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INTRODUCCIO

1. PROBLEMATICA TERAPEUTICA ACTUAL

La pérdua o mal funcionament d’'un organ o teixit €s un dels problemes més
freqlents i costosos de la sanitat humana. La despesa derivada del
manteniment, millora o substitucié d’'un érgan danyat segueix essent una gran
carga per a la sanitat, estimada en un total de 300 mil milions de dollars per
any'. Per tal de fer-se una idea de la rellevancia del problema, només cal
recordar que la pérdua o mal funcionament d’un teixit pot ser causat per
diferents patologies, com traumes per accident o per diverses malalties
infeccioses (hepatitis C), congénites (atelectasi pulmonar), hereditaries (fibrosis
quistica), autoimmunes (diabetis miellitus), neurodegeneratives (Parkinson),
etc. La incidéncia pel que fa al numero d’afectats és molt elevada, aixi com la
gravetat en molts dels casos. Només la diabetis afecta a uns 135 milions de
persones en el mon i causa la mort de 3 milions de persones per any, amb una
prediccié de 300 milions d’afectats a I'any 2025 segons la Organitzaci6 Mundial
de la Salut®.

La necessitat de substituir, reemplagar o reparar teixits degut a malalties o
traumes, esdevé una necessitat present i de futur. Les terapies cliniques que es
duen a terme per tal de substituir un teixit no funcional sén les que es mostren
breument a continuacié, amb les seves caracteristiques, avantatges i

desavantatges:

1. Al-lotrasplantament: Consisteix en la substitucié de I'd6rgan malalt per un
de sa provinent d’'un donant. L’any 1954 es va realitzar el primer
al-lotrasplantament d’érgan amb éxit, a partir del trasplantament de
rony6 dut a terme pel Dr. Joseph Murray de I'hospital Brigham de Boston
4 Avui en dia, la millora en Ila técnica permet realitzar

al-lotrasplantaments en la majoria d’organs i teixits, el que es tradueix

amb un augment en l'esperangca de vida d'aquelles persones que
presenten greus disfuncionalitats. Per exemple, per cada trasplantament
de fetge, el pacient receptor guanya una mitjana de 16,1 anys mes de
vida, mentre que pel cor, el guany mig de vida es situa en 14,5 anys.

D’altra banda, el trasplantament doble de rony6 i pancrees, considerat
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vital pels pacients diabetics sotmesos a dialisis, suposa un promig de
12,9 anys de vida guanyats, el de ronyo6 7,2 anys i el de pulmé 2,1 anys
3. Com es desprén de les dades, I'éxit de la técnica esta plenament
contrastada, no obstant, presenta a priori dos inconvenients importants.
En primer lloc, la necessitat d’administracio d'immunosupressors de per
vida al pacient (ciclosporina, FK506 i rapamicina). En segon lloc, la
tragica descompensacio entre la oferta i la demanda, dada evidenciada
el 2008 en Eurotransplant Annual Report. Actualment, es calcula que
cada dia 12 europeus moren esperant un trasplant. Les dades del
Registre Mundial de Trasplants, revelen que les donacions dins la UE
(amb una tassa de 18,1 donants p.m.p.) el 2008 només varen permetre

cobrir el 46% de les necessitats de trasplants de la poblacio.

Autotrasplantaments: Representa I'extraccio d’'una part de teixit del propi
pacient per trasplantar-lo en el teixit danyat. A diferéncia dels
al-lotrasplantaments, elimina la necessitat de [I'administracié
d'immunosupressors al pacient i I'espera d’'un donant. Pel que fa a les
proves cliniques realitzades fins el moment, els resultats soén
esperangadors, tot i que no suficients per tal de ser considerada una
técnica plenament satisfactoria. L'inconvenient més important és la
impossibilitat de realitzar la técnica en aquells pacients que no presenten
suficient teixit sa per a ser reimplantat. Aquesta circumstancia es déna
en la majoria de casos?, ja que es necessiten quantitats elevades de

teixit sa per substituir el teixit no funcional.

Xenotrasplantaments: Consisteix en I'extraccié d’un teixit o érgan d’un
animal, per a ser trasplantat en un huma. Es tracta doncs, d’'una técnica
que eliminaria el problema de la descompensacié entre la oferta i la
demanda present en els al-lotrasplants, perd no solucionaria el problema
de rebuig del sistema immunitari. Avui dia, s’esta intentant crear animals
transgénics humanitzats per a xenotrasplantaments, mitjancant la
manipulacio genética dels gens dels antigens majors

d’histocompatibilitat, que evitaria el rebuig immunitari®. No obstant, la
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técnica presenta encara certes caréncies, tan cientifiques com étiques,
juntament a la possibilitat de transmissié d’agents patdgens animals als

humans (salt d’espécie).

4. Trasplantaments de materials biomimétics. Es basa en la implantacié de
materials no bioldgics per substituir teixits no sans en humans, que
intenten reproduir les caracteristiques funcionals dels teixits sans.
Alguns exemples son els cors artificials®, les valvules de cor’, les protesi
de meluc® i els implants de pit®. Les proves cliniques en humans han
representat un impacte positiu en els darrers anys. No obstant, els
materials utilitzats estan subjectes a fractures, toxicitat i desgast i en cap
cas es remodelen en el temps. Un clar exemple d’aquesta incapacitat de
remodelacié son els implants de metall per substituir ossos en pacients
d’edats infantils i juvenils, els quals hauran de patir una revisié continua
de limplant per corregir la descompensacid produida pel seu
desenvolupament. En conseqiiéncia, es pot afirmar que la técnica no
presenta una substitucié del tot efectiva, ja que el material trasplantat no
presenta les mateixes caracteristiques funcionals i estructurals que els

teixits a substituir.

A la vista de les técniques classiques esmentades es dedueix que encara
existeixen grans limitacions per tal d’assegurar una substitucid totalment
satisfactoria d’'un teixit danyat. Aquest fet fa que siguin necessaries noves
terapies que superin les carencies observades en les terapies cliniques actuals.
Les noves terapies haurien d’evitar recérrer a teixits de donants humans i evitar
el trasplantament de grans quantitats de teixit sa, que no farien més que
empitjorar la situacié del malat. Finalment, la nova terapia hauria d’aportar una
millora considerable en la qualitat de vida del pacient, el que significa la
substitucié del teixit o organ danyat per un altre, ja sigui bioldgic o no, que
presenti les mateixes caracteristiques estructurals i funcionals del teixit sa, amb
la remodelaci6é del mateix a mesura que la persona es va desenvolupant.

Davant aquest repte, apareix una nova aproximacio terapéutica que busca
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solucionar les deficiéncies observades en les terapies actuals de reparacié de

teixits i que es coneix com enginyeria tissular.

2 L’ENGINYERIA TISSULAR.

2.1 DEFINICIO D’ENGINYERIA TISSULAR (ET)

El terme ET fou definit en el primer congrés de la “National Science
Foundation” el 1988 com “l'aplicacié dels principis i métodes de I'enginyeria i
les ciéncies de la vida per al coneixement de la relacié entre estructura-funcié
en teixits humans i sans i el desenvolupament de substituts biologics per a la
reparacié o regeneracio de les funcions de teixits i organs”'®. Més tard, Langer i
Vacanti el 1993, acabaren de concretar la definici6 dET com “un emergent i
interdisciplinari camp que aplica els principis de la biologia i I'enginyeria per al
desenvolupament de substituts viables per restaurar, mantenir i millorar el
funcionament de teixits humans”.

Tot i que la primera definicio d’ET no apareix fins el 1988, a principis dels 80 ja
es realitzaven investigacions que entrarien dins la definicio d’ET. Aquest és el
cas de Bell et al, qui el 1981 ja investigava amb la possibilitat de reconstruir
teixits humans vius'!, a partir del cultiu i expansié in vitro de cél-lules epitelials
per al posterior trasplantament en pacients amb cremades. No obstant, no va
ser fins els anys 90 que I'ET es va desenvolupar rapidament i es van comencar
a investigar en substituts bioldgics per a diferents teixits humans. D’aquesta
manera la industria de I'ET ha anat creixent, fins a destinar-se actualment 6 mil
milions de dodlars en recerca i desenvolupament en tot el mon, segons dades
publicades per MedMarket Diligences'?.

En definitiva, 'ET neix de la necessitat de solucionar les deficiéncies
observades en les técniques classiques de reparacio de teixits. L'ET uneix
'experiéncia guanyada en diferents camps, com la biologia cel-lular, la
bioquimica, la biologia molecular, I'enginyeria bioquimica i biomecanica i la
terapéutica humana, pel desenvolupament de teixits que millorin, restaurin o

mantinguin les funcions propies de teixits no funcionals
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2.2. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES

Les estrategies terapéutiques que s’utilitzen en ET es poden resumir en tres
grups (Fig. 1) que es descriuen a continuacié. La utilitzaci6 d’'una o altra
dependra del teixit que es tracti, aixi com del grau i tipus de lesid que

presentin'®

J‘ Proliferacio cel-lular

Aillament cel-lular -
ﬁ; Estructura 3D

C ‘:/.'

e > ‘;‘ &

ENGINYERIA TISSULAR
Cél-lules + 3D
BIOREACTOR
Trasplant

C.emara.cm de .t.c!.n.t

W

Figura 1. Representacio de les diferents estratégies terapéutiques en 'ET
(adaptat de http://www.springerimages.com).

1. Implantacié de cél-lules directament aillades o aillades i cultivades. Les
cél-lules individuals o petits agregats cel-lulars del pacient o d’'un donant
sén injectats en el teixit danyat. En alguns casos, previament a la
injecciod, les cél-lules son cultivades in vitro.

2. Regeneracié de teixit in situ. Un polimer o estructura de suport és
directament implantat en el teixit danyat per tal que les propies cel-lules
del pacient promoguin la reparacio.

3. Implantaci6 de teixit generat in vitro a partir de cél-lules i estructures de
suport. Consisteix en la implantacié d’un teixit tridimensional format per

una estructura de suport amb cel-lules del propi pacient o d’'un donant en
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el teixit danyat. De la mateixa manera que en el primer dels casos, les
célllules que s’inclouen en el polimer, poden ser implantades
directament amb el polimer en el teixit danyat, o bé cultivades

préviament amb el polimer.

En qualsevol de les estratégies descrites es poden utilitzar agents inductors,
com per exemple factors bioquimics i fisics estimuladors de la proliferacio i

diferenciacio cel-lular.

