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Resumen

Introduccién. El trasplante pulmonar es, en ocasiones, la Gnica opcion terapéutica disponible para las fases
finales de determinadas enfermedades respiratorias, como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la
enfermedad pulmonar intersticial difusa, las bronquiectasias asociadas a fibrosis quistica o la hipertension
pulmonar, entre otras. Pese a haber aumentado con el tiempo, la tasa de viabilidad del injerto es bastante méas
baja si se compara con el trasplante de otros 6rganos sélidos, ya que cae rapidamente en el primer afio y es de
aproximadamente un 50% a los 5 afios. Este hecho, unido a que las terapias actuales se basan en
inmunosupresores, con sus consiguientes efectos adversos, ha hecho que se estén buscando nuevas estrategias
terapéuticas. Actualmente, se estan realizando numerosas investigaciones y ensayos clinicos con células madre
mesenquimales (MSCs) procedentes de distintos tipos de tejidos. Esto se debe a que han demostrado tener una
capacidad inmunomoduladora afectando tanto a la inmunidad innata como a la adquirida lo que, unido a otras
caracteristicas como sus propiedades regenerativas, angiogénica o antifibréticas, las convierten en candidatas
de estudio como terapias alternativas. Por otra parte, en la actualidad se estd buscando una relacion entre
distintas enfermedades con la alteracion en la expresion de microARNSs, que intervienen en distintas vias o
rutas de sefializacidén actuando sobre determinados genes. Consisten en pequefios fragmentos de ARN no
codificantes cuya modulacion cuando estan desregulados podrian revertir los procesos patoldgicos a un estado

fisiol6gico normal, constituyendo un tratamiento novedoso.

Objetivos. Nuestro objetivo principal ha sido evaluar el efecto de las MSCs derivadas de tejido adiposo (ASCs)
sobre rechazo hiperagudo y agudo tras un trasplante pulmonar en rata. Ademas, hemos querido dar a conocer

la desregulacion de los microARNSs ocasionada tras el trasplante con y sin terapia celular.

Material y métodos. Se han puesto a punto dos modelos de trasplante ortotépico de pulmon en rata: isogénico
(misma cepa donante y receptora) y alogénico (distinta cepa donante y receptora). Ambos fueron sometidos a
un tratamiento o no con ASCs, administradas de forma intravenosa por la vena de la cola a una dosis Unica de
1x10° células/kg. Tanto el rechazo como el estado inflamatorio se evaluaron a las 24 horas y cinco dias
postrasplante mediante un andlisis macroscépico de los injertos donantes y a través de técnicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas para establecer el grado de rechazo vascular y bronquial obtenido. Ademas, se realizaron
también determinaciones de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, asi como quimioquinas tanto en
plasma como en las muestras de tejido pulmonar utilizando técnicas como ELISA y PCR cuantitativa. Por
altimo, se estudid la expresion de los microARNs tras el rechazo agudo, con y sin tratamiento con ASCs

mediante secuenciacién de ARN.

Resultados. Todos los animales, independientemente de si recibieron o no tratamiento con ASCs manifestaron
un rechazo de moderado a grave. En los trasplantes alogénicos, las ASCs disminuyeron los niveles de
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, asi como los macr6fagos M1y linfocitos CD8+ que se mantuvieron
mas elevados en los controles sin tratamiento. Sorprendentemente, en los trasplantes isogénicos, la inflamacion
fue mayor en el grupo con ASCs a las 24 horas postrasplante frente a los cinco dias postrasplante. Finalmente,
la secuenciacion de ARN puso de manifiesto la expresion alterada de 210 microARNs (115 aumentada y 95
disminuida) en el grupo de animales trasplantados sin tratamiento, y 287 microARNSs (115 aumentada y 112

disminuida) en el grupo de trasplantes con terapia celular, en comparacion con pulmones sanos sin trasplante.
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Conclusiones. Las ASCs no evitaron el rechazo del injerto tras el trasplante pulmonar, al mostrar todos los
animales trasplantados, tanto los que recibieron terapia celular como los que no, un grado similar y evidente
de rechazo agudo. Observamos como, tras su administracion, las ASCs migraron al 6rgano diana
manteniéndose en él durante los 5 dias maximos de estudio. Pese a no evitar el rechazo, las ASCs si parecen
mostrar efectos inmunomoduladores en los trasplantes alogénicos, pero no asi en los isogénicos, en los que
parecen incrementar la inflamacion tras su administracion. Estos datos nos sugieren que, el ambiente
inflamatorio en el que se encuentran las ASCs, en nuestro caso, debido al tipo de trasplante realizado, podria
modificar sus efectos inmunomoduladores. En lo referente a la expresién de microARNS, el trasplante
pulmonar, independientemente del tratamiento con ASCs, produce una desregulacion en su expresion estando
algunos aumentados o disminuidos con respecto a controles sanos. Finalmente, seria destacable la necesidad
de nuevos estudios para dilucidar la falta de efecto protector de las ASCs en nuestro trabajo, ya que éstas se

han demostrado eficaces en otros modelos de trasplante.
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Abstract

Introduction. Lung transplantation is sometimes the only therapeutic option available for the final phases of
certain respiratory diseases, such as chronic obstructive pulmonary disease, diffuse interstitial lung disease,
bronchiectasis associated with cystic fibrosis or pulmonary hypertension, among others. Despite having
increased over time, the viability rate of the graft is considerably lower when compared to the transplant of
other solid organs, since it falls rapidly in the first year and being approximately 50% at 5 years. In addition,
immunosuppressants therapies have adverse effects. This has led to the search for new therapeutic strategies.
Nowadays, numerous investigations and clinical trials are underway with mesenchymal stem cells (MSCs)
from different types of tissues. This is because they have shown an immunomodulatory capacity affecting both
innate and acquired immunity which, along with other characteristics such as their regenerative, angiogenic or
antifibrotic properties, make them relevant candidates as alternative therapies. However, new investigations
are presently looking for a relationship between different diseases and the alteration in the expression of
microRNAs, which intervene in different signaling pathways or routes acting on certain genes. They consist
of small fragments of non-coding RNA whose modulation when deregulated could revert the pathological

processes to a normal physiological state, constituting a novel treatment.

Goals. Our main objective was to evaluate the adipose tissue-derived MSCs (ASCs) effect on hyperacute and
acute rejection after lung transplantation in rats. In addition, we wanted to analyze the deregulation of

microRNAs caused after transplantation with and without cell therapy.

Material and methods. Two models of orthotopic lung transplant in rats have been developed: isogenic (same
donor and recipient strain) and allogenic (different donor and recipient strains). They were treated or not with
ASCs, intravenously administered by the tail vein at a single dose of 1x10° cells/kg. Both the rejection and the
inflammatory state were evaluated at 24 hours and five days post-transplant by a macroscopic analysis of the
donor grafts and through histological and immunohistochemical techniques to establish the degree of vascular
and bronchial rejection. In addition, determinations of proinflammatory and antiinflammatory cytokines, as
well as chemokines in both plasma and lung tissue samples were performed using techniques such as ELISA
and quantitative PCR. Finally, microRNAs expression after acute rejection was studied, with and without

treatment with ASCs, using RNA sequencing.

Results. All the animals, regardless whether or not they received treatment with ASCs, showed a moderate to
severe rejection. In allogeneic transplants, ASCs decreased levels of proinflammatory cytokines, chemokines,
as well as M1 macrophages and CD8 + lymphocytes, that remained higher in controls without treatment.
Surprisingly, isogenic transplants showed a greater inflammation in ASCs group at 24 hours post-transplant
compared to the five days post-transplant. Finally, RNA sequencing revealed the altered expression of 210
microRNAs (115 increased and 95 decreased) in transplanted animals without treatment, and 287 microRNAs
(115 increased and 112 decreased) in the transplanted group with cell therapy, both compared to healthy lungs

without a transplant.

Conclusions. ASCs did not avoid rejection of the graft after lung transplantation, showing all the transplanted

animals, irrespective of the treatment, a similar and evident degree of acute rejection. We observed how, after
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their administration, ASCs migrated to the target organ (lung graft), staying in it during the 5 maximum days
of study. Despite not avoiding rejection, ASCs did show immunomodulatory effects in allogeneic transplants,
but not in isogenic ones, where they increased inflammation after administration. This data suggests that
inflammatory environment in which ASCs are found, in our case, due to the type of transplant performed,
seems to modify their immunomodulatory effects. Regarding the expression of microRNAs, lung
transplantation, with or without cell tratment, produces a deregulation in their expression, some being increased
or decreased compared to healthy controls. Finally, new studies would be needed to elucidate the lack of
protective effect of ASCs in our work, since these have been known to be effective in other transplant models.
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1. El trasplante pulmonar

1.1. Historia y desarrollo

El trasplante pulmonar (TP) es, en ocasiones, la Unica opcidn terapéutica disponible para las fases finales de
determinadas enfermedades respiratorias, como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la enfermedad
pulmonar intersticial difusa, las bronquiectasias asociadas a fibrosis quistica, la bronquiolitis obliterante, la

sarcoidosis o la hipertensién pulmonar arterial*.

Sin embargo, el éxito del mismo se produjo tras muchos afios de estudios experimentales y ensayos clinicos.
De este modo, y a diferencia del trasplante de otros érganos solidos, su realizacion de manera exitosa y rutinaria
conllevd més tiempo, debido a problemas en la cicatrizacion de las anastomosis bronquiales, la elevada

inmunogenicidad del pulmén, que requiere una mayor inmunosupresion, y el riesgo de infeccién pulmonar®.

Aunque los primeros intentos experimentales se llevaron a cabo en animales a principios del siglo XX, como
se describira en el apartado de modelos animales, no fue hasta 1963 cuando James D. Hardy realizo el primer
trasplante de pulmén izquierdo con una supervivencia del paciente de 18 dias, que fallecié como consecuencia
de una infeccion e insuficiencia renal, pese a que el pulmén mostraba una buena ventilacién y ausencia de

rechazo®2.

Afos mas tarde, en 1968, D. Cooley realizo el primer trasplante cardiopulmonar en un nifio de dos meses,
aunque falleci6 a las 14 horas debido a un sangrado®. Un afio mas tarde, W. Lillehei llevé a cabo el segundo
trasplante de esta categoria en un paciente de 43 afios que vivio 8 dias y finalmente murié a causa de una
neumonia®. En 1971, C. Barnard realizo otro trasplante del bloque cardiopulmonar con una supervivencia del

paciente de 23 dias'!.

Entre 1963 y hasta 1981, todos los intentos de trasplante, tanto de pulmones, lé6bulos o cardiopulmonares
fracasaron a largo plazo. En ese afio, B. Reitz efectud con éxito un trasplante cardiopulmonar debido a mejoras

en la técnica quirdrgica y al uso de ciclosporina, que permitié revertir dos episodios de rechazo agudo!??2,

En 1983, J. Cooper y su equipo utilizaron omentum para cubrir la anastomosis bronquial tras un trasplante
pulmonar derecho, lo que permitié que el paciente viviera 7 afios aunque finalmente fallecié debido a un fallo
renal'*. Después de ello, en 1986, tuvo éxito al realizar simultdneamente un trasplante bilateral®®. Mas tarde,
se describio la técnica para realizar un doble trasplante pulmonar como si fueran dos trasplantes secuenciales

unipulmonares, para mejorar los resultados evitando el uso de un bypass cardiopulmonar convencional®’.

1.2. Situacién actual

En la Sociedad Internacional para el Trasplante de Corazon y Pulmén (con siglas en inglés ISHLT: The
International Society for Heart & Lung Transplantation) se encuentran los Gltimos datos actualizados que
hacen referencia a la situacion global del trasplante pulmonar. No aparecen registrados los trasplantes

realizados en todos los paises del mundo, sino sélo de aquellos que son reportados a dicha asociacion
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internacional, como lo hace Espafa. Pese a ello, este registro proporciona una idea de como ha evolucionado

el trasplante.

Asi, hasta junio de 2016 se han realizado 4745 trasplantes combinados de corazon y pulmon, de los cuales
4015 fueron en adultos y 730 trasplantes pediétricos. Contando Gnicamente los trasplantes de pulmon, la cifra
total asciende hasta 62456, habiéndose realizado 60107 en adultos y 2330 en nifios.

Como se puede observar en la siguiente gréafica (figura 1), tanto en adultos como en nifios, el nimero de
trasplantes se ha incrementado de manera considerable a lo largo de los afios, especialmente cuando se realiza
el trasplante bilateral. En el caso del trasplante unilateral, el nimero se ha mantenido contante desde

aproximadamente 1993, aumentando su nimero en menor medida.
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Figura 1: Numero de trasplantes pulmonares por afios (imagen obtenida del registro de la ISHLT).

