al. 2009; Recchia et al. 2011).

La sobre-expresion de HIF-1a en las MSC también activd genes relacionados con la
sintesis de tejido conectivo, expresion de integrinas y reorganizacion de citoesqueleto, los
cuales fueron responsables de la mejor cicatrizacion y del comportamiento de las MSC en

estudios funcionales de quimiotaxis.
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De especial importancia resulté el aumento de migracion hacia el SDF-1a y el HGF.
Estas dos moléculas estan implicadas en el eje CXCR4 y c-Met respectivamente, que no
so6lo se activan en respuesta a hipoxia, sino que también median la migracion y anidamiento
in vivo de las células derivadas de médula 6sea (Hattori et al. 2001; Ceradini, Kulkarni et al.
2004; Neuss 2004; Wojakowski et al. 2004). Todos estos procesos bioldégicos podrian ser
responsables de la mejora de la reparacion cardiaca mediada por las MSC.

Mediante estudios de microarrays y western blot, comprobamos que la contribucion a
la respuesta paracrina de las MSC-HIF se produjo a través de la activacién de las vias de
las sefalizacion PI3K/Akt, p38MAPK y MAPK/INK, fomentando los mecanismos
terapéuticos de las MSC frente al infarto de miocardio. Asi, las MSC-HIF producen una
mayor mejora de la funcién contractil cardiaca con respecto a las MSC, ademas de producir
mayor angiogénesis.

Una limitacion de nuestro estudio fue el andlisis de la accion de HIF-1a in vitro en
normoxia, por lo que no podemos descartar mecanismos adicionales en cultivos en hipoxia.
Sin embargo, los efectos observados in vivo son probablemente mas precisos y reproducen
los efectos de HIF-1a en ambientes hipdxicos resultado de la isquemia cardiaca.

En general, este estudio demuestra que la expresion de HIF-1a en las MSC potencia
mecanismos terapéuticos y afiade nueva informacioén sobre los procesos de reparacion

inducidos por las MSC.

7.4 ELECCION DEL MODELO ANIMAL

En el campo de la medicina regenerativa, a pesar de aplicar en la medida de lo
posible la regla de las 3R’ (reemplazamiento, reduccion y refinamiento), es necesario
disponer de modelos animales para el estudio de diferentes enfermedades.

Aunqgue ningn modelo animal puede replicar completamente la complejidad de las
condiciones patolégicas humanas, los modelos animales son la herramienta para
comprender los mecanismos de la enfermedad y para evaluar las tecnologias de diagndstico
y tratamiento. En el caso que nos ocupa, el modelo experimental de infarto agudo de
miocardio (IAM) constituye un pilar fundamental para entender la regeneraciéon miocardica y
desarrollar procedimientos de terapia celular cardiovascular.

A lo largo de los afos, los investigadores han propuesto diferentes modelos animales
para IAM (Zaragoza et al. 2011), entre los que destaca el modelo de isquemia/reperfusion
(I/R), la criolesion o la ligadura permanente de la arteria coronaria descendente anterior
(Selye et al. 1960; Dewald et al. 2004; van Amerongen et al. 2008). Este dltimo resulta muy
adecuado para simular la obstruccion a la que se ve sometida dicha arteria como

consecuencia de un proceso aterotrombotico. Por otro lado, en este modelo no es posible la
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recuperacion espontanea de la lesion, como se ha descrito en modelos de I/R en roedores,
lo que permite evaluar mas facilmente si los cambios en la estructura del tejido cardiaco o
en la funcionalidad del érgano son debidos a una terapia determinada.

En cuanto al momento de oclusion de la arteria coronaria, para acercarse al modelo
de IAM agudo tal y como ocurre en la especie humana, es preferible efectuar el trasplante
inmediatamente después de haber realizado la ligadura de la arteria. Por otra parte, la
duracién de la isquemia es muy importante para garantizar la produccion del infarto. Los
modelos de isquemia y reperfusién tanto en mamifero superior (cerdos) como inferior
(ratas), coinciden en que es necesario un tiempo minimo de 60 minutos de isquemia
asegurando asi la produccion del infarto (Takagawa et al. 2007; dos Santos et al. 2008).

Otra variable importante en los modelos animales de infarto experimental es la
especie de eleccion (Theroux et al. 1974; Schuleri et al. 2008). La realizacion del infarto en
mamifero inferior tiene como principal ventaja la facilidad para realizar un niamero elevado
de ensayos debido al bajo coste y facilidad de manejo de los animales. Pero cuenta con dos
inconvenientes fundamentales: por un lado la dificultad de los procedimientos quirdrgicos
debido al pequefio tamafio del corazén de los roedores y por otro lado, hay que tener en
cuenta el error experimental originado por la dificultad de conseguir buenas imagenes
ecocardiogréficas (incluso con sondas de alta frecuencia) con las que medir los cambios en
la funcién cardiaca de dichos animales (Charuzi et al. 1983; Buda et al. 1986).