2.3 EINES DE L'ET

Per a la creaci6 d’un nou teixit, amb les mateixes caracteristiques estructurals i
funcionals que el teixit a substituir, és necessari utilitzar els components basics
que de forma conjunta realitzen les funcions propies de tot teixit. Aixi doncs, les
cél-lules, polimers i agents inductors seran les eines o components meés
importants en I'ET. L’aplicacié de les mateixes no sempre sera necessaria i

dependra de la capacitat de regeneraci6 espontania del teixit i del grau de lesio.

2.3.1 Les cél-lules

La font cel-lular per ET s6n molt diverses, i segons els casos, es pot disposar
de cel-lules autol-logues del propi pacient, cél-lules al-logéniques d’un donant i
xenogéniques d’'una altra espécie. A la vegada, aquestes poden ser cél-lules
adultes diferenciades, cél-lules adultes no diferenciades (cél-lules mare adultes)
i cél-lules embrionaries (cél-lules mare embrionaries). Entre els criteris de
seleccié de la font cel-lular s'ha de considerar la possibilitat de que puguin
donar lloc a alguna reacci6 immunoldgica al pacient o puguin estar
contaminades per patogens, el que podria descartar les alllogeniques i
xenogéniques. Tot i no ser considerades com a cél-lules aptes per a la
completa regeneraciéo de teixits, les cél-lules xenogéniques, també poden
presentar possibilitats en tractaments temporals. Un clar exemple sén els

estudis realitzats amb cél-lules de fetge (hepatocits) provinents de porc, i la
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seva aplicaci6 en malalts a I'espera d'un al-lotrasplantament de fetge. Els
hepatocits de porc realitzen les funcions del fetge danyat mitjangant la
recirculacid de la sang del malalt en un bioreactor extern on es troben™. El
resultat és una técnica d’ET que permet una millor mimetitzacié de les funcions
del fetge de les que pot prestar un equip de dialisi i I'eliminacié de possibles
agents patogens a partir de la filtracio de la sang reciclada pel bioreactor.

Altres criteris de seleccié de la font cel-lular s6n I'accessibilitat, el nombre de
cél-lules totals que es poden obtenir, la seva capacitat de dividir-se in vitro, aixi
com la seva plasticitat per donar lloc a les caracteristiques funcionals propies

del teixit diana.

Ceél-lules autologues adultes diferenciades (CAD)

La utilitzacié de CADs, les quals ja estan programades per realitzar les funcions
propies del teixit d'interés, pot semblar inicialment una bona opci6é per a la
regeneracid. Aquesta opcido presenta certes limitacions, com sén la seva

accessibilitat i la seva capacitat de
dividir-se in vitro sense perdre les _ @

w— Cartilag articular

caracteristiques funcionals propies.  zona dextraccié
o de teixit sa -
Pel que fa a la seva accessibilitat,

|  Zonadanyadai
d’implantacio

és dificil concebre, per exemple, la
utilitzaci6 de célllules del cor
(miocardiocits) per a la regeneracié
de lesions en teixit cardiac, per les
propies repercussions en la salut
del malalt. Contrariament, hi ha _
lesions en altres teixits que no Figura 2. Represéntacié del trasplant de
oresenten problemes cel-lules autologues del cartilag. (J. Farr, 2005)
d’accessibilitat i permeten aplicar

CAD. Es el cas de lesions en el teixit cartilaginds, on I'extraccio de cél-lules del
cartilag hiali (condrocits) és possible mitjancant una artroscopia i les

repercussions per la salut del malalt sén minimes (Fig. 2)"°.
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La capacitat de dividir-se in vitro sense perdre les caracteristiques funcionals
propies, dependra del teixit d’origen. Les ceél-lules parenquimals, segons el

criteri de divisio in vitro, es classifiquen en:

1. Cél-lules de divisio labil: Amb elevada capacitat de divisi6 in vitro (p.ex:
teixit epitelial)

2. Cél-lules estables: Amb baixa capacitat de divisid in vitro perd amb
capacitat d’estimulacio (p.ex: teixit connectiu i 6s)

3. Cél-lules permanents : No es divideixen in vitro. (p.ex: teixit muscular)

La utilitzacié de ceél-lules autol-logues diferenciades queda determinada perqué
presentin una bona accessibilitat, aixi com una alta capacitat de dividir-se in
vitro mantenint les caracteristiques funcionals propies. Un exemple de
regeneracio de teixit a partir de cél-lules autol-logues adultes és la practicada
en la regeneracio de teixit epitelial. Mitjangant una petita biopsia de teixit
epitelial sa del pacient es cultiven i expandeixen in vitro els queratinocits
autol-legs diferenciats del malalt, per a la seva implantacié posterior en la zona
lesionada del pacient'®.

Malauradament, de forma freqiient no es disposa d'una font de CAD assequible
i expandible, pel que es va comencar a investigar la utilitzacié de cel-lules mare

embrionaries i cél-lules mare adultes.

Cél-lules mare embrionaries (CME)

Les CME so6n cél-lules que deriven de la massa interna de 'embrié en estadi de
blastocit (7-14 dies). Sén cél-lules pluripotencials, és a dir, tenen la capacitat de
diferenciar-se cap a les tres principals linies germinals; ectoderm, endoderm i
mesoderm. Poden donar lloc a qualsevol dels més de 200 tipus cel-lulars
existents en el cos huma' (Fig. 3). La seva pluripotencialitat va quedar
demostrada quan CME van ser injectades en ratolins immunodeprimits que van
generar teratomes benignes que contenien cel-lules de les tres capes

germinals’®.
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FERTILITZACIO

EMBRIO DE 8

g CEL-LULES
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Qe
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ECTODERM

(cél-lules neuronals) (céllules alveolars)

MESODERM
(cél-lules miscul cardiac)

Figura 3. Pluripotencialitat de les CME (adaptat de Benjamin Cummings © 2010
Pearson Education, Inc i http://www.stemcellresearchfoundation.org.)

Una altra caracteristica d’aquestes cel-lules és que es poden cultivar in vitro i
tenen una elevada capacitat de proliferacié. Aquestes cél-lules presenten un
seguit de desavantatges. En primer lloc, les CME tendeixen a formar
teratomes, tot i que una possible soluci6 és la que suggereixen Murry i
Laflamme mitjangant una seleccié genética per tal d’evitar-ne la formacio'®. En
segon lloc, les CME presenten rebuig immunitari ja que s’han d’aplicar de forma
heterologa®. Per tal de superar-lo, Odorico i col-laboradors®’ proposen tres
estrategies de manipulacié genética. La primera possibilitat seria manipular
genéticament els gens dels antigens majors d’histocompatibilitat per produir
linies de cellules mare embrionaries humanes universals. La segona
possibilitat seria reprogramar el nucli per mitja d’'una transferéncia nuclear per

generar una font de cél-lules embrionaries humanes autol-logues i per ultim es
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proposa la induccid6 dimmunotolerancia mitjangant el trasplantament de
precursors hematopoetics derivats de les cel-lules mare embrionaries humanes
i establir aixi un quimerisme al moll de I'6s.

La utilitzacio de cel-lules mare embrionaries presenta avui dia problemes étics i
legals addicionals. Cal esmentar que el 2004 es va aprovar a Espanya el Reial
Decret 2132/2004 que permet I'Us per a la investigacidé de cél-lules mare
embrionaries humanes a partir de preembrions congelats sobrants dels

processos de fecundacié in vitro.

Cél-lules mare adultes (CMA)

Les CMA soén céllules indiferenciades que es troben en els teixits de tot
mamifer adult’?. La seva funcid és la de proveir el cos de la necessitat de
cél-lules especialitzades mitjangant la corresponent diferenciacié. Tot i que
inicialment es pensava que les CMA només podien donar lloc o diferenciar-se
cap a una linia cel-lular particular, actualment s’ha demostrat que moltes de les
CMA que es troben en els diferents teixits, tenen la capacitat de diferenciar-se
en més d’'un tipus cel-lular diferent al llinatge caracteristic del teixit en el que
resideixen (Fig. 4). A diferéncia de les CME, les CMA no poden donar lloc a
tots els tipus cel-lulars, pel que reben el nom de multipotents. Un tipus de CMA
multipotent sén les cél-lules mare mesenquimals que es troben en practicament

tots els teixits. Com a exemple, en trobem en teixit adipos®, periostium?* 2°,

|26

membrana sinovial®®, muscul esquelétic?’, dermis?®®, sang 2°, moll de I'6s*® i 6s

31, 32

trabecular , i es poden diferenciar en condrocits, osteoblasts, adipocits, i

molts altres tipus cel-lulars.
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Ronyé Teixit adipos Cervell

Moll de I’0s Pancrees Miiscul Fetge

\ ' J
l{) Cél-lules

Mesenquimals
Multipotents

l. 1 l l

Osteoblastes Condrocits Adipocits Altres tipus cel-lulars

Figura 4. Origen i multipotencialitat de les CMA mesenquimals (adaptat de César
Nombela-Arrieta., 2011).

No formen teratomes, no indueixen rebuig immune al ser extretes del propi
pacient, i no existeixen repercussions étiques ni legals. A la vegada, poden
donar lloc a un gran nombre de tipus cellulars amb les mateixes
caracteristiques estructurals i funcionals que les cél-lules del teixit sa a
regenerar.

Inicialment, les CMA derivades del moll de I'6s han estat les més utilitzades i
estudiades com a font cel-lular per a la regeneracio de teixits**> ** 3. No obstant,
estudis recents han demostrat que les CMA mesenquimals derivades de teixit
adipds (ATDPCs, de I'anglés adipose tissue derived progenitor cells) presenten
un seguit d'avantatges respecte de les derivades del moll de I'és, tan pel que fa
a la técnica d'obtencié poc invasiva (lipoaspirat), com al seu rendiment (en un
gram de greix s’obtenen 400 vegades més CMA que en un gram de moll
d'6s%).

Les ATDPCs poden ser expandides de forma estable i es poden diferenciar in
vitro a diferents llinatges com l'osteogénic, condrogénic, adipogénic, miogenic i
neural®® 3" % A més de la capacitat de diferenciar-se a diferents llinatges, les
ATDPCs es caracteritzen per l'expressié de certs marcadors de cél-lules
progenitores mesenquimals com sén: CD10, CD13, CD29, CD34, CD44, CD54,
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CD71, CD90, CD105, CD106, CD117, i STRO-1. No presenten expressi6é de
marcadors del llinatge hematopoétic, tals com: CD45, CD14, CD16, CD56,
CD61, CD62E, CD104 i del llinatge endotelial com: PECAM-1, CD144 i factor
de von Willebrand (VWF)39 40,38 Una altra de les caracteristiques de ATDPCs
és la secrecié de multitud de factors proangiogénics i antiapoptotics tals com
I'SDF-1a, VEGF, el HGF o el TGF-B que podrien afavorir 'angiogénesi o
conferir una certa proteccio al teixit a regenerar®’.