En la actualidad, la tasa de supervivencia ha aumentado con el tiempo. Sin embargo, ésta es bastante menor si
se compara con el trasplante de otros érganos solidos, ya que cae rapidamente en el primer afio, siendo a los 5
afios de un 50% aproximadamente, independientemente de que el receptor sea adulto o nifio. Por otra parte, al
comparar los trasplantes unilaterales con los bilaterales, la supervivencia resulta un poco mayor en este Gltimo
caso llegando casi a los 8 afios en el 50% de los casos, frente a los 5 afios cuando se realiza trasplante
unipulmonar (figura 2).
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Figura 2: A) Supervivencia del trasplante pulmonar en adultos en funcion del tipo de trasplante realizado; B)

Supervivencia del trasplante pulmonar sin especificar el tipo, en pacientes adultos y nifios. Datos de enero de 1990 a

junio de 2015 (imagen obtenida del registro de la ISHLT).

1.3. Situacidn del trasplante pulmonar en Espafia

En la Gltima memoria publicada por la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) se indica que desde 1990

hasta 2016 inclusive, se han realizado un total de 4.088 trasplantes, tanto unipulmonares como bipulmonares.

El nimero ha ido incrementandose hasta alcanzar los 307 trasplantes realizados durante el Gltimo afio

registrado (figura 3). Ademas, de acuerdo a la informacién proporcionada por la ONT, la supervivencia es

bastante mas baja que en otros trasplantes de 6rganos sélidos, siendo de un 73% en un afio, un 53% en cinco

afos y no se registra supervivencia a 10 afios 8.
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Figura 3. Registro del nimero de trasplantes pulmonares realizados en Espafia hasta la fecha (imagen obtenida de la

ONT).
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Es importante destacar que durante el 2016 ha habido siete centros autorizados para realizar los trasplantes

pulmonares (figura 4)

HOSPITAL 1950-2000 2001-2005 2006-2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total

Acumulado
H.U. Gregorio 5 - - - - - - - - 5
Marafion (4) (4)
H.U.Vall d"Hebron 171 153 233 43 66 69 67 58 73 939
(100) (134) (154) (28) (34) (42) (44) (42) (52) (630)
H.U.Puerta Hierro 143 150 181 32 30 37 47 40 43 703
(84) (108) (118) (22) (17) (28) (37 (31) (37) (483)
H.U.La Fe 178 113 127 28 30 29 30 35 45 619
(142) (98) (88) (20) (22) (17) (18) (24) (38) (467)
H.U. Reina Sofia 116 % 123 24 24 34 26 35 33 511
181) (60) (64) (14) (11) (14) (9) (6) (11) (270)
H.U. Marqués de 50 98 127 44 34 45 36 48 39 525
Valdecilla [(29) (68) (84) (28) (22) (26) (23) (32) (24) (336)
H.U.Ramon y Cajal 22 26 - - - - - _ _ 48
(19) (13) (32)
C.H.U. A Coruiia 24 127 184 36 35 42 26 47 39 560
(21) (60) (46) (9) (S) (17) (11) (16) (14) (203)
H.U. Doce de — - 25 17 18 25 30 31 30 176
Octubre (12) (9) (15) (17) (19) (20 (21) (113)
H.U. La Paz Infantil* - - - - 1 = - - 1 2
(1) (1) (2)
Total Anual 709 763 1000 230 238 285 262 294 307 4,088
(480) (542) (566) (130) (131) (161) (161) (171) (198) (2.540)
Tx infantiles
(<16 afios) 38 31 3 6 7 5 1 4 7 130
Incluidos en el total

Figura 4 Namero de trasplantes pulmonares en Espafia por centro (imagen obtenida de la ONT).

1.4. Aspectos clinicos del trasplante pulmonar

Como en los trasplantes de otros 6rganos sélidos, existen una serie de indicaciones por las cuales se realizan
los trasplantes pulmonares, tanto unilaterales como bilaterales, asi como contraindicaciones también
claramente establecidas’? (anexo 1). Dado que no constituyen nuestro objeto de estudio, no nos centraremos
en ellos. Sin embargo, lo que si resulta de gran importancia es el estudio de las principales complicaciones que
se producen tras el trasplante y que impiden que éste sea un completo éxito. Conocer estas complicaciones ha
potenciado el desarrollo de modelos experimentales como herramienta fundamental para tratar de entenderlas
y solucionarlas, como veremos a continuacién. Primero explicaremos de manera resumida los principales
problemas asociados al rechazo para pasar, a continuacion, a los modelos experimentales desarrollados hasta

el momento.

Dentro de las principales causas de morbilidad como de mortalidad tras el trasplante pulmonar se podrian

destacas las siguientes:
- Fallo primario del injerto

Consiste en un dafio agudo del pulmdn trasplantado (primeras 72 horas postrasplante) que comprende

desde una moderada filtracion en el alveolo hasta un dafio grave y difuso de la pared alveolar, con el
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consiguiente edema, con o sin infiltrado e hipoxemia progresiva. Este sindrome ha recibido distintas
denominaciones como dafio por isquemia-reperfusion, edema pulmonar no cardiogénico, sindrome distrés
respiratorio agudo postrasplante, entre otras'®. Se debe a los efectos mecénicos de la ventilacion, la
isquemia a la que se somete el drgano, las condiciones y tiempo de almacenaje del 6rgano y la reperfusion.

Para su estudio se han desarrollado tanto modelos in vitro como in vivo.
Rechazo hiperagudo

Se trata de un rechazo humoral fulminante que ocurre en los primeros minutos u horas tras la reperfusion
del injerto pulmonar como consecuencia de la presencia, antes del trasplante, de anticuerpos especificos
preformados, debidos a transfusiones sanguineas o trasplantes previos?’. Actualmente es poco frecuente
debido a que antes del trasplante se determina la presencia o no de esos antigenos leucocitarios humanos

(en inglés HLA) para evitar que se produzca dicha incompatibilidad.

Cuando se produce, se observa un dafio agudo del pulmén con infiltrado de neutréfilos, plaquetas y
trombos de fibrina en el septo alveolar con necrosis fibrinoide y hemorragia. La unién de los anticuerpos
a su antigeno HLA especifico en las células endoteliales activa el complemento que, como resultado final,
provoca la lisis de dichas células endoteliales, exponiéndose la membrana basal y activando
consecuentemente la cascada de coagulacion que conduce a la trombosis y el infarto. Ademas, esta

activacién del complemento atrae a neutréfilos y macréfagos que amplian el dafio del injerto.

Clinicamente, se produce una rapida hipoxemia y edema en las vias aéreas asi como opacidades difusas

en las imagenes radiolégicas, todo ello en las primeras 24 horas postrasplante?.

Tanto la radiografia como la broncoscopia y el lavado bronquial resultan de gran valor en el diagnéstico.
Las biopsias pulmonares son siempre muy importantes pero, en esto caso, el riesgo que supone el

procedimiento hace que no se puedan llevar a cabo.
Rechazo agudo
Las dos principales formas de rechazo agudo que se describen son:

o Rechazo celular agudo: se caracteriza por ser el tipo de rechazo agudo mas comun mediado por
linfocitos T que reconocen como extrafio al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) o a
otros antigenos. Afecta a mas del 50% de los pulmones trasplantados durante el primer afio?.. En

este caso, se clasifica en dos subtipos?:

= Tipo A: varia desde un infiltrado inflamatorio linfocitico perivascular moderado sin dafio
tisular aparente hasta un infiltrado que puede llegar al intersticio y espacios aereos con

dafio pulmonar agudo y perivasculitis.

= Tipo B: puede encontrarse desde vias aéreas inflamadas (bronquitis linfocitica) de bajo
grado sin dafio tisular hasta un alto grado en el que se distingue un mayor infiltrado y

dafo tisular de las vias aéreas.
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Ambos tipos pueden predisponer en gran medida al desarrollo del sindrome de bronquiolitis

obliterante?..

En los dos casos se trata de una respuesta inflamatoria, predominantemente linfocitaria centrada
en los vasos sanguineos o las vias aéreas. Lo que se observa histopatol6gicamente es un infiltrado
mononuclear perivascular que se puede extender hasta el subendotelio envolviendo las paredes
alveolares en altos grados de rechazo (tipo A). Por otra parte, puede encontrarse un componente
en las vias aéreas con una respuesta linfocitica que se inicia en la submucosa de los bronquiolos
con un aumento de la gravedad al extenderse a través de la membrana basal (tipo B). En ambos

casos, estos patrones de afectacion pueden ocurrir de manera aislada o presentarse conjuntamente.

En ocasiones se observan eosinofilos en las zonas vasculares o bronquiales. Por su parte, la
presencia o no de fibrosis hialina en las vias aéreas y los vasos sanguineos diferencia el rechazo

agudo del crénico?.

Dentro de los factores de riesgo se pueden incluir la disparidad en los antigenos leucocitarios
humanos (HLA)?, factores genéticos, como la resistencia a farmacos?, el tipo de
inmunosupresion, siendo mayor la prevalencia del rechazo en pacientes con ciclosporina que con
tacrélimus®, o la edad, en la que los menores de 34 afios presentan un mayor rechazo®, entre

otros factores.

Para su deteccion son fundamentales el lavado broncoalveolar, para el contaje de células, asi como

las biopsias transbronquiales.

Rechazo mediado por anticuerpos: se produce como consecuencia de la presencia de
anticuerpos contra el CMH del donante u otros epitopos. Estos anticuerpos pueden estar presentes
en el receptor a bajas concentraciones antes del trasplante o desarrollarse posteriormente. Aungue
no esta del todo caracterizado, se describe como un dafio pulmonar agudo con depdsito de C4d

de complemento y neutrdfilos en los capilares y macréfagos intravasculares?’.

La inflamacién de los capilares es un rasgo que aparece con frecuencia?®, aunque no resulta

especifica.

De nuevo, con la sintomatologia que aparece a las semanas 0 meses Y la realizacion de pruebas
de funcién pulmonar, broncoscopia y biopsias transbronquiales se realiza el diagnéstico.

Mediante inmunohistoquimica se determina la presencia de depésito de Cd4?’.

Para realizar un diagnostico correcto habria que observar la existencia de un fallo primario del
injerto, presencia de anticuerpos especificos del donante en el suero del individuo receptor,
evidencias histologicas del dafio agudo y depdsito de complemento Cd4 subendotelial en los

capilares alveolares, ademas de descartar otras posibles causas de disfuncion del injerto?”.
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Disfuncion crénica del injerto pulmonar o rechazo crénico

El fracaso cronico del injerto continla siendo un obstdculo muy importante en la mejora de la

supervivencia a largo plazo tras el trasplante. Actualmente, se distinguen dos causas principales del

mismo:

O

Bronquiolitis obliterante. Es la causa mas comdn de esta disfuncién crénica del injerto que
histologicamente se caracteriza principalmente por una densa fibrosis eosinofilica hialina en la
submucosa de la membrana y bronquiolos respiratorios con obstruccion total o parcial de su luz?®.
También se describe la vasculopatia del injerto con engrosamiento de las paredes de las arterias
y venas pulmonares®. Todo esto conlleva una gran dificultad para respirar.Aparece
aproximadamente en el 50% de los pacientes a los cinco afios tras el trasplante®.

Las lesiones primarias que se producen consisten en una inflamacién de la submucosa por
linfocitos y una interrupcién del epitelio de las vias respiratorias bajas. Esto es seguido por un
crecimiento del tejido granular en la luz de las vias aéreas con su consecuente obstruccion total o
parcial. Ademas, se pueden encontrar bronquiectasias, neumonia y varios grados de rechazo

celular agudo®,

El resultado final de este trastorno es la obliteracion de las vias respiratorias bajas que produce

una limitacion al flujo aéreo.

Disfuncion o enfermedad pulmonar restrictiva (RAS). Se describe como un defecto restrictivo
ventilatorio mas que como el patrén obstructivo tradicional que se observa en el sindrome
anterior, y con un infiltrado fibrético en los I6bulos superiores visibles por pruebas de imagen3334,
Sus alteraciones mas caracteristicas son, por tanto, cambios fibréticos a nivel pleural y subpleural,

presencia de exudado fibrinoso intraalveolar y neumonia aguda fibrinosa®.

Su afectacion patoldgica incluye cambios en parénquima y pleura con dafio alveolar y fibrosis del
intersticio y septo interlobular, asi como fibrosis pleural, con o sin lesiones de bronquiolitis

obliterante®.

A nivel clinico, méas que una disminucion progresiva de la funcién pulmonar propia de la
bronquiolitis obliterante, se manifiesta como una serie de procesos agudos intensificados con
distrés respiratorio o dificultad respiratoria que, en ocasiones, origina la muerte o requiere de un

retrasplante de urgencia®.

Desarrollo de infecciones

Por altimo, una complicacion frecuente y nada despreciable del trasplante de pulmoén se debe a

infecciones que aparecen tanto de forma temprana como mas tardiamente. Sus causas pueden ser

maltiples, desde la inmunosupresion del paciente trasplantado, la carga bacteriana previa del pulmon

trasplantado o el estado del receptor, que puede también tener una mayor carga microbiana a nivel
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bronquial por patologias previas del pulmén. Ademas, la propia técnica quirtrgica también puede inducir

un aumento de las infecciones®.