En contraposicion, se encuentran los modelos de mamifero superior, generalmente
establecidos en cerdo, ya que aportan gran similitud anatémica y fisioldgica con el humano;
por lo que en ciertos aspectos como la prediccion del tamafio de infarto o la fisiopatologia de
la cardiopatia isquémica, son comparables (Suzuki et al. 2011).

La oclusién de la arteria coronaria descendente anterior izquierda por encima de la
segunda diagonal, es la localizacibn mas factible para desarrollar un modelo porcino de
infarto de miocardio reperfundido; ésta puede realizarse mediante la oclusién externa tras la
apertura del térax o con un balén intracoronario mediante angiografia (Suzuki et al. 2008).
La realizacion de la oclusion coronaria a térax abierto tiene las ventajas de permitir una
visualizacién directa de la misma y por tanto controlar su oclusién, medir la contractilidad
regional directamente en distintas zonas del corazén e incluso medir directamente el flujo en
las arterias coronarias y en la raiz aértica con técnicas de ultrasonidos. Pero también tiene
inconvenientes, que son los propios de la cirugia y los cambios debidos a la apertura de
térax y pericardio que puedan influir en el remodelado miocardico en los modelos crénicos.

La alta incidencia de fibrilacion y taquicardia ventricular es una dificultad en el modelo
porcino de infarto de miocardio, que conlleva una elevada mortalidad. Una de las ventajas
del modelo quirdrgico con térax abierto es la facilidad de reversion de estas arritmias

mediante masaje y choque eléctrico de baja energia.
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Al tratarse de una especie animal de mayor tamafio, nos permite obtener
determinados parametros que ya estan muy estudiados y establecidos en los hombres,
como son los marcadores cardiacos, la ecocardiografia o el ECG. En nuestro estudio
medimos las enzimas Tn T y CK- MB (Ricciardi et al. 2003), ambas indicadoras de necrosis
de tejido cardiaco. Los niveles séricos de estas enzimas comienzan a elevarse de manera
significativa a las dos horas aproximadamente de haberse producido el dafio y su pico
maximo se observa 12 y 8 horas tras la oclusion, respectivamente. Ambas enzimas
descienden hasta valores basales a las 48-72 horas post-infarto. Asi pues estos marcadores
son muy importantes a la hora de detectar un IAM en su fase aguda. Existen otros
marcadores tales como NT-Pro BNP, mediante los que se obtiene valiosa informacion en el
modelo crénico sobre la contractilidad cardiaca y la evolucién del remodelado ventricular
(Januzzi et al. 2012). Una de las limitaciones de nuestro estudio fue que debido a su elevado
coste, no pudimos medir este marcador cardiaco. Sin embargo, este inconveniente se
solventé mediante el estudio ecocardiografico realizado, con el que pudimos observar y
cuantificar la contractilidad cardiaca del animal a nivel basal y al final del experimento
(Pipers et al. 1978; Lee et al. 2007; Ruan et al. 2009).

En los estudios de contractilidad regional se observé un incremento en la
contractilidad en la zona no dependiente de la coronaria ocluida durante la isquemia,
posiblemente para compensar la disquinesia en la zona isquémica. Este hecho concuerda
con la observacion de las secciones histologicas de los corazones del modelo crénico de
IAM, en las que se aprecia un adelgazamiento de la pared del VI afectada por la isquemia
con un aumento del grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo, zona enfrentada a
la zona infartada.

El modelo de infarto agudo de miocardio desarrollado en cerdo ha servido ademas
para disponer de un modelo en el que evaluar el efecto de nuevas moléculas con caracter
anti-apoptético y anti-inflamatorio, que podrian utilizarse en la proteccion temprana del tejido
miocardico tras el infarto.

A pesar de que el modelo porcino no esta exento de inconvenientes ya que conlleva
un alto coste, mayores problemas éticos, la necesidad de un equipo quirdrgico mas
complejo y se requiere una gran infraestructura, sigue siendo a dia de hoy el modelo mas

fidedigno para simular una patologia cardiaca del ser humano.

7.5 BIOMATERIALES

La bioingenieria en el campo de la cardio-regeneracion ha evolucionado de una

manera exponencial en los ultimos afios y ha pasado a ser una investigacién de naturaleza
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multidisciplinar, cuyo objetivo es solventar los problemas que ocurren tras un infarto de

miocardio prolongando asi la vida del paciente (Leor et al. 2006; Piao et al. 2007).