Els ultims anys, les ATDPCs no només s'han obtingut del greix subcutani, sin6é
també d'altres zones com el greix epicardic. Aquest greix, envolta
aproximadament el 80% de la superficie del cor*? i constitueix al voltant d’un
20% del pes de la massa ventricular®. Tot i presentar caracteristiques similars
a les ATDPCs subcutanies pel que fa a marcadors i capacitat de diferenciaci6 a
diferents llinatges**, s'ha hipotetitzat que pel seu contacte directe amb el cor i
les evidents interaccions amb aquest, poden contenir una poblacié de cel-lules
mesenquimals amb unes caracteristiques uniques que podrien ser molt utils en
el camp de la regeneracié cardiaca. De fet, estudis recents confirmen el
potencial terapéutic d'aquestes céllules en la regeneracié cardiaca**.

En general i degut a les caracteristiques optimes que presenten les diferents
ATDPCs com a eina terapéutica en I'ET, s'ha estudiat el seu potencial entre
d'altres en la regeneracid muscular®®, 6ssea®, cardiaca® i del sistema
nerviés*®. En tots els casos s'han obtingut resultats esperancadors, tot i que
encara falten definir aspectes tals com el tipus d'ATDPCs a utilitzar, el nombre i
forma d'aplicacié de les cél-lules, aixi com el seu mecanisme terapéutic*®.

Una altra de les fonts de CMA mesenquimals sén les derivades de la sang de
cordé umbilical (UCBMSCs de l'anglés Umbillical cord blood mesenchymal
stem cells). Aquestes cél-lules, tot i no estar tan estudiades com les derivades
de moll d'6s i les ATDPCs, presenten caracteristiques similars tan en
l'expressi®6 de marcadors de superficie®® com en la seva capacitat de
diferenciacié a diferents tipus cel-lulars® °* 3. Presenten diferéncies pel que fa
a la seva menor immunogenicitat en comparacio a les derivades de moll d'0s,

com a conseqiéncia del seu origen®* °°

, el que permet plantejar I'aplicacio
heterdloga d'aquestes célllules. Una altra de les diferéncies observades

respecte a les cél-lules mesenquimals d'altres origens, és I'elevada capacitat de
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proliferacio sense presentar indicis de senescéncia ni canvis morfoldgics en

periodes llargs de cultiu®" %%,

2.3.2 Estructures de suport

Els polimers proporcionen una estructura en la que les cél-lules poden generar
un sistema tissular. La majoria d'estudis suggereixen que els polimers son
essencials per produir la regeneracié ordenada del teixit, al servir com a guia
del seu desenvolupament® °. Tot i que les céllules aillades tenen la capacitat
de formar I'estructura tissular corresponent, aquesta reconstruccié és limitada,
ja que no presenten capacitat intrinseca d'organitzacio tissular.

De forma general, un polimer com a eina per ET, ha de presentar un seguit de

propietats®":

1. Estar compost per un material biocompatible, és a dir, que no sigui
citotoxic.
Actuar com a suport pel creixement del teixit en tres dimensions.
Permetre la penetracidé cel-lular per a la formaci6 de nou teixit i la
correcte vascularitzacio.

4. Integrar-se al teixit hoste sense la formacié de cicatriu.
Presentar una textura superficial i composici6 quimica que promogui
I'adhesid cel-lular i I'adsorcié de molécules bioldgiques com els factors
de creixement.

6. Desaparéixer a la vegada que es repara el teixit danyat, generant
productes de degradacié no toxics que puguin ser facilment eliminats o

metabolitzats.

7. Presentar propietats mecaniques adaptades a les necessitats del teixit a
regenerar.
8. Produir-se comercialment sota les regulacions existents i amb un cost

que permeti el seu us de manera rutinaria.
9. No alterar el potencial clonogénic i proliferatiu de les cél-lules troncals

que es cultivin conjuntament en el material.

31



INTRODUCCIO

Actualment, la quantitat i varietat de polimers que presenten les
caracteristiques esmentades soén considerables. De forma general, els polimers
es diferencien en funcié de si tenen un origen natural o sintétic. Les avantatges

propies dels polimers naturals i sintétics son detallades a la taula 1.

Taula 1. Principals caracteristiques dels polimers naturals i
sintétics ] ) _
POLIMERS NATURALS POLIMERS SINTETICS

La seva fabricacio6 és

Millor adhesi6 cel-lular )
reproduible

_ _ Poden ser dissenyats per
Major capacitat de promoure
_ o degradar-se
diferenciacio6 cel-lular
controladament

Capacitat d'induir senyals de Normalment tenen una
reconeixement en les menor resposta immune i

cél-lules toxicitat

Estructures de suport (polimers) d’origen natural

1. Col-lagen: La seva aplicacié en ET és molt habitual al ser la proteina

‘

més abundant en els teixits de mamifers i el

principal component de les matrius
extracel-lulars in vivo. Hi ha almenys 19 tipus de
col-lagens diferents, perd l'estructura basica de
tots ells és la de tres cadenes polipeptidiques,
que s’enrotllen entre si per formar una estructura

helicoidal (Fig. 5). S6n el principal element ~ ]

estructural de la  matriu  extracel-lular, ¢
Figura 4. Imatge
. . ) representativa de
flexibilitat els teixits. El tipus de col-lagen present |ostructura de
col-lagen (Addison
Wesley Longman,
propietats fisiques i biomecaniques. La Inc)

proporcionant la forma i dotant de forca

en la matriu extracel-lular condiciona les seves

polimeritzacié del col-lagen per a la formacié del

polimer pot ser duta a terme introduint varies unions quimiques creuades
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(p.ex glutaraldehid, formaldehid)®?

, per unions creuades mitjangant
tractaments fisics (p.ex irradiacié per UV o calor)® i per combinacions
amb altres polimers (p.ex acid hialuronic, acid polilactic, chitosan,
polietilenglicol)®. El collagen és degradat naturalment per
metaloproteases i serin proteases, marcant el seu grau de degradacio la
concentracio d'aquests enzims. Al tractar-se d’'una macromoléecula
present en els teixit humans, els productes de la seva degradacié no

presenten toxicitat ni reaccié immunoldgica.

2. Acid Hialuronic: Es el glicosaminoglicad més simple i es troba en quasi
tots els teixits i fluids de mamifers. Es un polisacarid lineal compost per
la repeticié d’un disacarid (Fig. 6) format per p-D-acid glucordnic i N-

acetil-p-D-glucosamina  units  per

enllagos p (1-3) i (1-4) respectivament. COOK _|on
0
La formaci6 del polimer es realitza cH.on NEH
ies . . O
mitjancant la uni6 creuada covalent T OH
. . . COOK k\—/
amb  derivats  hidrazida®®, per | AOH |

HN.__ _CHa

- ., . . Ly OH . ~r~ "
esterificacié i anillacio®. [ \H_ T
OH O

Adicionalment, l'acid hialurdonic s’ha OH 1 I 'n

. ) . .67 68 Figura 6. Estructura molecular de
combinat amb col-lagen i alginat . I'acid hialuronic.
L’acid hialuronic es degrada

naturalment per hialuronidases, pel que la velocitat de degradacio
dependra de la concentracié d'aquests enzims. Al tractar-se d’una
macromolécula present en els teixit humans, els productes de la seva

degradacio no presenten toxicitat ni reaccié immune.

3. Alginat: S’ha utilitzat en una gran varietat d’aplicacions médiques com
I'encapsulacié de ceél-lules i com agent estabilitzador de medicaments,
per la facil polimeritzaci6 amb agents poc agressius i la seva baixa
toxicitat. Es un polisacarid lineal format pel copolimer de D-acid
manuronic (M) i a-L-acid gulurdnic (G), units per enllagos glucosidics
B(1-4) en unions G-G i a(1-4) en unions G-M (Fig. 7). El seu origen pot

ser tan d’algues marrons i bacteris®®. La polimeritzacié es produeix per la
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interacci® de cations bivalents (Ca®**, Ba?*, Sr**) amb blocs de
monomers G, formant ponts idnics entre les diferents cadenes del
polimer. La degradacié del polimer es produeix a mesura que es
dissocien els cations bivalents de les cadenes de mondmers de G, pel
que la velocitat de degradacié dependra de la concentracié tan del i6
bivalent com de la de l'alginat. Els productes de degradaci6 s’han descrit

com a no toxics i amb baixa reaccié immunologica’® .

Figura 7. Estructura molecular de I'alginat de sodi.

Chitosan: S’ha investigat en moltes aplicacions d’ET per la seva
similitud estructural amb els glicosaminoglicans i per la capacitat de ser
degradat per enzims que es troben en humans (lisozims). Es un
polisacarid lineal de (1-4) D-glucosamina i N-acetil-D-glucosamina
derivat del polimer natural chitina (Fig. 8), que es troba en I'exoesquelet
dels artropods. Els graus de puresa actuals del chitosan presenten
nivells tan baixos d’endotoxines que permeten la seva utilitzacid en
biomedicina i aplicacions farmacéutiques’" 2. El chitosan és soluble en
solucions acides que produeixen la protonacié dels grups amino lliures.
Un cop dissolt, la polimeritzacié es pot dur a terme augmentant el pH™ o
a partir d’una solucié organica’. La seva degradacidé és causada per
lisozim, pel que la velocitat de degradacié dependra de la concentracio
de chitosan i del grau de desacetilacio, aixi com de la concentracioé de
lisozim present. Els productes de la seva degradacid no presenten

toxicitat i la reaccié immune no s’aprecia per I'alt grau de puresa’.