2. Inmunobiologia del rechazo

2.1. El trasplante pulmonar y el rechazo

Dado que nuestro estudio esta centrado en el rechazo agudo se hace preciso resumir las partes basicas de la
inmunobiologia del trasplante.

La respuesta inmune que se produce tras un trasplante es un proceso gradual en el que interviene el sistema

inmune, tanto innato (o respuesta no especifica) como adaptativo (o respuesta especifica).

La respuesta innata (sistema inmune innato, SlI) incluye el reclutamiento y la intervencion de macréfagos,
neutréfilos, células Natural Killer (NK), citoquinas, ciertos receptores celulares y componentes del

complemento®,

Las moléculas producidas como consecuencia del dafio debido a la extraccion del 6rgano, la isquemia friay la
reperfusion del mismo atraen a los neutréfilos, macréfagos y monocitos que, junto con las citoquinas
proinflamatorias que estimulan, provocan una respuesta inflamatoria importante y el consiguiente dafio del
6rgano. Todo ello contribuye también al desencadenamiento de la respuesta inmune adaptativa, interviniendo

tanto linfocitos T como B.

Ambas respuestas se encuentran muy relacionadas, ya que la activacion de las células T por antigenos
especificos conduce a la produccion y secrecion de citoquinas y quimioquinas que a su vez reclutan
componentes del SlI junto con la produccion de aloanticuerpos y citotoxicidad mediada por células CD8+.
Ademas, la produccion de componentes del complemento resulta de gran importancia para la activacién de los

linfocitos T°°.

Por lo tanto, la respuesta inmune adquirida tiene un papel destacado en la destruccién del injerto, de igual
manera que el rechazo mediado por anticuerpos se produce por la union de los aloanticuerpos y la activacion

del complemento.

De forma resumida, la activacion de las células T requiere de dos sefiales. Por un lado, se produce por la
interaccion del receptor de dichas células con el antigeno presentado como un péptido por las células
presentadoras de antigenos. Por otro lado, la siguiente sefial esta aportada por estimulacion conjunta de la

interaccion entre ligando/receptor en las superficies de las células T y células presentadoras de antigeno.

Cuando las células se activan, se produce una expansion clonal de las mismas bajo la influencia de factores de
diferenciacion y crecimiento mitogénico como la IL-2. Las células entonces inducen citotoxicidad mediada
por linfocitos CD8+, ayudan a la produccién de anticuerpos por las células B y potencian a los macréfagos en

la induccion de respuestas retardadas de hipersensibilidad.
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El reconocimiento del injerto por los linfocitos T es el principal mecanismo de rechazo del 6rgano trasplantado.

Hay descritas dos formas de reconocimiento del injerto, directa e indirecta (figura 5).

Injerto donante

Célula dendritica receptora
procesando el péptido

Célula dendritica donante ~a
/ N donante

™\ "f\,’ \-/ 4
V' £ S

= /,

[ 4
P - (
CMH donante . Péptido donante = CMH receptor

Linfocito T receptor
—

L J L J

Reconocimiento directo Reconocimiento indirecto

Figura 5: Vias de reconocimiento del injerto donante por las células del propio receptor.

En la via directa, de gran importancia en el rechazo agudo, los linfocitos T del receptor reconocen a las células
presentadoras de antigeno presentes en el 6rgano trasplantado en forma de células dendriticas intersticiales,
debido a su alta densidad de moléculas del CMH alogénicas intactas en su superficie. Se cree que esta via es

dominante durante el rechazo agudo temprano.

Por otra parte, en la via indirecta, los linfocitos T reconocen los aloantigenos procesados y presentados por
las células presentadoras de antigenos del propio receptor. Es mas tardia y se cree que estd mas relacionada
con el rechazo cronico. Se trata del sistema habitual de reconocimiento de los antigenos en el que el sistema
inmune del receptor reconoce a un antigeno extrafio, en este caso del donante, que es presentado por la célula
presentadora de antigenos del receptor en su CMH, de clase | 6 11, a los linfocitos T del receptor que se activan

cuando reconocen a su CMH con el péptido.

Aunqgue la respuesta inmune primaria esta caracterizada por la respuesta proliferativa de los linfocitos T a un
namero limitado de alopéptidos inmunogénicos de CMH, las respuestas secundarias como las que ocurren en
el rechazo crénico o rechazo agudo tardio estan asociadas con una respuesta de dichos linfocitos a un mayor y

variable repertorio de péptidos que estaban previamente silenciados.

Los antigenos del CMH identifican las células del propio individuo diferenciandolas de aquellas ajenas al
mismo. Dada su variabilidad polimorfica, es dificil que dos pacientes presenten los mismos determinantes
antigénicos. Hay dos tipos de moléculas CMH: clase I, presente en las células nucleares del individuo, y clase
I, en las células presentadoras de antigenos, como los linfocitos B, macréfagos y células dendriticas. Estas

ultimas constituyen, de alguna manera, las células presentadoras de antigeno “profesionales del trasplante”.

Cuando se trata de dos gemelos idénticos, con HLA iguales, las células del injerto trasplantado no se reconocen

como ajenas como ocurre en el caso contrario, en el que se activa el sistema inmune.
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Por lo tanto, se pueden diferenciar dos fases en esta respuesta: una primera fase en la que se detectan y
reconocen como extrafas a las células del érgano trasplantado, y otra segunda fase efectora en la que se lleva
a cabo la destruccion del injerto.

De manera resumida, las células presentadoras de antigenos del receptor que son, como se ha comentado con
anterioridad, las células dendriticas, macrofagos y células endoteliales, captan y procesan los aloantigenos del
receptor y los colocan en sus moléculas de superficie del CMH. A continuacion, se las presentan a los
receptores de los linfocitos T. Esta via indirecta necesita de la union de la molécula CD28 de los linfocitos T
con el ligando de superficie B7-1 o0 B7-2 de las CPA iniciandose asi una sefial coestimuladora para reconocer
al antigeno*®“2. Ademas de estos ligandos que provocan la sefial activadora, el antigeno 4 asociado a los
linfocitos T citotoxicos (CTLA4), que también se une a B7-1 y B7-2, promueve una sefial inhibidora. Este
ligando se expresa en la superficie celular sélo tras la activacion inicial de las células T*. Por tanto, la unién
de CTLA4 con B7 parece que disminuye la respuesta inmune sugiriendo que este antigeno tiene un papel

importante en la terminacion de la respuesta de las células T.

Las células dendriticas con sus antigenos procesados se dirigen a las zonas con abundantes linfocitos T para
presentarles sus antigenos, activando a los linfocitos CD4+ a través del CMH tipo Il o linfocitos CD8+ con el
CMH tipo I. Al contactar las células dendriticas con los linfocitos CD4+, se desencadena la secrecién de IL-
12 activando la respuesta inflamatoria tipo Th1 con produccion y citotoxicidad de las células T citotoxicas y

de las células NK, o se liberan las interleucinas IL-10 o IL-14, que activan la respuesta antiinflamatoria Th2.

Por otra parte, en funcion de las citocinas producidas, los monocitos se pueden clasificar por su fenotipo en
M1, asociado a las respuestas proinflamatorias al ser activado por las citoquinas proinflamatorias, interferén o
endotoxinas, o presentar un fenotipo M2, con accion antiinflamatoria al verse estimulados por la interleuquina
444,

Cuando los linfocitos T se han activado al reconocer a los antigenos extrafios se dividen rapidamente mediante

expansion clonal y, cuando se elimina el antigeno del organismo, sufren un proceso de apoptosis.

Sin embargo, persisten las llamadas células de memoria. De este modo, si aparecen de nuevo los antigenos
extrafios, responden mas rapidamente. Esto se produce, por ejemplo, si el individuo ha recibido trasfusiones
previas al trasplante, en casos de retrasplantes o si le han sido trasplantados otros 6rganos con anterioridad. En
ocasiones se produce también una reaccion cruzada o inmunidad heteréloga al reaccionar las células T

activadas por antigenos infecciosos con moléculas del CMH*,

Estas células de memoria actdan rapidamente y pueden proteger frente a las infecciones pero dificultar, a su
vez, la tolerancia hacia el 6rgano trasplantado. Ademas, cuando es necesario realizar un retrasplante, la larga

supervivencia de este tipo de células aumenta el riesgo de un nuevo rechazo del injerto trasplantado.
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2.2. Tipos de rechazo

El rechazo celular agudo depende principalmente de la presencia de linfocitos T, que al reconocer los
antigenos del injerto provocan su destruccion. En funcidn de los estimulos que reciban, debido a las
condiciones tanto sistémicas como locales en las que esta el injerto, se produce una respuesta dependiente de
linfocitos CD4 colaboradores que se diferencian en linfocitos efectores y promueven una respuesta Thl
(mediante la via directa de reconocimiento), al ser estimulados por la IL-2, y la produccion de interferdn v,
activando asi a los macréfagos y favoreciendo una respuesta citotoxica o celular. Por otro lado, se puede dar
una respuesta Th2 (con la via indirecta de reconocimiento) con la secrecion de IL-4, y ayudando a que la

activacion de los linfocitos B ocasione un rechazo humoral por la produccion de aloanticuerpos.

También pueden intervenir linfocitos Th17, que producen IL-17 e IL-22, con efectos proinflamatorios,

implicados en el rechazo de érganos sélidos como el pulmén o el intestino*®47,

Son importantes a su vez los linfocitos T reguladores, que conservan el balance inmunoldgico. Destacan asi
las células CD4+CD25+Foxp3+ que inducen y mantienen la tolerancia inmune frente a antigenos propios del

individuo como aloantigenos al suprimir la accion de los linfocitos T4,

Sin embargo, en un estudio del rechazo en un modelo experimental de trasplante pulmonar en ratones, se
demostrd que el rechazo agudo no era dependiente de linfocitos T CD4+°. Se observé también que el infiltrado
de células CD8+ en el injerto asi como en el lavado broncoalveolar de los animales con rechazo agudo era mas

abundante que el de células T CD4+5%0:51

En cuanto al rechazo agudo mediado por anticuerpos, los linfocitos B reconocen los antigenos con una
molécula CMH tipo Il y, una vez procesado, se lo presenta a los linfocitos CD4+ generando una respuesta Th2
y produciendo inmunoglobulina M. Ademas, por la presencia de las citoquinas, los linfocitos B proliferan y se
diferencian en células plasmaticas que secretan anticuerpos frente a los antigenos especificos, siendo

fundamentalmente de tipo 1gG, IgA o IgE.

Por su parte, en el rechazo croénico, que da lugar a la aparicion de bronquiolitis obliterante, interviene la
inmunidad celular. En este caso, las células T CD8+ y CD4+ reconocen al CMH tipo | y Il respectivamente
iniciando el alorreconocimiento. Es de destacar que las células epiteliales de las vias aéreas expresan moléculas
del CMH tipo Il, lo que explicaria en cierto modo por qué son el objetivo predominante en el rechazo crénico®.
Una vez que se activan estas células T CD4+, liberan citoquinas que estimulan la expansion de las células
CD8+ vy linfocitos B que forman agregados celulares en las vias aéreas bajas®. Aunque, como se ha
mencionado anteriormente, las células CD8+ tienen un papel importante en el rechazo agudo, su papel en el
rechazo crénico no se conoce tan claramente®. Ademas, los linfocitos T reguladores Foxp3+ (subpoblaciones
de las células CD4+) y los linfocitos T de memoria CD8+ (subpoblaciones de los linfocitos CD8+) son

necesarios para el desarrollo de tolerancia en modelos animales®*%°.

La inmunidad humoral también interviene en este proceso. De hecho, se cree que la inmunidad mediada por

anticuerpos no va dirigida inicamente contra los antigenos de los donantes, si no de los propios antigenos del
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receptor. De este modo, la inflamacion de las vias aéreas expondria autoantigenos, como el colageno V y la
K-al tubulina, ambos componentes de las vias aéreas bajas y que no se expresan en condiciones fisioldgicas,
facilitando la autoinmunidad®®. Por otra parte, polimorfismos en genes asociados con la inmunidad innata

también parecen tener un efecto en el desarrollo de BO®'.

En el caso de la disfuncion restrictiva del injerto, similar a la fibrosis pulmonar en los pacientes no
trasplantados, parece que estd relacionada con el aumento en la produccion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-).

2.3. Citoquinas y quimioquinas en el rechazo

En el rechazo, ademas de las distintas poblaciones celulares anteriormente destacadas, intervienen también
citoquinas, proteinas de bajo peso molecular que son importantes para la comunicaciéon celular y otras
funciones fisiol6gicas. Son generadas principalmente por macréfagos activados y linfocitos, pero también por

células endoteliales, epiteliales, adipocitos o polimorfonucleares, entre otros.

Dentro de sus funciones es importante resaltar que, en ocasiones, distintos tipos de citoguinas realizan acciones
parecidas. Ademas, pueden actuar sobre la propia célula que las producen, sobre el medio proximo en el que

se encuentran o en tejidos mas alejados.