Los materiales y la biocompatibilidad con el tejido cardiaco: Estudio del Acido
Polilactico

Uno de los factores a tener en cuenta para el éxito del trasplante celular es la via
utilizada. Asi pues decidimos afrontar el hecho de que la supervivencia celular es muy
limitada cuando éstas son trasplantadas mediante inyeccion intramiocardica. Asi, nuestro
propésito fue ver si la utilizacion de biomateriales como vehiculo de administracion mejoraba
la eficacia de la terapia celular. Como se comento en la introduccién, cabe suponer que al
liberar las células con un soporte en forma de matriz, éstas tengan mayor capacidad de
supervivencia y migracion favoreciendo la prolongaciéon de su efecto paracrino. En este
sentido existe una intensa investigacion para disefiar materiales mas adecuados en términos
de biodegradabilidad y con propiedades regenerativas, que sirvan como vehiculo para
liberar factores o células cultivadas en su interior.

Asi pues una vez instaurado el modelo animal para la validacion de la funcionalidad
de diferentes materiales bioldgicos, comenzamos realizando un estudio con el Acido L-
Polilactico (PLA), como posible candidato. Los pardmetros tenidos en cuenta fueron la
capacidad para albergar células, su efecto inflamatorio y la neovascularizacion producida.

Para valorar la viabilidad celular utilizamos el ensayo de MTT, obteniendo un buen
resultado en cuanto a proliferacion. Fue también objeto de este estudio la evaluacion de la
respuesta inflamatoria del biomaterial implantado para determinar si seria adecuado su uso
terapéutico en el tejido cardiaco. El analisis mediante tincién de H-E del PLA implantado
revel6 la presencia de gran infiltrado celular tanto a corto (1 - 3 meses) como a largo plazo
(un ano). Este efecto inflamatorio es probable que se deba a una reaccion de cuerpo
extrafio. Esto hizo que nos plantedramos la adecuacion de este BM como vehiculo celular,
porque a pesar de que con el estudio se demostré que esta inflamacién no era peligrosa
para la vida del animal, si que podria influir en la fagocitosis de las células sembradas en el
biomaterial antes de realizar su papel de efecto paracrino.

Asi, a pesar de que el polimero demostré capacidad para albergar grandes
cantidades de células y a pesar de que se confirmd una neovascularizacién en el BM, su
uso en el campo de la cardio-regeneracion resulta dudoso ya que no cumple con un
requisito indispensable como es la biocompatibilidad.

Efecto de los BM en la prevencion del remodelado

Como se comento en la introduccion, el verdadero problema generado tras el infarto
de miocardio es el deterioro progresivo de la elasticidad de la pared del ventriculo izquierdo

(V1) y las consecuencias que ello conlleva; proceso que se conoce como remodelado
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ventricular. En el caso de los infartos grandes, en el periodo cronico la cavidad del VI se ve
seriamente agrandada. Ademas puede producirse el efecto de distension sistélica en la zona
fibrética debido a la incapacidad, por parte del VI dafiado, de soportar la presion ejercida en
cada sistole. Esto provoca una disquinesia con la consiguiente reduccion del gasto cardiaco,
ademas del riesgo de ruptura ventricular. Como consecuencia, en ocasiones es necesario
proceder a la reseccion de parte del VI para disminuir quirdrgicamente el tamafio del
corazén, de modo que éste pueda aumentar su capacidad de bombeo de sangre hacia el
organismo. Para ello en ocasiones los cirujanos se proveen de mallas compuestas por
materiales sintéticos que ayudan, tras la reseccion, a recuperar la geometria del corazon
(Benetis et al. 2007; Isomura 2011). Aungue en este estudio no hemos conseguido definir un
biomaterial con las caracteristicas adecuadas para prevenir el remodelado ventricular, la
linea de investigacidén sigue abierta, con el analisis de nuevos materiales o la modificacion

de los ya existentes.

7.6 ADHERENCIAS PERICARDICAS

En las intervenciones cardiacas se producen grandes adherencias entre el epicardio,
pericardio y pared toracica haciendo muy complicadas las posteriores re-intervenciones,
necesarias en algunos casos. Puesto que la literatura sugeria un minimo de 2 meses para la
obtencion de adherencias pericardicas en el modelo porcino, realizamos un pre-estudio a
diferentes tiempos con el que se pudo determinar que el modelo de reintervencion quirtrgica
a 5 semanas era adecuado ya que producia la aparicion de grandes adherencias
pericardicas tanto con el epicardio como con el esternon. Con este modelo estudiamos
macroscépicamente la cantidad de adherencias presentes e histolégicamente la fibrosis e
inflamacién producida.

La eleccion de los biomateriales utilizados se debi6 a que el coldgeno es un
biomaterial natural que ya ha sido ensayado para la reparacion de diversos drganos o
tejidos como tendones, crecimiento neuronal, osteogénesis imperfecta, etc. Con respecto al
Fluoruro de polivinilideno (PVDF), estudios in vitro de cultivo celular demostraron
propiedades antiadherentes para este material; y en estudios in vivo se observé una minima
reaccion celular (Kaushal et al. 2011).