CH,OH CH,OH CH,OH

OH

Figura 8. Estructura molecular del chitosan.
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5. Fibrina: Es un polimer ampliament utilitzat en medicina que es genera
de forma natural en els organismes per aturar una hemorragia o pérdua
de sang produida per la ruptura de la paret vascular. Aquest mecanisme
s’anomena hemostasia o coagulacié sanguinia. En el moment en que es
produeix una lesid, els trombodcits s’acumulen al lloc del dany,
s’adhereixen entre si i formen una agregacié plaquetaria, tot segregant
substancies vasoconstrictores. Es el que es coneix com a hemostasia
primaria i no aconsegueix un tancament estable de la ferida.
Seguidament, en 'hnemostasia secundaria, la proteina fibrina forma una
xarxa insoluble, el trombe, que tanca la ferida fins a la cicatritzaci6é del
teixit. El sistema de coagulaci6 és un procés regulat a través d'una
cascada enzimatica composta per sis factors de coagulacié (Fll, FVII,
FIX, FX, FXI, FXII), una transpeptidasa (FXIIl), tres factors auxiliars no
enzimatics (FIll, FV, FVIII) i el fibrinogen o Fl (substrat de la protedlisi).
Aquests factors de coagulacié funcionen com a zimdgens, de manera
que la forma activada d'un factor catalitza I'activacié del segient.
Aquesta activacié en forma de cascada enzimatica proteolitica assegura
una resposta molt rapida. Totes aquestes reaccions acaben amb
I'activacioé de la trombina (Flla), capag¢ de transformar el fibrinogen, molt
abundant en el flux sanguini, en fibrina per formar el trombe un cop
aquesta s'ha estabilitzat per accidé del factor Xlll (Fig. 9). La fibrina
humana es pot obtenir clinicament del propi pacient’® i de crioprecipitats
de plasma sanguini comercials (Baxter Healthcare Corp., Glendale,
California). Es un polimer que presenta el certificat d’aprovacié per la
FDA (Food and Drug Administration) i és utilitzat en gran nombre
d’aplicacions médiques’’. La seva degradacié es produeix per accié de
la plasmina, enzim del propi cos huma encarregat de la disgregacio de la
fibrina un cop s’ha regenerat la zona danyada. Al tractar-se d’una
macromolécula present en els teixit humans, els productes de la seva
degradacié no presenten toxicitat i la reaccié immune no es considera
quan la seva obtencié és autdloga. En els casos en qué la fibrina és
obtinguda heterdlogament, no s’han apreciat reaccions immunes com a

consequéncia del seu alt grau de puresa’®.
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Figura 9. Imatge esquerre procés biologic de formacio de la fibrina. Dreta,
representacié dels canvis en l'estructura del fibrinogen per accié de la trombina i el
factor Xllla per a la formacio de la fibrina (adaptat de Audesirk et al.,, 2003).

Estructures de suport (polimers) d’origen sintétic.

Els polimers sintétics més utilitzats en ET sén aquells que ja tenen una llarga
trajectoria pel que fa a la seva aplicacié en medicina i presenten l'aprovaci6 de
la FDA com a biomaterials. En aquest sentit, trobem els polilactics amb una
gran aplicacié en medicina com a fils i films per a la fixacié d’ossos i sutures’®,
els poliesters com el poliglicolic (Fig. 10) i el poli-L-Lactic-co-glicolic (Fig. 11),
molt comuns com a sutures biodegradables des del 1980%°, els polieteresters
com la polidioxanona (Fig. 12) aplicada en el camp dels medicaments com a

transportador®' i el polihidroxietiimetacrilat®*(Fig. 13).

0
CH3
Catalyst 0 0
0 Hegt | | HO —¢ C—CH— 04— C— CHO3—H
—————+ —0—CH;~C—+0—CH;—C— ﬁ m (|l
0
1
0
Glycolide Polyglycolide
Figura 11. Estructura molecular del
Figura 10. Estructura molecular del poli-L-Lactic-co-glicolic on el
poliglicolic component “m” representa [I'acid

lactic i el component “n” representa
I'acid glicolic
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Els polimers també poden ser classificats en funcié del seu estat. Actualment,
es poden presentar en estat solid o en forma d’hidrogel. En estat solid trobem
el que es coneix com a malla®® i esponja®. Els polimers solids presenten
caracteristiques reproduibles pel que fa a la mida de porus de la matriu. Els
polimers en forma d’hidrogel miren de mimetitzar les caracteristiques propies
de la matriu extracel-lular que trobem en els diferents teixits i oOrgans,
caracteritzada per una elevada hidratacié (més del 30% del seu pes). La
principal avantatge que presenten és la capacitat de mantenir un estat liquid
fins el moment de la seva polimeritzacié al entrar en contacte amb agents
polimeritzadors, tals com canvis de pH, temperatura, etc. Aixi doncs, I'estat
liquid del polimer ens permet I'administracié del polimer a la zona de la lesio

mitjangant procediments poc invasius pel pacient (p.ex: artroscopia)®®.

2.3.3 Reguladors bioquimics i fisics

Els reguladors bioquimics i fisics com a eina de I'ET, s'utilitzen com a

moduladors de la proliferacio cel-lular, la diferenciacié i la migraci6 cel-lularse. 87.

88

37



INTRODUCCIO

Reguladors quimics o factors solubles

Els reguladors bioquimics son diferents compostos bioldgics (proteines
hormones, vitamines), que s’uneixen a receptors de la membrana cel-lular i

provoquen un seguit de cascades de senyals intracel-lulars que derivaran amb
I'activacio de la proliferacio cel-lular i/o la diferenciacioé cel-lular i/o la migracié

cel-lular (Fig. 14).

Factors de creixement
+ Citoquines

.1
" .
® ¢
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{\u r
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\L. “ I "r 3
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A0 ole _ |
en Y v Y Y
PIIK §re FAK P varlh  Guad @ [
\ f / |
l l ,"I . ) |
i) @ \ \ |/ / MAPK |
¥ Permeabilitat ANV E = Guia
Migracié Proliferacié  vascular

Supervivéncia vascular

Figura 14. Esquema de les interaccions dels factors solubles amb els receptors de
membrana de cél-lues endotelials i la posterior cascada de senyals. (Cell signaling

technology, Inc., 2008)

Els reguladors bioquimics que s'utilitzen actualment sén els factors de
creixement i les citoquines. La quantitat de factors de creixement i citoquines

que es coneixen i utilitzen, aixi com la seva varietat pel que fa a la seva activitat

és molt gran8? 90,91,
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Els requladors fisics

Els reguladors fisics representen totes aquelles forces externes que es poden
aplicar en una ceél-lula, ja sigui mitjancant la forca de cizalla exercida al fer
circular un fluid, la pressio exercida per un element solid o Il'estimulacié al
aplicar un corrent eléctric i que provoquen una resposta cel-lular en forma de
migracio cel-lular® i/o proliferacio cel-lular® i/o diferenciacio cellular® .

El procés mitjancant el qual les cél-lules interpreten les forces fisiques i les
tradueixen per adoptar els canvis cel-lulars corresponents, €s encara avui dia
desconegut en la seva major part. Es creu que una proteina clau de la
membrana extracel-lular actua com un mecanosensor i mecanotransductor. La
combinaci6é de les dues funcions permetria convertir una senyal fisica en una
de quimica que desencadenaria una cascada de senyals intracel-lulars que
determinarien els canvis cel-lulars especifics®.

En la figura 15, es mostra graficament la hipotesi de la conversié d’'una senyal

fisica extracel-lular en una de quimica intracel-lular.
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Figura 15. Representacio esquematica de com les forces mecaniques es tradueixen
en senyals intracel-lulars. Forces de pressio que donen com a resultat canvis en la
morfologia cel-lular (A-C). Com a conseqiiéncia, el citoesquelet pateix canvis
conformacionals que activen respostes funcionals a l'estrés mecanic (D-E). Les
respostes funcionals inclouen [activacié de factors de creixement, factors de
transcripcio i canals ionics (le Noble F et al., 2008).

3 MONITORATGE CEL-LULAR IN VIVO

Les possibles combinacions en ET so6n multiples i variades, per tant és
convenient aplicar técniques d’analisi eficients que ens permetin estudiar totes
les variables possibles amb una fiabilitat, cost i temps Optims. A la vegada, ens
haurien de permetre determinar la validesa de la terapia mitjangant un analisi in
vivo a temps real, on a diferéncia dels analisis in vitro, es reprodueix
adequadament la complexitat de les interaccions que tenen lloc en els teixits.
Les tecniques d’analisi que millor s’ajusten a les necessitats esmentades son
les d’'imatge. Per definicid, les plataformes d’imatge ideals haurien de presentar

les caracteristiques segtients®’:

Receptors d’adhesio
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Biocompatibilitat (seguretat i no toxicitat).
Sensibilitat (capacitat de detectar una sola cél-lula).
Quantificacié (permetre el comptatge del nombre de cél-lules).

Ha d'evitar la dilucié del reporter amb la proliferacié cel-lular.

a b~ w0 bd =

Procediment no invasiu quan sigui possible.

Els sistemes d’'imatge aplicables a aquesta finalitat es poden agrupar segons
I'energia que utilitzen i la necessitat o no d'utilitzar tragadors per obtenir la
informacio visual (raigs X, raigs gamma, positrons, fotons o ones acustiques),
segons la resolucié espacial que aconsegueixen (macroscopica, mesoscopica
0 microscopica) o bé segons el tipus d’informacié que s’obté (anatdmica,
fisiologica, cel-lular o molecular). Els sistemes d'imatges macroscopics que
donen informacié anatomica i fisioldgica sén actualment molt utilitzats en clinica
i preclinica. Exemples d’aquest tipus d’'imatge son la tomografia computeritzada
(CT), les imatges de ressonancia magnética® i els ultrasons. Per altra banda, hi
ha els sistemes que donen informacié molecular, dels quals només alguns es
troben en Us clinic o preclinic, com la tomografia d’emissié de positrons (PET),
la CT d’emissié d’'un sol fot6 (SPECT), la fluorescéncia de reflectancia, la
tomografia mitjancada per fluorescéncia (FMT), la microscopia de fibra optica,
les imatges de dominis de freqliéncia Optica, la bioluminescéncia, la
microscopia confocal d’escaneig per laser i la microscopia multifoto.

Per aconseguir que aquestes tecnologies d'imatge s’adaptin ampliament i
perque siguin complementaries a d’altres tipus de mesures moleculars, els
resultats obtinguts de la seva lectura han de complir certs criteris; han de ser
quantitatius, amb alta resolucio, longitudinals (que permetin les imatges al llarg
del temps), exhaustius, normalitzables, digitals i sensibles a les pertorbacions
moleculars del sistema.

La quantificaci6 és absoluta en aquelles técniques on els senyals soén
independents de la posici6 a la mostra (p. e. CT, FMT, MRI i PET) i la
informacio és quantificable de manera intrinseca. La quantificacié és relativa,
en canvi, quan s’'obté a partir de la informacié d’imatges on el senyal és

dependent tant de la fondaria com del tipus de mostra, perd es pot validar
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experimentalment. En aquest ultim grup, hi trobem la bioluminescéncia (BLI), la
fluorescéncia reflectant i la microscopia multifoté.

Com cada tecnologia té els seus avantatges i les seves limitacions (Taula 2),
s'han desenvolupat plataformes que combinen diferents tecnologies i que
permeten sobrepassar moltes de les limitacions que implica una sola tecnica.