En la respuesta inmune innata, aunque los leucocitos son los que las producen mayoritariamente, las células
parenquimatosas también las secretan e interaccionan con los leucocitos para optimizar la respuesta de defensa

del huésped.

Entre las principales citoquinas implicadas en la respuesta inflamatoria, destacan la IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12,
CXCLS8 (también llamada IL-8), G-CSF y GM-CSF. Todas ellas tienen actuacion local para activar a las
células endoteliales y a los leucocitos del tejido local (mastocitos, células dendriticas, linfocitos T y neuronas)
y generar la liberacion de quimioquinas, la expresion de moléculas de adhesion de células endoteliales,
enlentecimiento del flujo vascular y aumento de la permeabilidad vascular. Estos cambios facilitan la
acumulacion de proteinas de defensa humoral, factores del complemento, proteinas de coagulacion e
inmunoglobulinas. Ademas, reclutan y activan leucocitos, incluyendo linfocitos innatos, células T gamma

delta, NK, entre otras. Como consecuencia de ello, se produce la inflamacion.

Tanto IL-1 como IL6 y TNF-a actiian de manera sistémica iniciando una respuesta aguda, y el material extrafo
es procesado por las células presentadoras de antigenos en la respuesta inmune innata. Ademas, la IL-6 muestra
actividad antiinflamatoria en funcion del ambiente en el que se encuentre y la IL-12 induce la inmunidad

celular citotoxica. Por su parte, la IL-8 es un factor quimiotactico de neutrofilos.

Para contrarrestar el efecto inflamatorio, existen citoquinas con actividad antiinflamatorias como la IL-10 y
TGF-B. La primera se produce por monocitos, células Th2, células T reguladoras y linfocitos T y B activados.
Actua sobre monocitos y macrdéfagos, inhibiendo la liberacion de mediadores proinflamatorios y disminuyendo

la presentacion de antigenos y la fagocitosis®®. Por tanto, inhibe la produccién de citoquinas como IL-1, IL-2,
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IL-6, IL-8, TNF-a ¢ INF-y. Ademas, parece que altas concentraciones de la misma se relacionan con la

tolerancia al 6rgano donante trasplantado®.

Por su parte, el TGF-B es producido por una gran variedad de células, incluidas las células T reguladoras,
inhibiendo la activacién de linfocitos B y macrofagos activados, por lo que reduce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Sin embargo, una produccion excesiva conlleva efectos no deseados en la respuesta inmune
al favorecer la angiogénesis o la fibrosis. Tiene un papel también importante en la diferenciacion de células

madre.

En la respuesta inmune adquirida, mediada por células T, intervienen dos citoquinas de gran importancia, como
son la IL-2 y el INF-y. La IL-2, que a su vez estimula la produccion de INF-y, actla sobre la proliferaciéon y
supervivencia de los linfocitos, tanto B como T. De este modo, cuando se inhibe su produccion se puede evitar
el rechazo del injerto. Una elevada produccion de la misma parece indicar claramente la presencia de rechazo

agudo®°.

Por su parte, el INF-y, liberado por células activadas como los linfocitos CD4+ y las células NK, actia
activando a los macréfagos y linfocitos CD8+ citotoxicos, estimulando la produccion de otras citoquinas
proinflamatorias. También tiene un efecto sobre las células presentadoras de antigeno y la expresién de
moléculas de adhesion del endotelio, causando una infiltracién de leucocitos en el injerto trasplantado.

Ademas, puede inducir la produccion de anticuerpos IgG al activar a las células plasmaticas.

Existen otras muchas citoquinas, como la IL-13, que regula tanto a monocitos como a los linfocitos B,
favoreciendo la respuesta humoral; y otras relacionadas con la inmunidad del trasplante como son la 1L-17,
IL-22, 0 IL-23.

Encontramos otro tipo de citoquinas de gran importancia, conocidas como quimioquinas, que inducen la
quimiotaxis, es decir, la migracion de las células, tanto en condiciones normales como patolégicas, liberadas,
en este caso, como consecuencia de dafio tisular o procesos infecciosos e inflamatorios. De este modo, algunas
quimioquinas de la familia CC promueven la migracion de los monocitos, células NK o células dendriticas.
Otras, como las CXC, acttian sobre los neutrofilos, mientras que un tercer grupo, las XC, atraen a precursores

de linfocitos T al timo.

El estudio de estas quimioquinas, asi como la expresion de sus receptores en los diferentes tipos celulares

puede ayudar a determinar la accion de las células del sistema inmune tras un trasplante de 6rganos solidos.

3. Modelos actuales de estudio de rechazo

A pesar del incremento en el nimero de trasplantes de pulmén debido al desarrollo de técnicas quirdrgicas y
de preservacion de 6rganos, al avance en las terapias frente al rechazo y al aumento en las donaciones (aunque
éstas resultan en muchos casos insuficientes para cubrir las necesidades de trasplantes a nivel mundial), sigue

siendo imprescindible investigar los distintos aspectos que hacen que la supervivencia del 6rgano y, por
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consiguiente, de los pacientes sean inferiores a otros trasplantes de érganos solidos. En este contexto, los

modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo, suponen una herramienta indispensable en la generacion

de conocimiento de los factores y mecanismos implicados en el rechazo, asi como el desarrollo de nuevas

dianas terapéuticas.

3.1. Modelos disponibles hasta el momento

Una vez conocidos los principales problemas asociados al trasplante pulmonar y la inmunobiologia del mismo,

pasamos a comentar los modelos preclinicos desarrollados a lo largo del tiempo. Dado que el modelo utilizado

en nuestro trabajo esta basado en la rata como especie de estudio, méas adelante se detallaran los modelos en

roedores y las aportaciones que han generado para distintas enfermedades.

De forma esquematica, se podrian citar los siguientes modelos:
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Cultivo in vitro de células pulmonares que son sometidas a situaciones agudas de hipoxia seguidas de
reoxigenacion®® o utilizando soluciones frias de preservacion en hipoxia seguidas de una reoxigenacion
con medio de cultivo simulando una perfusion caliente®?. Todo ello presenta una serie de ventajas y es
gue son experimentos de menor duracion, mas econdmicos y que permiten evaluar distintos tipos celulares
de manera independiente o conjunta, Ademas, evitan el uso de animales vivos cumpliendo con el objetivo
de las Tres Erres. Sin embargo, no simulan perfectamente las condiciones de isquemia-reperfusion que
ocurren durante los trasplantes ni permite estudiar todos los tipos celulares involucrados. Este modelo
resulta de utilidad para el estudio del fallo primario del injerto o, incluso, del rechazo crénico, al
permitir el estudio de poblaciones celulares de manera individual, como las células epiteliales bronquiales,

células mesenquimales troncales o células de la musculatura lisa de las vias aéreas®® .

Modelos de clampaje u oclusion del hilio pulmonar. En este caso, descrito en roedores, los pulmones
permanecen ventilados y se realiza una toracotomia para ocluir el hilio pulmonar izquierdo®. Se han
desarrollado modificaciones de este método resultando técnicamente mas rapido y menos demandante
gue el trasplante ortot6pico y con una tasa de éxito mayor. Sin embargo, su principal desventaja es que
no simula todo el proceso del trasplante pulmonar. Por ello, este modelo resulta atil en el estudio del fallo

primario del injerto.

Trasplante de traquea heterotdpica. Se basa en trasplantar un fragmento de traquea a un lugar del
organismo distinto al de su localizacion anatémica, como bajo la piel®’. Con este modelo el rechazo agudo
del injerto provoca una inflamacion temprana, necrosis del epitelio y proliferacion de fibrina en el lumen
de las vias aéreas. Tecnicamente es facil de realizar y permite observar la progresion desde el rechazo
agudo a una oclusion que simula la bronquiolitis obliterante. Sin embargo, la situacion anémala de la
traquea debajo de la piel o el omentum, no permite que reciba flujo aéreo ni aporta informacion de lo que

ocurre en el parénquima pulmonar.
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- Trasplante ortotopico de traquea. La ventaja de este modelo con respecto al anterior es la situacion
anatémica de la trdquea trasplantada, ya que esta expuesta al aire inspirado y permite seguir la vasculatura,
asi como las poblaciones celulares implicadas. Ademas, resulta de utilidad para los estudios de
anastomosis y de fibrosis subepitelial de las vias altas, muy importante para el desarrollo del rechazo
agudo y crénico. Sin embargo, los cambios apreciados a nivel traqueal no aportan informacién sobre las
vias aéreas periféricas ni sobre el dafio que se produce en el parénquima pulmonar durante el rechazo

agudo.

- Trasplante intrapulmonar de la traquea. Consiste en introducir una fragmento de trdquea en el
parénquima pulmonar®, Es (til para evaluar el tejido linfoide. Este modelo se utiliza, por tanto, para el
estudio del rechazo agudo y también del crénico.

- Trasplante ortotépico de pulmén. Como se describe mas adelante, resulta el mejor método para estudiar
el rechazo y todos los aspectos derivados del trasplante, ya sean inmunoldgicos o no. Sin embargo, es
técnicamente muy demandante y requiere equipamiento de mayor coste. Para el estudio de bronquiolitis
obliterante, es importante destacar que las lesiones varian en funcién de las cepas utilizadas y de los
laboratorios donde se producen, ya que muchas veces las lesiones no son similares a las causadas en
humanos. En ocasiones es necesario recurrir a cepas con una pequefia disparidad en el CMH para evitar

un rechazo agudo del pulmén con su consecuente deterioro que impida el desarrollo del rechazo crénico®.

3.2. Modelos experimentales en roedores

Aunque el primer intento de trasplante experimental de ambos pulmones y el corazén se realiz6 en torno a
1900 por Alexis Carrel, consistiendo en un trasplante heterotdpico de todo el bloque en el cuello de un gato
receptor’®, el primer trasplante pulmonar en animales se llevd a cabo en 19407%72, Estos modelos
experimentales han favorecido el desarrollo del procedimiento quirdrgico y la prevencion de las
complicaciones asociadas al mismo, como el rechazo o la lesion por isquemia-reperfusion. EI primer trasplante
murino se efectud en 19717, pero en el siglo pasado se realizaron fundamentalmente en el perro’7274 asi
como en cerdo, oveja™ o mono™®78, ya que los animales de mayor tamafio presentan ventajas a la hora de
desarrollar la técnica quirdrgica y de trasladar los resultados a la clinica humana. Actualmente, pese a que estas
especies se siguen empleando, sobre todo para el entrenamiento quirdrgico, especies de menor tamafio han
adquirido un mayor protagonismo, como el conejo’, la rata o el ratdn, ya que proporcionan ventajas
econdmicas, logisticas, de manejo y control logistico. Dado que nuestro trabajo se ha desarrollado en roedores,
resulta interesante describir a grosso modo las distintas técnicas utilizadas, asi como la importancia y avances

derivados de estos modelos animales experimentales.

En la rata, se desarroll6 inicialmente el trasplante ortotépico de pulmén izquierdo™, mientras que el de todo el
bloque cardiopulmonar tiene un uso mas limitado por su elevada mortalidad®. Las mejoras en el procedimiento
quirdrgico, en la técnica anestésica, en la ventilacion mecanica y en las condiciones de preservacion y

reperfusion han permitido no solo el éxito del modelo sino también su reproducibilidad. Ademas, se han
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desarrollado modelos de trasplantes heterotdpicos, aunque estos carecen de ventilacion y buena perfusién del
injerto®:82, Por ultimo, la disponibilidad de una gran diversidad de cepas, que permiten estudiar factores
genéticos que afectan al trasplante, ha potenciado el modelo en raton®8,

En el siguiente apartado de material y métodos se describe detalladamente el modelo quirdrgico empleado en
nuestro grupo de investigacion. Sin embargo, resulta interesante destacar la evolucion en las técnicas

quirargicas en el caso del trasplante realizado en roedores, especialmente en ratén y rata.

De este modo, el modelo de trasplante ortotépico del pulmon izquierdo es el mas utilizado por su viabilidad y
mayor sencillez, ya que el pulmén izquierdo esta formado por un unico l6bulo, mientras que el derecho se

divide en 4. No obstante, en el ratén también se ha utilizado el trasplante ortotépico del pulmoén derecho®.

Desde el primer trasplante hasta la actualidad, se han descrito diferentes técnicas de anastomosis tanto de la
arteria y vena pulmonares izquierdas como del bronquio izquierdo, utilizdndose tanto suturas convencionales
como manguitos o “cuffs” de distintas formas y tamafios. Esto ha permitido aumentar la supervivencia de los

trasplantes y reducir el tiempo total de la cirugia, aspecto altamente relacionado también con la supervivencia.

En funcién del grupo de trabajo y de la técnica empleada, el tiempo necesario para completar la cirugia varia,
con tiempos mas bajos cuando se emplea la técnica del “cuff’, frente a cuando se utilizan suturas
convencionales, especialmente, cuando esto Ultimo se realiza en vasos y bronquio. De igual manera, el indice

de supervivencia es mejor cuando en las anastomosis se utilizan manguitos frente a puntos de sutura.

En la siguiente tabla, comparamos distintos tipos de protocolos descritos hasta la fecha en la bibliografia.