A pesar de que en ninguno de los casos obtuvimos ninguna mejoria, con este estudio
pudimos determinar las diferentes reacciones de cada uno de los biomateriales. Mediante la
tincion de Hematoxilina-Eosina comprobamos la gran inflamacién provocada por ambos
biomateriales. A pesar de este hecho, observamos tanto macroscopica como

microscOpicamente que el polimero de colageno se habia integrado con el miocardio y
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estaba en proceso de reabsorcion, mientras que el PVDF habia hecho una reacciéon de
cuerpo extrafio y se apreciaba perfectamente sobre la superficie cardiaca.

Sin embargo, el planteamiento de un biomaterial bicapa, que por un lado ofreciera
una funcién de terapia celular y por otro estuviera disefilado como material antiadherente,
podria apuntar como candidato adecuado al biomaterial de colageno; éste podria actuar
como vehiculo celular para posteriormente ser reabsorbido (Radisic et al. 2003; Ma et al.
2007). En cuanto al PVDF, a pesar de no haber evitado la produccion de adherencias,
podria ser adecuado en un futuro si pudiera someterse a un tratamiento con moléculas que
inhibieran la proliferacion (tales como el tamoxifeno o la colchicina) de modo que éste
permaneceria separando las estructuras y al mismo tiempo serviria de indicador para el
cirujano de la cercania del corazon. Por otro lado, seran necesarios estudios in vitro sobre la
dosis adecuada del farmaco o el tipo de liberacion del mismo, asi como su forma de
esterilizacion.

En un futuro se intentardn conseguir biomateriales mas adecuados vy
multifuncionales. Entre las caracteristicas mas destacadas se buscara que sean
biocompatibles, reabsorbibles en un determinado tiempo, que muestren cierta elasticidad
para evitar disquinesia y a su vez que proporcionen rigidez suficiente para evitar la
distension sistolica, que produzcan un microambiente adecuado para la proliferacion y
migracion celular, que faciliten la liberacion paulatina de células, factores, citoquinas y/o
farmacos, que prevengan las adherencias pericardicas y ademas que sean facilmente
sintetizables y econémicos (Hutmacher 2001; Davis, Hsieh et al. 2005).

Aunque todavia queda mucho trabajo por delante y los problemas son dificiles de
resolver, este apasionante campo estéd en constante evolucion y tiene grandes perspectivas.
Por ello es necesario continuar con los esfuerzos de investigacion, ya que es una potencial
alternativa terapéutica para dar solucion a los millones de personas que en la actualidad

sufren una patologia cardiaca.
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8. CONCLUSIONES

1. La IL-1B modula las respuestas bioldgicas de las células madre mesenquimales (MSC)

afectando principalmente a su capacidad de migracion y tropismo.

2. La migracion y adhesion inducidas por la IL-1B en las MSC estan mediadas

principalmente por la activacion de la via de sefializacion NF-kB.

3. Las MSC tratadas con IL-13 presentan mayor quimiotaxis in vitro, lo que se traduce en

una mayor capacidad para reclutar leucocitos con respecto a las MSC no tratadas.

4. El factor de transcripcion HIF-1a, a través de la activacion de las vias de sefializacion
PI3K/Akt, p38MAPK y MAPK/JNK, modula respuestas biolégicas asociadas a migracion y

reparacion en las MSC.

5. Las MSC-HIF muestran una mayor habilidad de adhesién a las proteinas de la matriz

extracelular y de migracion hacia factores troficos in vitro.

6. Las MSC-HIF muestran una mayor habilidad para reparar la funcién cardiaca en un
modelo experimental de infarto agudo de miocardio en rata, induciendo una mayor

angiogénesis y reduccion del tejido fibrético.

7. Las MSC-HIF estimulan la proliferacion de cardiomiocitos in vivo en ausencia de

hipertrofia cardiaca.

9. El biomaterial acido polilactico resultd ser un buen candidato como soporte para
proliferacién celular, pero sin embargo no se recomienda su utilizacién in vivo ya que

provoca fuertes reacciones inflamatorias a nivel del epicardio.

10. ElI modelo porcino es adecuado para estudios de infarto de miocardio y de adherencias
pericardicas, siendo la ecocardiografia una técnica no invasiva que constituye una

herramienta muy valiosa para determinar la evolucién de la lesion.

11. Los biomateriales con base polimérica de coldgeno y PVDF no fueron capaces de
prevenir las adherencias pericardicas inducidas tras el infarto de miocardio, aunque el
biomaterial de coldgeno mostré una buena reabsorcion, lo que lo habilita para futuros

ensayos de ingenieria tisular.
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