Per exemple, hi ha estudis on es combinen el PET, la fluorescénciai la BLI%.

Taula 2. Avantatges i inconvenients de les diferents técniques d’imatge segons la seva
resolucio, el seu limit de fondaria, el temps, si és quantitatiu, si utilitza o pot utilitzar
més d’un canal, si es pot utilitzar amb animals i si té una aplicacié en la clinica.
(Adaptada de Massoud, T.F., 2003)

5 P 5 MES D'UN > P -
TECNICA RESOLUCIO FONDARIA TEMPS QUANTITATIU AT US EN ANIMALS US CLINIC

) Analisi
| Minuts ) ) )
W/ I 10-100 um | Sense limit Si No fisiologic/molecular i Si
a hores )
anatomic
CT 50 pm Sense limit | Minuts Si No Pulmons i ossos Si
Segons Vascular i imatges per
Ultraso 50 pm cm ] Si No ) ) Si
a minuts intervencio
) Modalitat d’imatge
| Minuts )
PET 1-2mm | Sense limit Si No versatil amb molts Si
a hores
tragadors
| Minuts Anticossos, proteines i
YU  1-2 mm | Sense limit Si No ) Si
a hores péptids marcats
Segons Processos en malalties
lyaife)ioe 2-3 mm <l cm i No Si ) Si
a minuts basats en superficie
) En
Minuts o
FMT 1 mm <10 cm Si Si Imatges quantitatives | desenvo-
a hores
lupament
) ) Expressi6 génica, i
BLI Varis mm cm Minuts Si Si . ) No
migracio6 cel-lular
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3.1 MRI

Aquest tipus d'imatge és una tecnica medica no invassiva que utilitza el
fenomen de la ressonancia magnética per obtenir informacié
sobre les estructures i composicié de I'organisme a analitzar
(Fig. 16). Aquest fenomen es basa en el fet que els nuclis
atomics d’'un nombre senar de protons, en estar sotmesos a
un camp magnétic potent, absorbeixen selectivament ones de
radiofreqiiéncia. Els nuclis habitualment detectats en aquesta
técnica sén els protons dels nuclis d’hidrogen que es troben
en abundancia a les molécules aquoses del cos huma. Quan
s’envien ones de determinada radiofreqliéncia (no ionitzants)
a un cos col-locat a linterior d’'un potent iman, el moment
magneétic dels seus protons, alineats per efecte del camp
magnétic, poden absorbir aquesta energia si coincideix amb
la requerida per un canvi de nivell quantic del proté. Quan el

moment magnetic dels protons es torna a alinear

espontaniament, emeten una ona electromagnética (de Figura 16. MRI

de cos sencer
(http://www.melis
pot detectar mitjangant una antena i un amplificador de radio. samemorial.org)

radiofreqiiéncia) de la mateixa energia que I'absorbida, que es

Aixo permet I'analisi de la capacitat de magnetitzacié de la

mostra.

Els protons de l'aigua dels diferents teixits del cos, al estar associats a diferents
macromolécules, modifiquen la freqiiéncia de ressonancia amb el camp
magnétic extern, en relacié amb I'aigua pura. L’analisi d’aquestes diferéncies,
mitjangant un procediment de rastreig, genera informaci® que permet
reconstruir una imatge de I'estat de magnetitzacié de l'aigua en diferents parts
de la mostra i permet detectar anormalitats en els diferents teixits'®. Tot i que
no provoca efectes nocius, una de les limitacions més importants és que és
molt menys sensible que les técniques amb radioisotops com el PET, que pot
detectar 107'? molécules/L de substrat radioactiu, o com la BLI, que detecta en

el rang del femtomol (107°).

43



INTRODUCCIO

3.2 PET

Aquesta tecnica d'imatge medica, no invasiva, proporciona una imatge
tridimensional o un mapa amb l'activitat metabolica dels diferents teixits del cos;
és a dir, el PET no avalua la morfologia dels teixits directament, sin6 el seu
metabolisme. Es basa en detectar i analitzar la distribucié que adopta a l'interior
del cos un radioisotop administrat intravenosament.

Per a generar imatges, s’administra la substancia tragadora (generalment una
molécula bioldogicament activa) unida a un isdtop que emet positrons. La
interaccio d'un electro i un positré6 emes resulta en la neutralitzacio d’ambdos i
en l'alliberaci6 de dos raigs gamma d’alta energia, que viatgen en direccions
oposades. La detecci6 simultania d’aquests raigs gamma per detectors
oposats, permet establir una direccidé d’emissi6. EI comput de multiples
d’aquestes direccions permet generar una imatge tridimensional de la posicié
de l'isotop emissor'®".

Una de les molécules més utilitzades per PET és la fluorodesoxiglucosa (FDG),
un sucre que unit a un tragador, permet quantificar el consum de glucosa. Es
una tecnica molt utilitzada en la deteccidé de teixits neoplastics, ja que una
caracteristica important d’aquests teixits és el seu elevat consum de glucosa. El
PET permet localitzar focus de creixement cel-lular anormal a I'organisme, aixi
com exploracions en cardiologia, neurologia i psicobiologia.

Actualment, s’esta comencgant a
utilitzar el PET com a técnica
no invasiva pel seguiment in
vivo de cél-lules. Amb aquesta
finalitat, les cél-lules que volen
ser monitoritzades, son

préviament transfectades amb

un gen reporter que expressa

constitutivament la timidina
Figura 17. Imatge per PET amb localitzacio

quinasa (TK). La monitoritzacio cél-lules marcades (tk) i injectades en
) A ventricle esquerra de porc (Gyongyosi, M.
d’aquestes cel-lules per PET, et al,, 2008)

es realitza a partir de la injeccio
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del reporter ['®F]9-(4-[18F]-fluoro-3-hydroxymethylbutyl)-guanine (['*F]FHBG)),
el qual al ser fosforilat per la timidina quinasa queda retingut de forma
intracel-lular, fent-se visible per PET'*? (Fig. 17) .

Una de les maximes limitacions del PET és l'elevat cost pel que fa al
manteniment dels ciclotrons, necessaris per a produir els radioisotops i a la
necessitat de tenir a I'abast els aparells de sintesi quimica per produir els
isotops units a les molecules d’intereés, que degut a la vida mitja tant curta dels

tracadors, s’han de generar in situ.

3.3 CT

Es basa en el comput d’'una imatge tridimensional (tomografica) a partir de
multiples imatges de raigs X, preses a diferents angles al voltant d’un
espécimen'®. Aquesta técnica s’ha utilitzat en el diagnostic de patologies com
tumors cerebrals, embolies, hidrocefalies, etc.

So6n proves facils de realitzar que ofereixen imatges amb molta nitidesa, pero a
vegades necessiten substancies de contrast intravends i, com que s'utilitza

radiacio ionitzant, se n’han de tenir en compte els efectes.

3.4 ULTRASONS

S'utilitzen molt en clinica pel seu baix cost, aixi com per la seva disponibilitat i
seguretat i per aixd s’han fet servir per obtenir imatges del cos durant els ultims
50 anys. La generacio d’'imatges mitjangant aquest procediment consisteix en
I'analisi d’'ones de so de freqliéncia molt alta, per les quals cada teixit t& un
index de refraccio diferent'®. Permet visualitzar estructures normals i
patoldgiques a temps real. També s’han utilitzat ampliament per veure els fetus.

Aquest sistema també ha tingut exit en models de ratoli.
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3.5 TECNIQUES OPTIQUES D’IMATGE

3.5.1 Fluorescéncia

La fluorescencia és la propietat que tenen algunes substancies per emetre llum
quan son exposades a radiacions de tipus ultraviolada o raigs X. Aquestes
molécules (fluordfors) sén capaces d’absorbir fotons d'una determinada
longitud d’ona i d’emetre, entre 10° a 10 segons més tard, energia amb una
longitud d’ona major (de més baixa energia). La diferéncia d’energia entre els
fotons absorbits i emesos es converteix en vibracions moleculars o calor.
Normalment, els fotons absorbits es troben dins del rang de la llum ultraviolada
i la llum emesa dins del rang del visible, perd aixd0 depén de la corba
d’absorbancia i del mateix fluorofor. Aquest fenomen es va conéixer a mitjans
del segle XIX i es va adaptar per microscopia al segle XX.

Un exemple molt conegut de fluordfor és la proteina verda fluorescent (GFP, de
I'anglés green fluorescent protein) obtinguda a partir de la medusa Aequorea
victoria, que emet a 509 nm (llum verda) quan s’excita amb llum ultraviolada
(395 nm). Hi ha una variant, 'eGFP (de l'anglés enhanced GFP), que té un
sistema d’expressi6 més optimitzat per mamifers i un espectre d’excitacid
desplacat cap a longituds d’ones més llargues (488 nm), fet que fa que
s’obtingui més fotoestabilitat i un augment en la seva intensitat d’emissié de 35
vegades respecte a la nativa '°'%. També se n’han fet mutants que varien en
la seva emissid, donant lloc a emissions grogues, cian i blaves.

Un altre fluorofor ampliament utilitzat és la proteina vermella fluorescent (RFP,
de l'anglés red fluorescence protein) clonada a partir del corall Discosoma sp.
Aquesta proteina té la limitacié de trobar-se en forma de tetramer, per tant, no
és util per veure localitzacid6 cellular, ja que solen formar agregats
intracel-lulars. La versi®6 monomeérica de la proteina vermella (mMRFP1),
obtinguda mitjangant una combinacié de mutacions del tetramer, madura 10
vegades meés rapid i té emissid minima quan s’excita a longituds d’ona optimes
per a la GFP. Aixd fa, per tant, que la mRFP1 sigui molt adient per a les
construccions de fusions multicolors en combinaci® amb la GFP. Aquesta

variant té l'inconvenient de produir només el 25% de la fluorescéncia que
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emeten altres variants'”’. Actualment s’estan emprant analegs no naturals
d’aquest monomer per tal de millorar-ne les caracteristiques %8199,

El camp de les proteines fluorescents continua molt actiu. Actualment, s’estan
millorant tant les variants provinents de la medusa com les del corall '*°.
L’aplicaci6 més important de les proteines fluorescents és com a tragadors
bioldgics. S’introdueixen en forma de gen per mitja dels vectors d'expressid i les
proteines produides permeten el seguiment, molt sensible i precis, de la
localitzacio, proliferacié i capacitat d’expressid® genica de les céllules
marcades, mitjangant I'is de procediments de microscopia fluorescent i
confocal. La seva sensibilitat de deteccié es troba entre el rang nano i
picomolar.