Tabla 1: Resumen de las caracteristicas técnicas del trasplante pulmonar en roedores®. Orden de anastomosis: A:

arteria; B: bronquio; V: vena. *Mortalidad perioperatoria. fMortalidad postoperatoria

Técnica Tiempo de i i i4 i i
L Tipo de Orden Longitud cuff  Diametro Supervivencia
cirugia ) )
) anastomosis  anastomosis (mm) cuff (mm) (%)
(minutos)
Sutura
Asimacopoulos, )
No descrito Sutura B-A-V 50
19717
80*
Marck, 198287 240 Sutura V-A-B
50
210+ 31 89
Prop, 1084% Sutura V-A-B y
y 238+ 19 75
89*
Zhang, 2008 78,4+52 Sutura B-A-V ;
50
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Manguitos vasculares y sutura bronquial

. Manguito 2 (cuerpo:1;
Mizuta, 1989%° 101+ 4,8 ) V-A-B 2y 1,65 88,8
convencional lengiieta:1)
) Manguito )
Kubisa,2003 120 ) V-A-B No descrito 0,8 96.57
convencional
Mizobuchi, Manguito 4 (cuerpo:2,5;
116 +£1,6 ] V-A-B 1,65 95,6
2004% convencional lenglieta:1,5)
] ] Manguito A-B-V 2,5 (cuerpo:1; )
Zhai, 2008% No descrito - 1,65 No descrito
modificado lenglieta:1,5)
Habertheuer, Manguito ) ) 100% (70-90-
130+9 ) B-A-V No descrito No descrito
2013% convencional 100)
Manguitos vasculares y bronquiales
Mizuta, 1991% 64,1+3,6 No descrito  Nodescrito ~ Nodescrito  No descrito 90T
_ Manguito A-V-B 3 (cuerpo:2; _
Reis, 1995% 108,6 + 4,2 ) 1,65 No descrito
convencional lengiieta:1)
Santana
) Manguito V-B-A 3 (cuerpo:1,5; _
Rodriguez, 110+ 12,7 ) 2,2y 1,65 No descrito
convencional lenglietal,5)
2004%7
Mizobuchi, Manguito 4 (cuerpo:2,5;
84,8+0,6 ] V-B-A 2,1y 1,65 91,8
2004% convencional lenglieta:1,5)
. ] Manguito 2,5 (cuerpo:1; )
Zhai, 2008% No descrito = A-B-V 1,65 No descrito
modificado lenglieta:1,5)
Sugimoto, 2009% 110 aprox No descrito A-B-V No descrito No descrito 93,6
Jungraithmayr, Manguito Diferentes
95,6 £8,5 ) A-B-V 0,64-0,51-0,4 80
20098 convencional tamafios
Santana ]
Manguito 3 (cuerpo:1,5;
Rodriguez, 107,7£6,2 ) A-B-V 1,65 87,6
convencional lenglietal,5)
2011%
Manguito Diferentes 0,81-0.64-
Zheng, 20131 96,8+ 6,2 ] A-V-B 96,7
convencional tamafios 0.51
Manguito ) 0,81-0.64-
Zheng, 20131 85,3+6,9 - A-V-B No descrito 80
modificado 0.51
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Como se puede ver en la tabla 1, una vez superada la curva de aprendizaje y establecido el modelo quirdrgico
en el grupo de investigacion, la supervivencia del trasplante pulmonar resulta bastante elevada. Sin embargo,
siempre se pueden producir complicaciones perioperatorias y postoperatorias.

Dentro de las primeras, las mas importantes son derivadas del procedimiento quirtrgico, tanto en la
preparacion del donante como del receptor®:. Para lograr habilidad en el manejo del material microquirtrgico
y, por tanto, alcanzar éxito en la técnica quirdrgica, se requiere una curva de aprendizaje relativamente larga,
con una alta mortalidad durante la puesta a punto de la cirugia®. Algunos autores establecen en 50 trasplantes
el umbral para dominar la técnica'®?. Ademas, la duracion del procedimiento quirdrgico y el tiempo empleado
en la realizacion de las anastomosis influyen en la aparicion de complicaciones y en la supervivencia de los
animales™8487.94101 'En general, el uso de manguitos requiere menor habilidad y experiencia, resultando un
procedimiento mas rapido que la sutura con puntos simples®1%, Los manguitos vasculares reducen el riesgo
de sangrado vy, por ello, se produce menos tejido de granulacion, disminuyendo la posibilidad de trombosis o
estenosis a largo plazo de las zonas de anastomosis®. En el bronquio, se detecta una menor presencia de fugas,
factor causante de neumotdrax, lo que condiciona la funcionalidad del injerto®?. No obstante, el uso de
manguitos puede originar una disminucion de la luz si la eleccién de su diametro no es adecuada, y puede
provocar una reaccion de cuerpo extrafio®%1%, Los manguitos modificados, sin extensiones o lenguetas,
reducen el riesgo de torsion de los vasos o bronquios tras realizar la anastomosis y el dafio producido por dicha
extension. Ademas, al ser mas pequefios producen menos reaccion de cuerpo extrafio®®. Otras complicaciones
perioperatorias referidas incluyen la rotura de la vena cava, el empiema pleural®?, la parada respiratoria® o la

trombosis venosat®.

En cuanto a complicaciones postoperatorias, son importantes la insuficiencia respiratoria, la hemoptisis, la
trombosis de una vena o arteria bronquial, el neumotorax, las infecciones respiratorias, los derrames pleurales,

el edema pulmonar y el rechazo del injerto®1%,

3.3. Importancia de los modelos experimentales murinos y sus aportaciones cientificas

Pese a la complejidad quirargica, los modelos de trasplante pulmonar en roedores estan suficientemente
estandarizados y son reproducibles, lo que permite evaluar diferentes aspectos técnicos y los mecanismos de
las principales complicaciones del trasplante en humanos. Hasta el momento, el trasplante pulmonar murino
ha facilitado la generacion de conocimiento sobre las caracteristicas de los donantes®1%, modelos de
conservacion y preservacion pulmonar'®-1% lesion por isquemia-reperfusion?®’ 199111y sobretodo, rechazo

agudo y cronico (tabla 2)107112-125,
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3.3.1. Disfuncion primaria del injerto por lesion isquemia-reperfusion

Aparece en las primeras 72 h y se gradia en funcion de la relacion PaO./FiOyy la presencia de infiltrados
radioldgicos, siendo una causa muy importante de morbimortalidad durante el postoperatorio inmediato.

Su andlisis en modelos murinos ha permitido una mejor caracterizacion de los mecanismos desencadenantes,
en los que la lesion primaria de los neutrdfilos originada por la isquemia-reperfusion parece desempefiar un
papel nuclear. Asi, se ha demostrado que neutrdfilos aislados de las vias aéreas de receptores de trasplante
estimulan las células dendriticas del donante, por un mecanismo dependiente de contacto, para inducir la
produccion de IL-12 y expandir linfocitos T especificos del aloantigeno®. A su vez, se ha demostrado que
este fendmeno es regulado por la degranulacion inducida por el TNF-a asociado a la membrana plasmaética de
los neutrofilos!®. También ha sido posible identificar algunos factores moduladores de esta respuesta celular,
gue podrian resultar de potencial interés en la identificacion de futuras vias terapéuticas. Se ha mostrado que

el factor transcripcional Bcl3 limita la granulopoyesis por una via NF-kB dependiente!®,

3.3.2. Rechazo celular agudo

Los modelos murinos proporcionan un medio ideal para el estudio del rechazo celular agudo, al poder evaluar
en cepas puras el grado de concordancia o discordancia del antigeno mayor de histocompatibilidad. Esto resulta
particularmente favorecido por el desarrollo de sistemas de monitorizacion especificos para este modelo de

trasplante.

Ademas de los lavados broncoalveolares para el estudio de la celularidad de las vias aéreas y de medir la
capacidad de oxigenacion a través de los gases en sangre arterial, se han generado técnicas de imagen propias,
como la tomografia volumétrical’? o la resonancia magnética ultracorta''®, que junto con la evaluacion
histoldgica de los cambios ultraestructurales del rechazo agudo mediante microscopia de barrido!** facilitan

una mejor monitorizacion del pulmén trasplantado.

También se han desarrollado procedimientos complementarios para la evaluacion de la funcién pulmonar. Asi,
la oscilacion forzada resulta muy atil en los modelos murinos, ya que tanto la elastancia dindmica como la
dependencia de frecuencia de las resistencias parecen tener capacidad predictiva del grado de rechazo agudo?®®,

constituyéndose como indices no invasivos para la deteccion y monitorizacion de su progresion.

En un ambito de imagen-funcién, la microtomografia de emision de positrones permite identificar un mayor
consumo de *¥fluorodesoxiglucosa por neutréfilos y linfocitos CD8+!16, pudiendo identificar mas precisamente

el rechazo agudo a través de la valoracion del metabolismo de las células T.

3.3.3. Rechazo agudo

La evaluacion de los mecanismos patogénicos del rechazo agudo en modelos murinos ha facilitado el

desarrollo de intervenciones para prolongar la supervivencia del injerto, por ejemplo, mediante el bloqueo de
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los coestimuladores anti-CD28-B7 y del ligando CD40-CD40. Otros autores han demostrado en un modelo
de trasplante pulmonar ortotépico murino MHC-discordante que la monoterapia con anticuerpos anti-CD154
podria ser suficiente para atenuar el rechazo agudo?*8, debido a un bloqueo de la coestimulacién CD154/CD40,
que favorece un desplazamiento del entorno del injerto hacia un predominio de células T reguladoras
CD4+CD25+ Foxp3+%°. También se ha referido que algunas células pulmonares no hematopoyéticas pueden
desempefiar un importante papel en la supresion in vivo de las respuestas inmunes mediadas por células T
CD4+2 Aunque todavia muy incipiente, estos hallazgos podrian tener una potencial traslacion clinica
mediante el tratamiento con N-acetilcisteina. En modelos murinos, se ha demostrado que su administracién
tiene capacidad para atenuar el rechazo pulmonar agudo por reduccién del infiltrado de macréfagos y células
T, que esté intimamente relacionada con la disminucion de la via de sefializacion inflamatoria mediada por
NF-kB*2,

3.3.4. Rechazo cronico

Suele manifestarse mediante el desarrollo de bronquiolitis obliterante, debida a una infiltracion celular de
linfocitos y neutréfilos atribuida a un conjunto de factores, como una activacién excesiva de la respuesta del
sistema inmune innato, una angiogénesis anormal o una inadecuada regeneracion epitelial y remodelado del
tejido linfoproliferativo'®”. Aunque cada modelo animal tiene ventajas y limitaciones para el estudio de la
bronquiolitis obliterante, el modelo de bronquiolitis obliterante secundario al trasplante pulmonar murino
resulta mas préximo al rechazo cronico humano que otros modelos de bronquiolitis obliterante inducida por
agentes quimicos. Ademas, permite valorar de forma seriada tanto la funcién pulmonar como multiples
alteraciones morfoldgicas o en la funcion celular, y probar la eficacia de diversos farmacos. Otra ventaja
sustancial viene dada por la disponibilidad de cepas knock-out y transgénicas de modelos de multiples
enfermedades humanas, lo que permite reproducir situaciones de rechazo crénico relativamente similares a las
desarrolladas en distintas enfermedades respiratorias terminales, asi como evaluar la contribucion de
potenciales vias de sefializacion. Sin embargo, algunos factores de la anatomia y fisiologia del pulmén murino
ocasionan dificultades de traslacion. En relacion con los pulmones humanos, los bronquiolos murinos tienen
una disminucidn de las glandulas submucosas y un mayor nimero de células Clara, lo que genera un entorno
protector frente a la lesion del epitelio bronquiolar, principalmente mediante la secrecion de proteina secretada
por las células Clara y una solucion similar al surfactante pulmonar, lo que determina una mayor lesion
vascular que epitelial en estos modelos de rechazo!'’. No obstante, en los Ultimos afios se han realizado
importantes avances en el desarrollo de diversos modelos de bronquiolitis obliterante en el raton??124, asi

como estudios con microarrays de ADN para evaluar el rechazo crénico tras el trasplante!?,

En conclusion, se han producido importantes desarrollos técnicos en el trasplante pulmonar murino,
permitiendo la eleccion de diversas alternativas quirdrgicas con una notable viabilidad de los animales

trasplantados. Esto determina una mayor accesibilidad a estos modelos experimentales quirdrgicos, que han
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demostrado su capacidad para generar conocimiento sobre los mecanismos patogénicos de la lesion por

isquemia-reperfusion y del rechazo, con una potencial traslacion al ser humano a medio plazo.

Tabla 2: Aportaciones cientificas de los modelos en roedores de trasplante pulmonar®.