L’avantatge principal de les molécules fluorescents com a tragadors és el seu
elevat rendiment quantic (fotons produits/ fotons absorbits) i que no necessiten
substrats. El principal inconvenient fa referéncia a la baixa penetracié de la llum
ultraviolada i, en general, de baixa freqiiéncia a través dels teixits, degut a
I'absorcid per proteines, acids nucleics i altres substancies. Aquest problema
s’agreuja pel fet que degut a 'abundancia de molécules autofluorescents en els
teixits, 'emissio esta contaminada amb un soroll de fons significatiu. Com a
conseqléncia, fins ara, no han estat possibles els procediments d’imatge no
invasius utilitzant la fluorescencia i, per tant, queda limitada als procediments
histologics. Els recents reporters fluorescents dins I'espectre d’infraroig, pero,
s6n molt interessants perqué a aquestes longituds d'ona augmenta la
penetracié en els teixits i disminueix I'autofluorescéncia no especifica’'’ (Fig.

18).
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Figura 18. Representacio de l'espectre electromagneétic des dels raigs gamma fins a
les ones de radio i la seva relacié amb l'energia, freqiiencia i longitud d'ona (adaptat de
http://www.lIpi.usra.edu)

3.5.2BLI

Les imatges in vivo per BLI sén una eina sensible, resultat de I'emissié de llum
a partir de ceél-lules o teixits. Aquesta emissid de llum és conseqiencia de la
reaccio d’'un enzim (luciferasa) que catalitza la oxidacié d’'un substrat (luciferina)
donant com a resultat I'alliberacié de fotons. Les luciferases sén ampliament

representades en el regne animal, com es mostra en la figura 19.
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Figura 19. Sistemes basics de luciferina-luciferasa que

es troben en el regne animal.

Una de les luciferases més utilitzades i
estudiades és la de Photinus pyralis
(PLuc),
caracteritzada el 1978 (Fig. 20). El seu

cADN va ser clonat i expressat en E.coli

que va ser purificada i

per Wet et al. al 1985. Aquesta luciferasa
necessita ATP com a cofactor, i és per
aix0 que s’ha utilitzat molt per determinar
la preséncia d’aquest nucleodtid. El seu
espectre d’emissio és de 550 a 570 nm
(Fig. 26), amb un pic d’activitat que dura

entre 15 i 25 minuts després de la injeccio
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del substrat i es detecta llum fins a 2 0 3 hores després. El fet que la relacié

entre la concentracid del substrat i la llum emesa sigui lineal, juntament amb

I'existéncia de detectors de fotons amb una resposta també lineal en un rang

de 7 ordres de magnitud, fan que aquest reporter sigui molt convenient per a la

BLI""2. Permet detectar en el rang de femtomols de luciferasa.

Una altra de les Iluciferases més
utilitzades és la de Renilla reniformis
(RLuc)' i el seu cADN va ser aillat per
Lorenz et al. el 1991 de l'octocoral del
mateix nom (Fig. 21). La proteina
comparteix homologia amb la proteina
calmodulina d’unio al calci i I'activitat esta
controlada per la concentracié de Ca®* . El
seu espectre maxim d’emissié es troba
als 480 nm (Fig. 22) i la cinética de
produccié de llum és molt rapida; s’inicia
als 10 segons i baixa rapidament durant
els 10 minuts seglents a la injeccio del
substrat ''*. La reaccié de la RLuc és molt

meés simple que la de la PLuc, ja que no

Figura 21. /matge de ['octocoral
Renilla reniformis d’on es va obtenir
la luciferasa del mateix nom
(http://www.dnr.sc.gov)

necessita cofactors com I'ATP, per tant, la RLuc sembla que causaria menys

pertorbacio a les cél-lules marcades. La seva rapida cinética també li donaria

avantatges en experiments on no es vol un senyal gaire persistent al llarg del

temps.
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Figura 22. Diagrama de les reaccions enzimatiques que tenen lloc amb PLuc i RLuc i
les longituds d’ona d’emissio maximes resultants (adaptat de Promega Corporation).

Les limitacions d’aquesta luciferasa es deuen sobretot al seu espectre
d’emissid, ja que només un 3% dels fotons emesos sén de longitud d’ona
superior a 600 nm i escapen a través dels teixits. Per aixd, s’han desenvolupat
variants de RLuc amb un espectre d’emissié desplagat cap al vermell que en
millora I'Gs en animals'"®.

El fet de presentar la PLuc i la RLuc diferents longituds d’ona d’emissid, aixi
com diferents substrats que no presenten reaccié creuada, fa possible la
utilitzacié de les dues reaccions en un mateix animal i amplia les variables a
estudiar mitjangant la BLI.

La utilitzacié de la BLI per el seguiment in vivo de cél-lules o teixits, requereix
enginyeria genetica prévia. Basicament, es dota les cel-lules o teixits d’interes
de I'expressio d’un gen reporter bioluminescent (p.ex: RLuc i/o PLuc), sota el
control transcripcional d’'un promotor. Les diferents variables que es poden
aplicar en la construccio corresponent al gen reporter i promotor ens permeten
entendre [l'estructura dels promotors, ['activacié-unid de receptors de
membrana, monitoritzacié de la diferenciacié cel-lular, analisi de I'estructura
dels factors de transcripcid, estudi de la infecci6 virica i activacié de receptors

nuclears (Fig. 23).
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Figura 23. Diagrama representatiu d'una cel-lula amb les diferents aplicacions per BLI
per a l'estudi de processos cel-lulars (Promega Corporation).

La utilitzacié de la BLI per a l'estudi de la diferenciacié cel-lular in vivo, ens
permet millorar el desenvolupament d’estratégies de regeneracié per ET''.
Amb aquesta finalitat, les cél-lules son doblament transfectades: en primer lloc
amb un gen que codifica per una proteina bioluminescent (p.ex: RLuc) sota el
control transcripcional d’'un promotor constitutiu, i en segon lloc per un gen que
codifica per una altra proteina bioluminescent (p.ex: PLuc) sota el control
transcripcional d’'un promotor especific actiu en processos de diferenciacié. La
relacid entre les dues llums ens permet determinar tan la proliferacié cel-lular
obtinguda per I'emissi6 de llum regulada pel promotor constitutiu, com I'estat de
diferenciacié obtingut a partir de la relacié entre I'emissié de llum regulada pel

promotor constitutiu i la llum emesa i regulada pel promotor especific (Fig. 24).
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Figura 24. Diagrama on es mostra la monitoritzacié de cél-lules implantades en
miocardi de ratoli, préviament transfectades amb RLuc sota el control transcripcional de
CMYV i PLuc sota el control transcripcional del promotor de la troponina | cardiaca.
L’analis del ratio de les dues llums en el temps permet determinar in vivo l'estat
transcripcional d’un gen determinat en un conjunt de cel-lules.

Els avantatges de les luciferases com a tragadors cel-lulars son varies:

1. El gen codificant s'integra dins el genoma de les cél-lules, pel que no es
diluira I'activitat a mesura que les cél-lules proliferin.

2. La quantitat de fotons produits és proporcional a la quantitat de cél-lules.
L'existencia d'una relaci6 lineal entre el nombre de cél-lules i el nombre
de fotons permet avaluar el nombre de cél-lules implantades.

3. Els mamifers no presenten reaccions quimioluminescents, pel que la
contribucié de I'organisme al soroll de fons és practicament nul.

4. Els instruments de deteccidé de fotons, a més de ser extraordinariament
sensibles, poden detectar de I'ordre de desenes de fotons i produeixen
respostes lineals, és a dir, directament proporcionals al nombre de
fotons'"2.

Els principals inconvenients de les luciferases sén la necessitat d'utilitzar un
substrat i que els teixits vius absorbeixen llum visible, fet que limita la
profunditat a la que es poden detectar les cél-lules marcades en animals vius.
Aquesta absorcié de llum depen del tipus de teixit, aixi, per exemple, la pell i el
muscul tenen la transmissié de llum més elevada i sén gairebé dependents de
la longitud d’ona; en canvi, 6rgans amb un contingut vascular molt alt, com el
fetge o la melsa, tenen la minima emissié de transmissio, ja que la llum és

absorbida per I'oxihemoglobina i la desoxihemoglobina. La reducci6 del senyal
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de BLI és d’unes 10 vegades per cada centimetre de fondaria, i aixd varia en
funcié del tipus de teixit; per tant, la maxima fondaria que permet la BLI és de 2-
3 cm'’. Un altre problema és que les imatges obtingudes son bidimensionals i,
per tant, hi ha manca d’informaci6 de profunditat. Amb cameres amb dispositiu
de carrega acoblat (CCD, de l'anglés Charged couple device) rotatories o
multiples visions del mateix animal es solucionaria aquest problema i es podria
obtenir una imatge volumétrica. L’altre inconvenient és la impossibilitat d'aplicar
aquest procediment en humans.

Com a consequéncia de la poca quantitat de llum que travessa els teixits, es fa
necessari emprar cameres d’alta sensibilitat als fotons''®. Els detectors CCD
sén el component principal d’aquestes cameres, i estan essencialment
constituits per matrius bidimensionals de fotodetectors d’estat solid. Aquests
detectors son extremadament sensibles a la llum visible i a l'infraroig proper i
constitueixen I'element sobre el que un objectiu projecta una imatge del
subjecte de I'analisi. Aquestes cameres, converteixen la llum dels fotons de
longitud d’ona entre 400 a 1000 nm en electrons amplificats i registrats per
poder ser digitalitzats.

L’energia térmica generada en el CCD provoca una produccié constant
d’electrons que contamina la senyal d’interés. Aquest soroll termic baixa en un
factor de 10 per cada 20°C de descens de temperatura; per aixo, els CCD
treballen en un rang de temperatura que va dels -80°C als -120°C. La cambra
CCD es troba ubicada dins d’'una caixa fosca, on s’hi col-loca la mostra a
analitzar, i estan acoblats a una unitat criogénica refrigeradora. La informacié
obtinguda és processada i analitzada posteriorment per un sistema

informatic'%.

De les técniques d'imatge oOptiques esmentades es pot deduir que la
fluorescéncia i la BLI presenten propietats propies que les fan complementaries
i aplicables a diferents casos. Aixi doncs, la BLI presenta unes caracteristiques
optimes per a la seva aplicacié in vivo, al presentar poc soroll de fons i una
elevada sensibilitat de deteccié. A la vegada, la fluorescéncia permet una
aplicacid més adient en processos d’analisi in vitro i histologia on el soroll de

fons é€s més baix i permet obtenir imatges d’alta resolucio.
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3.6 METODES D’INTRODUCCIO DE GENS EN LES CEL-LULES

Tant per a la monitoritzacié cel-lular in vivo com in vitro, mitjancant BLI o
fluorescéncia, cal utilitzar vehicles, anomenats vectors, que permetin la
transduccié de gens reporters a les cel-lules d’interes. Per tal que un vector

sigui adequat, ha de presentar una série de caracteristiques''®'%’;

1. Ha de permetre la incorporacio i, si és possible, I'expressié regulada dels
gens necessaris durant un temps convenient.