Autor y aflo  Especie Sexo Cepas Modelo Objetivo
Comparacion de diferentes
) Trasplante pulmonar ) .
Aeba et al, Lewis (donante y o soluciones de preservacion
Rata Machos ortotdpico izquierdo tras 6 ) )
1992108 receptor) ] ) __ pulmonar (Wisconsin y
0 12 horas de isquemia fria )
Euro-Collins)
Trasplante pulmonar
Fisher 344 ortotdpico izquierdo con Estudio del efecto de la
Zweers et al, (donante); Wistar técnica de sutura muerte cerebral en el
Rata Machos . ] N o
2004105 Kyoto WKY convencional e induccién  rechazo crénico tras el
(receptor) de muerte cerebral en el trasplante pulmonar
donante durante 6 horas
Trasplante pulmonar Comparativa del trasplante
) BALB/c, C57BL/6 o )
Okazaki et al, ] ortotdpico izquierdo con de traquea y trasplante
Ratdn Machos  (B6)* (donante); o )
2007 técnica de cuff y trasplante  pulmonar en el estudio del
B6 (receptor) . ]
heterotopico de traquea rechazo agudo
_ Trasplante pulmonar Monitorizacion y
F344, Dark Agouti, o N ]
Greschus et ortotdpico izquierdo con evaluacion del pulmon
Rata Machos  WKY (donantes); e .
al, 200912 ) técnica de cuff vasculary  trasplantado mediante
WKY, Lewis, F344 . , -
sutura bronquial tomografia volumétrica
Evaluacion del efecto del
Santana Sprague-Dawley Trasplante pulmonar ) y
. L estradiol en la lesion
Rodriguezet  Rata Machos  (donante y ortotdpico izquierdo con ) )
o pulmonar por isquemia-
al, 2011t receptor) técnica de cuff B
reperfusion
Evaluacion de la
Trasplante pulmonar permedabilidad de las
Santana Sprague-Dawley ortotopico izquierdo con la  anastomosis y de los signos
Rodriguezet  Rata Machos  (donante y técnica de cuff e induccion  de lesién por isquemia-
al, 2011%° receptor) de muerte cerebral en el reperfusion similares al

donante

rechazo agudo en dos

modelos técnicos
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Balb/c, B6,
B10.BR CD11c-

Trasplante pulmonar

Estudio de la disfuncion

Kreisel et al, ] EYFP (donante); ortotdpico izquierdo con o o
Rat6n Machos o primaria del injerto por
201119 B6 LysM-GFP , B6 técnicade cufftrasly 18 _ .
) o isquemia-reperfusion
TNF-a—/— horas de isquemia fria
(receptor)
Estudio del factor
. Trasplante pulmonar transcripcional Bcl3 y su
Kreisel et al, ) B6 (donante) - B6 o y
Rat6n Machos ortotopico izquierdo con relacion con el rechazo
201110 (B6), B6 (Bcl3) o
técnica de cuff agudo tras el trasplante
pulmonar
Estudio de la atenuacion del
B6, BALBI/c Trasplante pulmonar )
Dodd-o et al, ] L rechazo agudo mediante el
Ratdn Machos  (donantes); B6 ortotdpico izquierdo con ) )
201118 o uso de anticuerpos anti-CD-
(receptor) técnica de cuff
154
Evaluacion y estudio del
. BALB/c (H-2Kd) Trasplante pulmonar .
Jungraithmayr ] o rechazo agudo mediante
Raton ~ Machos  (donante); ortotopico izquierdo con _ . .
etal, 201211 o microscopia electrénica de
B6(receptor) técnica de cuff .
barrido
Evaluacion del rechazo
Santana- Sprague-Dawley Trasplante pulmonar agudo en el trasplante
Rodriguezet  Rata Machos  (donante y ortotopico izquierdo con la  pulmonar mediante el
al, 20121% receptor) técnica de cuff estudio de microarrays de
ADN
Identificacion del rechazo
agudo mediante el estudio
B6, BALB/c Trasplante pulmonar .
Chen et al, i L del metabolismo de las
Raton Machos  (donante); B6 ortotdpico izquierdo con ) o
201316 o células T con técnicas de
(receptor) técnica de cuff ) ) s
imagen (microtomografia
de emisidn de positrones)
Atenuacion del rechazo
Brown-Norway Trasplante pulmonar ]
Erne et al, ] L pulmonar agudo mediante
Rata Machos  (donante); Lewis ortotopico izquierdo con o -
20132 o la administracion de N-
(receptor) técnica de cuff o
acetilcisteina
Evaluacion del efecto de
Tanaka et al, Rat Mach Lewis (donante y Trasplante pulmonar inflado de los pulmones
ata achos 50ico izaui
2014106 receptor) ortotopico izquierdo con la donantes durante la

técnica de cuff tras 6 horas

preservacion pulmonar
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de preservacion a distintos

porcentajes de inflado.

Takahashi et

Brown-Norway

(BN) (donante);

Trasplante pulmonar

Estudio de la funcion

pulmonar en el rechazo

Rata Machos ) ortotopico izquierdo con agudo mediante técnicas no
al, 20141 BN, Lewis o o
técnica de cuff invasivas como la
(receptores) S
oscilacion forzada
Estudio del efecto de las
B6CP45L B6II- Trasplante pulmonar .
. o células pulmonares no
Kreisel et al, ) (donantes); B6, ortotopico izquierdo con .
Raton Machos e i hematopoyéticas y su
20112 B6Rag™, B6/B6I1-  técnica de cuff, asi como 3 ]
] ] accion sobre las células T
F1 (receptores) de médula dsea
CD4+
Zhou et al B6, BALB/c Trasplante pulmonar Relacion entre el rechazo
ou et al,
2015118 Ratén Machos  (donantes); B6 ortotopico izquierdo con agudo y la produccion de
(receptor) técnica de cuff IL-17
Estudio del efecto de la
Raissadati et ] BALB/c (donante);  Trasplante heterotopico de  proteina CCN1 en un
Ratdn Machos ) N
al, 2015%?? B6(receptor) traquea modelo de bronquiolitis
obliterante
Estudio de la influencia de
WU et al C57BI/10, Trasplante pulmonar las células T CD4+y la
uetal,
201512 Ratén Machos  B6(donantes); ortotopico izquierdo con produccion de IL-17 en un
B6(receptor) técnica de cuff modelo de bronquiolitis
obliterante
Evaluacion de los cambios
producidos en el pulmén
Chuck et al B6, BALB/c (H- Trasplante pulmonar trasplantado por el rechazo
uck et al,
2015112 Rat6n Machos  2Kd) (donantes); ortotopico izquierdo con agudo y lesion por
B6 (receptores) técnica de cuff isquemia-reperfusion
mediante resonancia
magnética ultracorta
Estudio del efecto de los
B6.SJL- ) o
monocitos clasicos
PtprcaPepch/BoylJ
) Trasplante pulmonar procedentes del bazo en el
Hsiao et al, ] (CD45.1+) L )
Rat6n Machos ortotopico izquierdo con reclutamiento y
20187 (donante); B6 o » .
técnica de cuff extravasacion de neutrdfilos
(CD45.2+) g
durante la lesion por
(receptor)

isquemia-reperfusion
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4. Terapias de prevencion del rechazo

Los principales mecanismos involucrados a la prevencion del rechazo tratan de reducir la respuesta inmune

actuando sobre los linfocitos T especialmente.

De manera general, en la terapia inmunosupresora se tiene en cuenta que el riesgo de rechazo al injerto es
mayor en los seis primeros meses tras el trasplante, decayendo con el tiempo, por lo que la mayor parte de las
terapias tienen una mayor intensidad justo tras la cirugia para ir disminuyendo en el primer afio. Ademas, en
ocasiones se utilizan combinaciones a bajas dosis de varios farmacos para reducir la toxicidad de la
monoterapia con altas dosis y actuar sobre distintos componentes del sistema inmune. Un punto critico que se
debe evitar es la excesiva inmunosupresion por los efectos secundarios que ocasiona, como el aumento de

riesgo de infecciones o el desarrollo de tumores.

La realidad es que no existe un consenso internacional en cuanto a la terapia Optima tras el trasplante
pulmonar'?, por lo que el uso de uno u otro farmaco depende en gran medida de cada grupo de trabajo y su

experiencia con los mismos, asi como de su eficacia en otros tipos de trasplantes de érganos sélidos.

Por lo general, los protocolos de inmunosupresion incluyen tres fases: induccion, mantenimiento y tratamiento

del rechazo.

En la induccién se utilizan farmacos con un potente efecto inmunosupresor justo tras el trasplante para reducir
la respuesta de los linfocitos T, que van dirigidos a la disminucién de su nimero o la interrupcion de su
activacion y proliferacion. Pueden ser farmacos policlonales o monoclonales. Algunos ejemplos de los
farmacos usados aparecen reflejados en la tabla 3, donde se refleja, ademas, unas comparativas entre los

distintos farmacos para intentar establecer las mejores opciones?.

Por su parte, la terapia de mantenimiento se administra a todos los pulmones trasplantados para ayudar a

prevenir tanto el rechazo agudo como el cronico y la pérdida del injerto, reduciendo los efectos adversos.

Durante esta fase, los pacientes son monitorizados para observar si se produce el rechazo, la aparicion de
efectos adversos causados por la medicacion, regular la dosis de los farmacos y que estos sean los adecuados.
El mantenimiento de la inmunosupresion suele disminuir después del primer afio tras el trasplante. La decision
de reducir las dosis se realiza en funcién de las caracteristicas de cada paciente y su historial de episodios de
rechazo, asi como de los efectos secundarios que presenten. Asi, por ejemplo, en los pacientes que permanecen
estables sin episodios de rechazo agudo o sin sindrome de bronquiolitis obliterante, las dosis de los inhibidores
de calcineurina (los mas empleados) y glucocorticoires, se pueden reducir, al igual que ocurre cuando se

presentan infecciones.

Por su parte, los glucocorticoides fueron de los primeros inmunosupresores utilizados a nivel clinico. Se usan
altas dosis durante la cirugia previa a la perfusion del injerto para reducir el dafio por reperfusion. Aunque no
son considerados como parte de la terapia de induccion, lo cierto es que, en cierto modo, pueden contribuir a
la inmunosupresion inicial. En el mantenimiento si suelen usarse ya que inhiben la inmunidad humoral y

celular al bloquear la transcripcion de maltiples genes que intervienen en la inflamacion, disminuyendo, por
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lo tanto, la produccién de citoquinas IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y y TNF-a 39131 E| problema que presentan los

glucocorticoides es el elevado nimero de efectos adversos como son, por ejemplo, la diabetes, hipertension,

dificultad en la cicatrizacion, retencion de liquidos o0 aumento de riesgo de infecciones.

Tabla 3: Inmunosupresion utilizada en la actualidad como terapia frente al rechazo tras el trasplante pulmonar.

Induccién

Farmacos

Mecanismo de accion

Alemtuzumab (Campath-1H)

Anti-thymocyte globulin

Basiliximab

Daclizumab

Muromonab-CD3 (OKT3)

Anticuerpo monoclonal de rata que actda contra el antigeno CD52, presente en

linfocitos T y B provocando su disminucion

Anticuerpo policlonal frente a distintos antigenos de los linfocitos T, causando una

deplecién no especifica de las células T

Anticuerpo quimérico humano-murino monoclonal con alta afinidad por el antigeno

CD25 en linfocitos T para inhibir la proliferacion mediada por 1L-2

Anticuerpo quimérico humano-murino monoclonal con alta afinidad por el antigeno

CD25 en linfocitos T para inhibir la proliferacion mediada por 1L-2

Anticuerpo monoclonal murino antiCD3 causando la disminucion de linfocitos T

Mantenimiento

Farmacos

Mecanismo de accion

Glucocorticoides

Prednisona, metilprednisona

Inhiben inmunidad humoral y celular. Inhiben la produccion de citoquinas

inflamatorias al unirse a secuencias de ADN

Inhibidores de la calcineurina

Ciclosporina A

Tacrolimus

Previene la activacién y proliferacion de los linfocitos T al inhibir la produccion de

interleucinas y otras citoquinas

Previene la activacion y proliferacion de los linfocitos T al inhibir la produccion de

interleucinas y otras citoquinas
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Inhibidores de receptores de rapamicina (mMTOR)

Inhibe la proliferacion de los linfocitos T mediante la parada de las células en fase

Sirolimus )
G1 del ciclo celular
Inhibe la proliferacién de los linfocitos T mediante la parada de las células en fase
Everolimus G1 del ciclo celular. También actla sobre la capa muscular de los vasos y células
cancerigenas
Otros
Inhibe la proliferacion de linfocitos T al inhibir la enzima inosina monofosfato
Micofenolato de Mofetilo deshidrogenasa, implicada en la sintesis de ADN de novo, del que depende la
proliferacion de dichas células
Mismo efecto que el micofenolato de mofetailo, pero actuando como analogo de la
Azatioprina purina en el ADN en las células T y B que se encuentran en division (también con

actividad mutagénica)

Ademas de estos tratamientos mas convencionales, se han estudiado distintas terapias celulares, como las que

emplean T reguladoras, células dendriticas tolerogénicast®? o macréfagos reguladores®3.

5. Células madre

5.1. Caracteristicas generales

En los Gltimos afios, se ha experimentado un aumento en lo que se conoce como terapia celular para el
tratamiento de diversos trastornos, mediante la utilizacién de las conocidas como células madre o “stem cells”,
aunque también se las denomina células troncales. Ademas, en funcion de la procedencia de las mismas, su
clasificacién varia, pudiendo encontrarse asi células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo o de

medula dsea, por ejemplo.

Lo que caracteriza a estos tipos celulares es que son células progenitoras inmaduras, por lo que son capaces de
dar lugar a otras células madre idénticas o diferenciarse en células mas maduras. Segun su capacidad de

diferenciarse en otros tipos celulares, las células madre se diferencian en:

- Totipotenciales, cuando pueden dar origen a un organismo completo. Son, por ejemplo, las células

embrionarias tempranas, (hasta el estadio de morula).

- Pluripotenciales, cuando son capaces de dar origen tanto al ectodermo como al mesodermo y

endodermo, que constituyen las tres capas germinales del embridn, pero no originar al organismo
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completo. Principalmente, son las conocidas como células embrionarias de la masa interna del

blastocisto.

- Multipotenciales, que pueden dar lugar a multiples, pero no a todos, tipos celulares y sélo de una capa
germinal. Un ejemplo serian las células del endodermo, que pueden originar células pulmonares, del
higado o intestinales, pero no células de otra capa germinal, como neuronas (derivan del ectodermo).
Podrian ser células embrionarias, pero no adultas, como las células madre mesenquimales (MSCs),

gue son las que nos interesan.

- Unipotenciales, aquellas que Unicamente pueden dar lugar a un tipo celular concreto, como por

ejemplo las células madre epidérmicas o las espermatogonias, que sélo dan lugar a espermatozoides.

Las células utilizadas en esta tesis doctoral son células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo
(ASCs). Entorno a los afios 70 se aislaron las primeras MSCs procedentes de la médula ésea®®*!®, aunque
posteriormente se han conseguido obtener de otros tejidos, como el misculo esquelético, pulpa dentaria, tejido

adiposo, bazo y corazén o cordén umbilical, entre otros!36-141,

El hecho de que se puedan extraer de diversos tejidos sumado a que son multipotentes, es decir, capaces de
diferenciarse en otros tipos celulares como osteoblastos, condrocitos, miocitos, adipocitos, hepatocitos, células
del epitelio, células cardiacas o neuronas, que se pueden expandir y cultivar in vitro sin perder sus
caracteristicas facilmente y sus propiedades inmunomoduladoras, ha propiciado su uso extenso en medicina

regenerativa, especialmente.

Célula adulta progenitora
multipotente (MAPCs)

Célula madre

Célula madre mesenquimal s
/ \\hematopoyetlca (HSCs)
Célula endotelial @
>

progenitora

7
/// /\
. .

7  Células sanguineas

Figura 6: Diagrama de la jerarquia de las MSC (imagen adaptada de Giordano y col. 2007%4?).

Dado que se trata de un grupo de células bastante heterogéneo, la Sociedad Internacional de Terapia Celular

(ISCT) fija una serie de criterios minimos que deben poseer las células para ser consideradas MSCs*4,
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De este modo, una de las principales caracteristicas es que tienen que:
- Tener la capacidad de cultivarse adheridas al plastico de las placas en condiciones estandar.
- Expresar en més del 95% de la poblacion celular los antigenos de membrana CD73, CD90 y CD105

- Carecer, en mas del 98% del total celular, del marcador de leucocitos CD45, marcador hematopoyético
y de células endoteliales CD34, marcadores de macréfagos y monocitos CD14 o CD11b y los
marcadores de células B CD79a 0 CD19.

- Carecer de la expresion del antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR), receptor de superficie
celular del CMH clase II.

- Deben poder diferenciarse in vitro en osteoblastos, condroblastos y adipocitos.

El motivo de eleccidn de estas células en nuestro trabajo se debe a las capacidades inmunomoduladoras que
presentani#4145 y sus capacidades regenerativas conocidas. Ademas, son consideradas como un posible tipo de
terapia debido a que apenas expresan HLA tipo | y no expresan tipo I1, asi como otras moléculas de superficie

como CD40L, CD80 y CD86, no siendo reconocidas por el sistema inmune!4®.

Actualmente, se cree que la forma de actuar de estas células no es tanto dando lugar a otros tipos celulares sino
alterando el microambiente en el que se encuentran de forma paracrina 0 mediante el contacto con otras
células’, siempre que el ambiente local sea inflamatorio. Si esto no sucede, y el ambiente es inflamatorio, las
células podrian expresar HLA tipo | y Il siendo reconocidas por las células del sistema inmune, por lo que

serian lisadas por linfocitos CD8+ y NK4,

No se conocen muy bien las caracteristicas que las hacen mas privilegiadas inmunoldgicamente ni si, una vez
inyectadas, permanecen mucho tiempo en el individuo receptor siendo esto un aspecto importante, aunque hay
articulos que demuestran su larga viabilidad en modelos animales!*. Ademas, actualmente algunos grupos
intentan demostrar la seguridad y viabilidad de la terapia con estas células en el trasplante de Grganos
s6lidos®®®1%1, Todo ello hace necesario estudiar como se comportan tras los trasplantes como, en nuestro caso,

el pulmonar.

5.2. Accién inmunomoduladora

Las MSCs llevan a cabo la inmunomodulacién mediante contacto célula-célula, expresando distintas
moléculas de adhesion, como VCAML1 e ICAML1 u otros inmunorreguladores como PD-1L, actuando sobre
linfocitos T y B2, pero también mediante la liberacién de factores solubles, por lo que podrian ejercer su
efecto sin estar necesariamente en el lugar de la lesion, de ahi su importancia terapéutica. Dentro de estos

mediadores, se encuentran, entre otros:
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- Indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO): enzima que cataliza la degradacion del triptéfano, importante
para la proliferacion de linfocitos T, por lo que la disminucién de este aminoécido los inhibiria®®,
Ademas, parece que también podria tener un papel importante en la inhibicion linfocitos B activados,
las NK, en modular la respuesta a macréfagos de tipo M2 e incluso, en produccion de nuevas células

reguladoras®#41>4+-157,

- TGF-B: aunque con efecto controvertido, podria mostrarlo sobre linfocitos T, NK o incluso

aumentando la produccién de células reguladoras®®®*%°,

- Prostaglandina E2 (PGE2): podria tener un efecto sobre la proliferacion de las células NK e incluso
sobre los linfocitos Ty las células dendriticast®"1¢°,

- Interleuquina 10 (IL-10): la estimulacién de los macr6fagos M2 por parte de las MSC provoca la
liberacion de esta citoquina antiinflamatoria que tendria efecto sobre los neutr6filos y también, junto

con la secrecion de IDO, sobre la supresién de linfocitos T61,

- Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF): parece tener efecto tanto sobre las células endoteliales,

epiteliales e incluso sobre los linfocitos T,

- HLA Gb5: afectaria a la inmunidad innata al inhibir la cit6lisis mediada por NK, células dendriticas y

linfocitos T y la secrecion de INF-y, ayudando a prevenir el rechazo®%1%,

- Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS): este factor, producido por las MSC en presencia de CD4+

0 CD8+ parece importante en la inhibicion de la proliferacién de linfocitos T64,
- CCL2: quimioquina producida por las MSCs que podria afectar a la respuesta humoral®®®.

- Galectinas (galectina 1 y 3): factores solubles secretados tanto por MSCs humanas y de ratones que
son capaces de suprimir la proliferacion de los linfocitos T, pudiendo inducir también a los linfocitos

T reguladores*®®.

Ademas de esos factores, las MSCs también secretan quimioquinas como CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a),
CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL20 (MIP-3a), CCL26 (eotaxin-3), CX3CL1
(fractalkine), CXCL5 (ENA-78), CXCL11 (i-TAC), CXCL1 (GROa), CXCL12 (SDF-1), CXCL8 (IL-8),
CXCL2 (GROB) y CXCLI10 (IP-10)*". Estas moléculas actlian sobre monocitos, eosindfilos, neutrdfilos,
basdéfilos, células dendriticas, NK, linfocitos T y de memoria, linfocitos B, y progenitores endoteliales y

hematopoyéticos*®,

La accion inmunosupresora de las MSCs parece depender de la activacion de las mismas cuando se encuentran
en un ambiente proinflamatorio con la presencia de citoquinas, tales como IFN-y, TNF-a, IL-1a, € IL-1B*.
Sin embargo, hay evidencias de que, en ocasiones, si el ambiente en el que se encuentran no es inflamatorio,
las MSCs pueden dar lugar a otro fenotipo proinflamatorio'™. De este modo, y en el caso de los trasplantes,

cuando se activan los receptores tipo Toll (TLR) de las MSCs por moléculas producidas como consecuencia

65



Introduccion

del dafio celular (DAMPSs) o también agentes patdgenos debido a las infecciones, se secretan citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas que atraen a los neutréfilos y promueven que liberen properdina, por lo que

se activa el complemento’172,

Asi, se podrian distinguir dos fenotipos en las MSC, descritas como MSC1 (proinflamatorio), cuando se
activan los TLR4, y MSC2 (antiinflamatorio), al activarse TLR3, lo que influiria, de un modo u otro, en la
activacion de los linfocitos T2,

Por lo tanto, las MSC, mediante distintas vias, pueden modular la actividad de las distintas células del sistema
inmune (figura 7). A continuacion, se mencionan algunas acciones de las MSCs distintas poblaciones celulares
y que resultan de interés en el estudio del rechazo tras el trasplante.

5.3. Efectos sobre la inmunidad innata

Las MSCs son capaces de actuar sobre monocitos y macréfagos. Mediante la liberacion de quimioquinas
como CCL2, CCL3, CXCI2 o CCL12, las MSCs de médula dsea reclutan a monocitos y macrofagos en el
lugar de inflamacion!’. Los macréfagos tienen una funcién muy importante en la respuesta inflamatoria y de
regeneracion tisular y se diferencian de los monocitos en funcién del microambiente en dos poblaciones:
clasicos 0 M1, con accidn inflamatoria activados al estar expuestos a citoquinas proinflamatorias, y M2, que
promueven la resolucién de la inflamacién y reparacion tisular liberando 1L-10, secretando factores tréficos y
aumentando la limpieza de células apoptdticas'’. En algunos estudios se ha observado que, cuando se cultivan
con monocitos, las MSCs de médula 6sea promueven su diferenciacion a macrofagos del tipo M2, que
producen IL-10 y muestran esa actividad fagocitica con bajos niveles de produccion de TNF-a e INF-y y
expresion de MHC de tipo 11176177, En modelos experimentales se ha observado que esta produccion de IL-10
bloquea el exceso de infiltracién de neutréfilos en el tejido lesionado previniendo un dafio mayor, ademas de
reducir la produccion de TNF-o y CXCL2'819 Por otra parte, estas células son capaces de secretar
antagonistas de los receptores de IL-1, impidiendo la liberacion de TNF-a e IL-1 por los macréfagos una vez
activados, protegiendo el tejido pulmonar de esas dos citoquinas proinflamatorias de gran importancia en el
pulmon®®, IL-1p aumenta ademas la secrecion de TGF-B mediada por las células madre, que a su vez esta
relacionada con la supresion de los linfocitos!®!. Por lo tanto, las MSCs parecen tener un papel importante en
la reparacidn al reclutar monocitos y macrofagos y estimular su diferenciacion al tipo 2, evitando una excesiva

inflamacion y favoreciendo la regeneracion tisular.

En cuanto a su efecto sobre los neutrofilos, las MSCs, mediante la activacion de receptores TLR son capaces
de atraerlos y aumentar su esperanza de vida junto con su actividad proinflamatoria asi como de producir IL-

1B, IL-6, IL-8 0 CCL52, Esto tendria importancia sobre todo en los casos de infecciones.

En el caso de las células dendriticas, las MSCs pueden prevenir su maduracion al impedir la diferenciacion
de los precursores, mediante secrecion de IL-6 y prostaglandina E2. Podrian incluso provocar que las células

dendriticas maduras pasaran a inmaduras'®®18, De este modo, se induciria una respuesta mas tolerogénica

66



Introduccion

pasando de ser Thl a Th2. Segun ciertos autores, cuando las células dendriticas se encuentran en presencia de
MSC, las primeras pueden perder parte de su actividad, con una menor secrecién de IL-12, por lo que resultan
incapaces de producir una activacion y proliferacion de linfocitos T, Pese a ello, otros autores no han
observado esta alteracion en las células dendriticas. Ademas, estas células dendriticas en presencia de las MSCs
podrian inhibir la proliferacion y activacion de linfocitos T CD8+ promoviendo una respuesta tipo Th2 de
linfocitos T CD4+ gracias a la activacion del receptor Notch®:187  Por (ltimo, las células madre podrian
fomentar la generacion de linfocitos T reguladores*®.