2. Ha de proporcionar un alt nivell de transducci6 del teixit desitjat o de la

poblacio cel-lular diana.

No ha de ser reconegut pel sistema immunologic.

No ha d’induir una resposta inflamatoria.

L'expressioé ha de ser estable.

La generaci6 del vector ha de ser facil.

N o g s~ ®w

No ha de ser oncogénic.

Els vectors poden ser virals o no virals i I'expressio del gen introduit pot ser

transitoria o permanent.

3.6.1 Vectors no virals

Soén vectors plasmidics o oligonucledtids amb promotors d’expressio eucariotics
que s'introdueixen en la cél-lula de forma directa, és a dir, amb ’ADN nu o
emprant métodes quimics o fisics. Aixi doncs, la injeccié de 'ADN nu ha donat
lloc a una transfeccié positiva en cél-lules musculars'®', de fetge'®? i de pell'®.
En els métodes quimics de transfeccio, 'ADN és embolcallat mitjangant lipids
cationics'®* o polimers'®. En els meétodes fisics de transfeccio s'utilitza
'energia mecanica (bombardeig de particules), eléctrica (electroporacid),
ultrasonica i hidrodinamica per penetrar la membrana cel-lular i introduir

I'’ADN'2¢.
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El principal problema de la utilitzaci6 de meétodes no virals és la possible
degradacio de 'ADN als endosomes abans d’arribar al nucli, donant lloc a una

baixa eficiencia de transfeccio.

3.6.2 Vectors virals

Els virus s6n capacos d’evitar moltes barreres en el procés d’'introduccié d’ADN
exogen en el genoma cel-lular, pel que son vehicles ideals i molt utilitzats per a
la terapia génica. Amb la finalitat d’evitar els inconvenients derivats d'una
infeccid virica, es substitueixen els gens virics necessaris per a la replicacié per
els gens que es vulguin expressar. Com que aquests virus modificats no poden
produir noves particules per ells mateixos, s’han creat linies cel-lulars de
cél-lules empaquetadores que expressen les proteines necessaries per a la
seva replicacio i el seu empaquetament en particules viriques. La introducci6
del genoma viral modificat dins de les cél-lules empaquetadores t¢ com a
resultat la produccié de particules viriques capaces d’infectar qualsevol cél-lula
desitjada, perd que son incapaces de replicar-se.

Vectors virals més utilitzats:

Adenovirus: Son vectors de doble cadena d’ADN i sense envoltura virica,
capacgos de transduir eficientment una gran varietat de tipus cel-lulars, tan in
vivo com in vitro. Poden transfectar tan cél-lules en divisi6 com quiescents,
donant lloc en tots els casos a una expressio transient, consequtiéncia de la no
integracié en el genoma de I'hoste. Un dels principals inconvenients del vectors
adenovirals és la seva elevada toxicitat i immunogenicitat'?’.

Adenoassociats: Sén virus amb una sola cadena d’ADN que es poden integrar

al genoma de I'hoste i poden infectar tan cél-lules quiescents com en divisié.
Aquests virus infecten amb molta eficiéncia i de manera estable provocant una
baixa immunogenicitat. Un dels principals inconvenients dels vectors
adenoassociats és la limitacié en la mida del ADN que es pot introduir, aixi com
I'elevada dificultat que presenta la seva produccio’®®.

Retrovirus: Son virus d’'una cadena d’ARN amb la capacitat d’integrar-se dins el
genoma donant lloc a una expressio prolongada del transgen. Els retrovirus

més utilitzats sén els derivats dels oncovirus, com el virus de la leucémia en
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ratolins o lentivirus. Dins dels lentivirus, els més utilitzats son els derivats dels
virus de la immunodeficiéncia en humans'®, primats i felins'®. Els lentivirus

131 La seva

sén capacos d’infectar tan célllules en divisi6 com quiescents
habilitat d’integrar-se al genoma fa que els gens exdgens no es dilueixin com a
resultat de la divisié cel-lular. Genéticament, els lentivirus estan constituits per 3
gens indispensables per la replicacid i integraci6. Aquests gens es coneixen
com gag, pol i env. Existeixen gens accessoris que contribueixen a una millor
persisténcia. En el cas del VIH aquests gens es coneixen com: vif, vpu, vpr i
nef. El cicle vital d’aquests virus comeng¢a amb la unié de la capsida del virus a
proteines de membrana cel-lular especifiques. Un cop assolida la unid, per un
seguit de mecanismes es produeix la penetraci6 i la denudaci6 de la capsida a
I'interior de la cél-lula, donant lloc a l'alliberaci6 de I'ARN viric al citoplasma
cel-lular. A continuaci6 es produeix la copia de 'ARN a ADN mitjangant I'accid
de I'enzim transcriptasa reversa. Aquest ADN és translocat al nucli cel-lular a
través del complex del porus nuclear i és integrat en el genoma, on rep el nom
de provirus. Seguidament, el provirus es transcriu i es tradueix, donant lloc a
les proteines viriques i ARN viric que s’organitzen en el citoplasma cel-lular, per

donar lloc a nous virus (Fig. 25).

57



INTRODUCCIO

Q; == VIH Citoplasma
S SeReRepe)s . Nucli cel'lular
Srsese e usio .
2=CQ0 . B ADN cel‘lular Provirus
s/ o 1; i
ARNviral s
' )i y = o 1. Transcripcio6
v - aille <%, %\ dePARNm del
o [ & e \ provirus
Transcrlptglsa inversa | D) poxsbanex ) |
1)y O 3 /) | 2. Traduccié de
XOPOOX AANA S5 A |/ PARNm a

— N0 45
Copia ADN RETELES
de PARN
viral

Figura 25. Representacio simplificada del cicle viric dels retrovirus (adaptat de
http://imagesbiogeolfxm.free.fr)

3.6.2.1 Vectors derivats del VIH per a la terapia génica

Els vectors derivats del VIH més primerencs no s’entenien com un vehicle per
introduir gens, sind com a eines per a I'estudi de la biologia del VIH. Consistien
en genomes virals gairebé intactes amb poques delecions en el gen env (que
codifica per la glicoproteina de superficie i la proteina transmembrana del virio)
i amb la insercié de gens reporters en lloc seu. El gen env era introduit amb un
plasmidi separat. La titulacié d’aquests virus era molt baixa i hi havia un alt risc
de produccié de particules competents per a la replicacio.

Degut al interés de la utilitzacié6 de vectors derivats del VIH per a la terapia
genica s’han desenvolupat nous vectors, més segurs, que es descriuen a

continuacio.
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Figura 26. Organitzacio genomica del VIH. A partir d’aquesta estructura basica es van
fer delecions per obtenir les diferents generacions de vectors (Daly, G. et al., 2000).

Primera generacié

La primera generaci6 de vectors lentivirics per a l'alliberacié de gens implicava
un sistema d’expressio de tres plasmidis'®*'33, Amb aix6 es va aconseguir que
fos molt improbable que hi hagués una recombinacié i es produissin particules
competents per a la replicacio (Fig. 27). Constava de:

-Una construccidé_empaquetadora, amb multiples atenuacions del provirus del

VIH per tal d’eliminar les sequéncies d’actuacié en cis imprescindibles per a
I'empaquetament, la transcripcio reversa i la integracié dels transcrits derivats
del plasmidi d’empaquetament.

-Una construccié d’envolta, on el gen VSV-G (de l'anglés G glycoprotein of

vesicular stomatitis virus) podia estar expressat a partir del promotor del
citomegalovirus (CMV) o a partir de la repeticio terminal llarga (LTR, de I'anglés
long terminal repeat) del virus de la leucémia murina (MLV, de I'anglés Murine
Leukemia Virus). La proteina VSV-G de I'envolta confereix una alta estabilitat a
les particules, i permet que es puguin emmagatzemar durant periodes llargs i
que es puguin concentrar per ultracentrifugacio. A més, la VSV-G s’uneix a
fosfolipids de la membrana cel-lular i permet que els virus entrin amb més
facilitat.

-Una construccié de transferéncia, que conté les seqiéncies d’activacié en cis

del VIH necessaries per a I'empaquetament, la transcripcié reversa i la
integraci6 del genoma viric. Aquestes sequéncies son el senyal
d’empaquetament, la regié 5 del gen gag (de grup especific antigen i que
codifica per les proteines estructurals internes del virus ja siguin de la matriu,
de la capside o de la nucleocapside) i el fragment derivat d’env que inclou

'element de resposta rev (RRE) que regula el transport de I'ARN i
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'empalmament entre els LTR virals. Aquests fragments que inclou el RRE se
sap que potencien el procés d’empaquetament. A més, té llocs unics de
restriccid que permet la clonacié d’ADN heterogeni.

Defectuds per a la produccié
de les proteines Env i Vpu

Construccié empaquetadora

W
Construccio d’envolta

m MLV Amphotropic -
Env genc

o]

CM\

Figura 27. Construccié empaquetadora, construccié d’envolta i vector de transferéncia
de la primera generacio de vectors virals per a la terapia génica. Els gens delecionats
es mostren de color gris (Adaptada de Daly, G.et al., 2000).

Segona generacio

En la segona generaci6 de vectors lentivirics es va demostrar que la majoria de
gens vif (Que afecta la capacitat infectiva de les particules viriques), vpu (que
codifica per les proteines de membrana integrals, promocionant l'alliberacié
dels virions), vpr (encarregat de la localitzacié nuclear) i nef (que facilita la
infeccid en les cél-lules quiescent, augmentant la capacitat infectiva dels
virions) de la construccié empaquetadora eren prescindibles i que el gen gag

era suficient perqué es produis aquest procés'*.

Tercera generacio

En aquesta generacio'®®, a partir dels canvis anteriors, es va mutar el gen tat
(que activa la transcripcid), veient que aquest era també dispensable, i es va
substituir el 5’LTR amb un promotor activament constitutiu. A més, el gen rev
s’expressava des dun plasmidi diferent, convertint-se en un sistema
d’expressid de quatre plasmidis. En aquesta generacié quedaven, doncs,

nomeés tres dels nou gens presents en el genoma del virus parental: gag, pol
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(que codifica pels enzims de transcripcié reversa (RT) que conté I'’ADN
polimerasa amb activitats associades ARNasa H i la integrasa) i rev. Tot aixd
eliminava la possibilitat que un virus natiu es pogués reconstituir a través de la

recombinacio.

Vectors SIN

A partir d’'aquests coneixements, es va millorar el sistema, eliminant del vector
els elements transcripcionals del VIH, i es van crear els vectors
autoinactivadors (SIN, self-inactivating), en els quals s’introduia una deleci6 en
la regido U3 del 3'LTR de I'ADN utilitzat per produir el vector dARN. Durant la
transcripcio reversa, aquesta delecio es transfereix al 5’LTR de ’ADN proviric, i
s’aconsegueix que les sequéncies localitzades adjacents al lloc d’integraci6 del
vector no s’expressin de manera aberrant, ja sigui per culpa de l'activitat del
promotor del 3'LTR o a través d’un efecte potenciador. Amb aquests vectors
SIN, també s’evita una interferéncia transcripcional entre el LTR i el promotor
intern que condueix I'expressio del transgen.

Els vector derivats del VIH toleren grans delecions de la regié U3 i, fins i tot,
una eliminacio total del promotor viral sense que hi hagi cap pérdua en la seva
funcionalitat'**'*°. També es va demostrar que aquests vectors podien produir
fins al doble de titulacid que els vectors dels quals derivaven'. Els vectors

SIN, doncs, sbn els més segurs pels requeriments de les aplicacions cliniques
142
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IV. OBJECTIUS






OBJECTIUS

Principal

- Desenvolupament d'una plataforma d'imatge no invasiva per a l'estudi de la

regeneracio tissular.

Especifics

- Creaci6 de vectors lentivirics amb gens reporters quimérics que expressin
proteines bioluminescents i fluorescents, sota el control transcripcional de diferents

promotors especifics de teixit, que participin en processos de diferenciacio.

- Validacio in vitro dels diferents vectors lentivirics aplicant técniques d’imatge no

invasiva mitjangant la BLI.

- Validacio in vivo de la plataforma d'imatge, utilitzant un model de regeneracio ossia.

- Aplicaci6 de la plataforma d'imatge al desenvolupament de procediments d'ET per

a la regeneraci6 de lesions en teixit cardiac.
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MATERIALS I METODES

1. CULTIUS CEL-LULARS

1.1 TIPUS CEL-LULARS

1.1.1 293T

La linia cel'lular humana 293T, que deriva de ronyd embrionari i expressa
constitutivament I'antigen SV40 large T, s’obtingué a partir de ’American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA). Aquesta linia, que és altament
transfectable, es va utilitzar al llarg d’aquesta tesi com a empaquetadora de

virus, mitjangant transfeccions transitories.

1.1.2 Cél-lules mare adultes mesenquimals derivades de teixit
adipos:

- Lipoaspirat subdérmic de maluc (ATDPCs de l'anglés Adipsose tissue

derived progenitor cells).

Les ATDPCs s’obtingueren de pacients amb un index de massa corporal
superior a 25, sotmeses a una liposuccié subdérmica de maluc. El protocol

seguit per al seu aillament es descriu a continuacio:

* Rentar cinc vegades el lipoaspirat amb tampé de fosfat sali (PBS, de I'anglés
Phosphate-buffered saline) 1X i incubar amb 1 volum de col-lagenasa | al
0,075% (Sigma, Steinheim, Alemanya) durant 30 minuts a 37°C amb agitacio.

* Inactivar la collagenasa mitjangant 1 volum de DMEM (de l'angles,
Dulbecco’s modified eagle media-high glucose) (Sigma) amb un 10% de SBF
(sérum bovi fetal) (Sigma).

* Centrifugar a 450 g durant 10 minuts i rentar el precipitat amb 50 ml de
solucié de Ringer.

* Recompondre amb 10 ml de clorur d’amoni 0,16 M i deixar a temperatura

ambient durant 10 minuts per tal de llisar els eritrocits.
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* Centrifugar a 450 g durant 10 minuts i el precipitat es recompon en medi
complet (DMEM (Sigma) + 10% SBF (Sigma) + 1% penicilina-streptomicina
(P/S) (Sigma)).

* Sembrar en flascé i cultivar a 37°C en atmosfera al 5% CO..

* A les 24 hores, retirar el medi per eliminar les cél-lules que no s'han adherit i

afegir medi complet fresc.

- greix epicardic (ATDPC cardiaques) i subcutani (ATDPC subcutanies).

El greix epicardic (0,5 -1 g) s’obté en cirurgies cardiaques rutinaries de la base
de I'artéria aorta. En la mateixa cirurgia s’obté també, el greix subcutani (= 5 g)
que s'extreu d'entre la pell i I'estern. En ambdds tipus de teixit adipés es
segueix el mateix protocol d’aillament cel-lular (protocol adaptat a partir del
descrit per Martinez-Estrada i col™*:

* Rentar repetidament el fragment de greix amb PBS per eliminar la sang del
teixit.

* Tallar en petits fragments eliminant tots els vasos possibles per reduir la
contaminacié amb cel-lules endotelials.

* Digerir durant 30 min a 37°C i agitacié constant amb 10 ml de soluci6 esteéril
0,05% de col-lagenasa Il (Sigma) (5 mg col-lagenasa / 10 ml a-MEM (Sigma)).
Cada 10 min s’ajudara a disgregar mecanicament pipetejant amb una pipeta de
25 ml.

* Afegir 20 ml de medi complet per inactivar la col-lagenasa.

* Centrifugar la suspensio cel-lular durant 10 min a 1200xg.

* Eliminar el sobrenedant i recompondre el boté amb 10 ml de medi complet.

* Sembrar en flascé i cultivar a 37°C en atmosfera al 5% CO..

* A les 24h retirar el medi per eliminar les cél-lules que no s’han enganxat i

afegir medi complet fresc.
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1.1.3 Cel-lules mare mesenquimals derivades de cordo umbilical.

Les célllules mare humanes mesenquimals derivades de corddé umbilical
(UCBMSC), es varen obtenir seguint el protocol adaptat de'**i que es descriu a

continuacio:

* Centrifugar a 400 g durant 5 min la sang de cordé umbilical (60-100 ml) i
recompondre el precipitat en 30 ml de PBS lliure de calci i magnesi.

* La suspensio es diposita sobre 1,077 g/ml de Lymphoprep (Nycomed Inc,
Oslo, Norway) i es centrifuga a 400 g durant 30 minuts.

* El precipitat resultant es recompon en Pharm-Lyse (BD Biosciences, San
Diego, CA) durant 15 minuts per eliminar les restes de cél-lules mononuclears.
* Les cel-lules restants es cultiven en flascons a 37°C en atmosfera al 5% CO; i
en medi DMEM complementat amb el 30% SBF, 1% P/S i 10" mol/L de
dexametasona (Sigma).

* Les cél-lules adherides es tripsinitzen i es tornen a cultivar com a cultiu primari
en flascons i medi complet (DMEM + 10% SBF + 1% P/S)

1.2 CONDICIONS DE CULTIU | MEDIS DE CULTIU

Un cop s’han establert els diferents cultius primaris, el medi de cultiu es canvia
cada 3-4 dies. Els cultius es mantenen fins a arribar a un 70% de confluéncia,
es tripsinitzen i es ressembren a una concentraci6 de 1000 cellules
viables/cm?. En tots els casos els cultius es mantenen a 37°C i una atmosfera
del 5% COa,.

El medi de cultiu emprat es descriu a continuacio:

-DMEM 4500 glucosa (Sigma)

-2 mM L-glutamina (Sigma)

-50 u/ml P/S (Sigma)

-10% SBF (Sigma)

En el cas dels cultius amb 293-T s’afegeix:

-25 mM Hepes (Sigma)
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1.3 CONGELACIO CEL-LULAR

El medi de congelacio conté:
-90% de SBF (Sigma)
-10 % dimetil sulfoxid (DMSO) (Sigma)

Abans de recompondre els precipitats cel-lulars, el medi de congelacio es
manté a 4°C durant 15 minuts. La concentracié cellular és de 1 x 10°
cél-lules/ml. Es fan aliquotes d’'un ml en criotubs que es passen a les caixes de
criocongelacié a -80°C. Després de 48 hores, les cél-lules es guarden en

nitrogen liquid per a una conservacio permanent.

1.4 ESTUDIS DE DIFERENCIACIO | ESTAT D’HIPOXIA IN VITRO

1.4.1 Diferenciacié adipogénica

Per a la diferenciacié in vitro de les ceél-lules mesenquimals al llinatge
adipogeénic, les cél-lules son cultivades en el medi de diferenciaci6 StemPro
adipogenic diferentiation Kit (Invitrogen Inc, Carlsbad, CA) i en les condicions
de cultiu recomanades pel proveidor (www.invitrogen.com/support). Les
céllules es cultiven a una densitat de 1x10* cél-lules/cm? en plaques de 12
pous durant 14 dies, canviant cada 3 dies per medi fresc de diferenciacié. Com
a control s’utilitzen les mateixes cél-lules cultivades en medi de cultiu estandard
(DMEM, 10% SBF i P/S) durant el mateix periode de temps.

Analisi de la diferenciacié adipogénica:

S'utilitza el colorant liposoluble Oil Red O per a la detecci6 de triglicérids, acids
grassos i lipoproteines intracel-lulars. Aquest colorant dbéna una tincioé

vermellosa.
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Protocol:

* Rentar les cél-lules amb PBS 1X i fixar amb paraformaldehid (Sigma) al 4%
durant 1 hora.

* Rentar les céllules fixades amb isopropanol (Panreac S.A, Castellar del
Valles, Espanya) al 60% durant 1 minut.

* Tenyir amb solucié Oil Red O (60 ml de la soluci6é estoc, que és una solucid
saturada d’Oil Red O en isopropanol 100%, amb 40 ml d’aigua destil-lada).

* Rentar dues vegades amb isopropanol 60% durant 1 minut.

* Rentar amb aigua destil-lada durant 5 minuts.

* Tenyir els nuclis mitjangcant hematoxilina de Mayer (Sigma) durant 2-3 minuts.
* Rentar amb aigua durant 3 minuts i seguidament amb aigua destil-lada 3
minuts més.

* Observar al microscopi de contrast de fases.

1.4.2 Diferenciaci6 osteogeénica

Per a la diferenciacio in vitro al llinatge osteogénic, les cél-lules mesenquimals
son cultivades en el medi de diferenciacié StemPro osteogenesis diferentiation
Kit (Invitrogen), en les condicions de cultiu recom