Las células NK presentan un papel importante en el rechazo. El efecto de las MSCs sobre ellas depende, seglin
varios estudios, del estado de activacion que muestren ambos tipos celulares y del ambiente en el que se
encuentre. Asi, las NK liberan ademas grandes cantidades de INF-y y TNF-a y muestran actividad citotoxica.
Las NKs previamente activadas por distintos estimulos, como IL-2, son capaces de lisar a las MSCs tanto si
son alogénicas o aut6logas®®. Sin embargo, cuando éstas no se encuentran activadas, pueden liberar pequefias
cantidades de INF-y que estimulan a las MSCs. De este modo, mediante la liberacion de IDO, TGF-B1 o PGE-
2 se evitaria la activacién de las NKs, disminuyendo la produccion de esas citoquinas inflamatorias asi como

su efecto citotdxicol®4157:189,

5.4. Efectos sobre la inmunidad adquirida

En determinados estudios se ha podido comprobar que tanto las MSCs autélogas como las alogénicas son
capaces de inhibir la activacion y la respuesta de los linfocitos T, Sin embargo, la accion sobre estas células
se produce cuando los linfocitos se encuentran previamente activados, por células polimorfonucleares

alogénicas o mitédgenos y producen INF-y que activa a las MSCs*®L.

Ademas, pueden inducir anergia de dichos linfocitos y detener su maduracion al bloquearlos en la fase G1 del
ciclo celular, sin que este efecto se pueda revertir incluso con IL-2 ex6geno y a pesar de que las células

muestren cantidades normales de receptores para dicha citoquina®®,

Parece también que en ambientes inflamatorios, en los que hay presencia de TNF-a ¢ INF-y, se estimula la
produccién por parte de las MSCs de quimioquinas que atraen a los linfocitos T, como CXCL9, CXCL10y

CXCL11, permitiendo asi ejercer sus propiedades inmunoreguladoras sobre ellas®.

Por otra parte, parece que las MSCs son capaces de inhibir la proliferacion de linfocitos T de memoria, tanto
CD4+ como CD8+, estimulando la produccion de IL-10 asi como reduciendo la secrecion de citoquinas IL-
17, Thl e INF-y por parte de las primeras y bloqueando a las segundas mediante la produccion de TGF-p8:19%,

Sin embargo, otros autores no consideran que TGF-f esté implicado en esta respuesta.

Otra poblacion celular a tener en cuenta en los trasplantes son las células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+,
capaces de suprimir la proliferacion de los linfocitos T y asi impedir una respuesta inmune excesiva. Se ha
descrito, tanto in vitro como in vivo, un aumento en el porcentaje de estas células reguladoras cuando hay

presencia de MSCs!21%  De este modo, cuando éstas se inyectan previamente a un trasplante de rifién o
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corazon en modelos animales, el nimero de células reguladoras aumenta, con la consecuente disminucion del
rechazo y mejora la supervivencia del injerto!®>!%, Sin embargo, no todos los autores han encontrado

evidencias de que las células madre estimulen o induzcan a las células reguladoras, ni in vitro ni in vivo®’.

Como hemos visto anteriormente, tanto en el rechazo agudo mediado por anticuerpos como en el rechazo
cronico, los linfocitos B juegan un papel importante. Se ha estudiado cdmo las MSC pueden actuar sobre la
proliferacion, diferenciacion y maduracion de los linfocitos B de manera dosis dependiente®. De este modo,
cuando en ratones sometidos a un trasplante cardiaco, se suministraron conjuntamente MSCs y rapamicina, se
aprecié una disminucion de los niveles de anticuerpos IgM e IgG, promoviendo la tolerancia al injerto*°.
Ademaés, pueden frenar en cierta manera la migracion quimiotéctica al disminuir la expresion de los receptores
CXCR4, CXCR5y CCR7 de los linfocitos?®. A pesar de esos estudios, otros autores han mostrado una accion
opuesta encontrando un efecto estimulador de las MSC en la proliferacion y produccién de anticuerpos, en
funcion del nivel de estimulacion previo de las células?®:?%2, Ademas, parece que no afectan a las propiedades
de presentacién de antigeno de los linfocitos, ya que las MSC no muestran efecto sobre la expresién del CMH
tipo 11 ni sobre los receptores CD40, CD86, y CD80?®. Por tanto, para dilucidar el efecto de las MSCs sobre
esta poblacién celular, se requieren mas estudios en los que intervengan las distintas fases de maduracién de

estos linfocitos.

Célula dendritica ASC

Linfocito B

I

. PGE2 \{ Y
Q—\_\
IDO, factores desconocidos g {
——— = T%conocidos |

Maduracién
® Activacién &0 ) ..

Presentacion antigenos co‘\"a Q4 Proliferacion

?("1‘\\)\’6 Produccion de anticuerpos
B0t e

Linfocito T
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. Linfocito T regulador
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Citotoxicidad Proliferacién
Induccién Produccién de citoquinas
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Figura 7: Esquema de los efectos reguladores de las ASCs sobre las células del sistema inmune (imagen adaptada de
Gao et al. 20162%),

Ademas de las propiedades inmunomoduladoras que hemos destacado, las MSCs pueden actuar de manera

indirecta sobre otros aspectos de importancia en el trasplante.
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5.5. Otros efectos de interés

Todo trasplante lleva asociado una lesion por isquemia-repefusion que implica la muerte de células, como
consecuencia de la situacion de hipoxia generada en el donante por la muerte cerebral y/o parada cardiaca, asi
como por el propio método y tiempo de preservacion del érgano, y que afecta tanto al endotelio vascular como
al parénquima del 6rgano a trasplantar. Ademas, una vez implantado el 6rgano en el receptor, la propia
reperfusion incrementa este dafio. Por lo tanto, las sustancias liberadas por la muerte celular y los propios
restos celulares hacen que se liberen mediadores proinflamatorios, aumente la expresion del CMH y se active
el sistema inmune. Ante ello, el tratamiento con MSCs podria mitigar este dafio, ya que éstas se dirigen al

endotelio afectado y a otras zonas inflamadas y ejercen sus funciones sobre el sistema inmune.

Por otra parte, las MSCs muestran propiedades angiogénicas ya que se cree que pueden diferenciarse en
células endoteliales y, principalmente, reparar el endotelio dafiado mediante la secrecion de factores

proangiogénicos favoreciendo la proliferacion de dichas células?®.

Otras de las propiedades que muestran este tipo celular son su capacidad de regeneracidn, aunque se cree que
en el caso de los trasplantes es mas importante la capacidad de actuar sobre el sistema inmune, y la capacidad

de liberar factores que actlian como antifibréticos?®, aspecto correlacionado con la inflamacion del 6rgano.

6. ASCsy microARNSs

En la ultima década, ha tomado relevancia el estudio de la alteracion en la expresion de los microARNSs, que

se ven afectados en condiciones patol6gicas, regulando determinados genes de interés.

De manera resumida, los microARNSs son una clase de ARN pequefios no codificantes, con una longitud de
aproximadamente 22-25 nucleétidos que actlian sobre ciertos genes diana, suprimiendo su traduccién o
actuando sobre su ARNm, con su consecuente degradacion?®. Tienen también efectos sobre distintas vias de
sefializacion, algunas de las cuales resultan de interés en los trasplantes, entre las que destacan aquellas que
afectan la expresion de los genes inflamatorios, la diferenciacion de los linfocitos T y B o la pérdida de
injerto®’. Cuando estos se expresan de una forma que no es correcta, es decir, cuando se sobre-expresan o

infraexpresan, pueden producir procesos patolégicos que afectan el sistema inmunitario®.

Por lo tanto, en este trabajo hemos querido conocer cudles se ven afectados tras un rechazo pulmonar agudo
sin ningun tipo de medicacion y el efecto que la terapia con ASCs muestra en ellos, ya que no hay nada descrito

sobre el tema en la rata.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS
Las hipdtesis en las que se basa el presente trabajo se describen a continuacion:

- Laterapia celular con MSCs derivadas de tejido adiposo tiene un efecto inmunomodulador, previniendo
el rechazo hiperagudo y el rechazo agudo en ratas receptoras de un trasplante ortotépico de pulmén. La
confirmacion de este efecto podria tener relevancia clinica en la proteccion del injerto frente al rechazo
agudo de los pacientes trasplantados.

- Dicho efecto de la terapia celular podra evidenciarse tanto a nivel histolégico como en la produccion de
citoquinas mostrando menos signos de rechazo. En las poblaciones celulares es previsible una disminucion
de los linfocitos T del receptor y células efectoras (tolerancia), y un mayor ndmero de células T
reguladoras. Por Ultimo, se observaran diferencias en cuanto a la modulacion genética mediante un distinto

patron de expresion de microARNS.

OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio fue evaluar el efecto de las MSCs derivadas de tejido adiposo (ASCs) en la
modulacion inmunoldgica en las primeras fases tras el trasplante pulmonar, incluyendo el rechazo hiperagudo

y agudo.
Los objetivos especificos fueron los siguientes:

- Metodol6gicamente, el desarrollo y descripcion del modelo quirdrgico de trasplante pulmonar en la rata
para el estudio del rechazo agudo, tanto en un modelo de trasplante alogénico como isogénico. Otro
objetivo metodoldgico fue el aislamiento y caracterizacion de las ASCs de rata.

- Evaluacién de las poblaciones celulares presentes en los injertos trasplantados, asi como de la
supervivencia de las ASCs en el 6rgano diana (pulmon donante).

- Evaluar histolégicamente los signos de rechazo en los pulmones trasplantados.

- Evaluar la produccion de citoquinas y quimioquinas.

- Evaluar la expresion y regulacion de microARNs en condiciones de rechazo.
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Material y métodos

1. Disefo del estudio

Se ha disefiado un estudio de evaluacidn prospectiva de ratas control y trasplantadas, tratados o no con ASCs.

Lo primero que se llevd a cabo fue la puesta a punto del modelo experimental de trasplante ortotopico de

pulmdn izquierdo en rata. Para ello, se realiz6 una estancia en el Hospital Doctor Negrin de Gran Canaria.

Una vez superada la curva de aprendizaje, se realizaron todos los trasplantes de la fase experimental,

estableciendo diferentes grupos de estudio para valorar el rechazo agudo tras el mismo.

Junto con la etapa anterior, se puso a punto el cultivo y expansién de las ASCs de rata para evaluar su eficacia

inmunomoduladora y su efecto sobre el rechazo agudo.

2. Sujetos de estudio: animales

Para la puesta a punto del modelo quirdrgico y para la realizacion de los grupos experimentales, se utilizaron
un total de 214 ratas macho entre animales donantes y receptores, procedentes de la cria propia y de los
laboratorios Janvier (Francia): 198 de la cepa Sprague Dawley (SD) y 16 de la cepa Brown Norway (BN).
Estas Gltimas fueron utilizadas como animales donantes, mientras que las ratas de la cepa SD se emplearon

tanto como donantes como receptoras, asi como controles sanos sin trasplante.

Previo a la realizacién de los procedimientos experimentales, los animales se mantuvieron en grupos de 4 — 5
animales por jaula (Macrolon type 1V), localizadas en el animalario del Servicio de Cirugia Experimental del
Hospital Universitario La Paz. Se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas con una humedad
relativa de 40% a 70% y una temperatura ambiente de 22°C £ 2°C. Tanto la comida (SAFE A03; Augy, France)
como el agua se suministraron ad libitum. Para evitar el estrés de los roedores, una semana antes de sus cirugias,

fueron aclimatados convenientemente.

Todos los experimentos se realizaron durante el periodo de luz del animalario y fueron aprobados por el Comité

de Etica de Bienestar Animal del propio centro, asi como de la autoridad competente (Proex 82/16).

3. Procedimientos anestésico y quirurgico del trasplante pulmonar

Utilizando técnicas de microcirugia, se llevé a cabo un trasplante ortotépico de pulmén izquierdo, segin lo
descrito anteriormente, aunque con algunas modificaciones, especialmente en la técnica anestésica. Tanto la
evolucion de la técnica quirdrgica, como de las distintas especies animales en las que se ha realizado y su

utilidad, las hemos descrito previamente®®,

Todas las etapas de la cirugia se realizaron con un microscopio CLS 150 MR (Leica Microsystems, Wetzlar,

Germany) con 10, 25 y 40 aumentos.

A continuacion, se describen las fases del trasplante pulmonar.
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3.1. Anestesia y cuidados perioperativos

Con la anestesia del animal se pretende proporcionar un adecuado efecto anestésico y analgésico, manteniendo
la estabilidad fisioldgica del animal, y se busca que sea facilmente reversible al finalizar la técnica quirdrgica.

En un primer momento, durante la puesta a punto del modelo quirdrgico, tanto en los receptores como en los
donantes, se empled para la induccion y mantenimiento una inyeccion subcutanea de ketamina (90 mg/kg)
junto con xilacina (12 mg/kg). La ketamina proporciona un efecto analgésico que se potencia al administrar
conjuntamente con un agonista de los receptores a2-adrenérgicos, en este caso la xilacina, que, a la vez, reduce
la rigidez muscular. Una ventaja de esta combinacidon es que se puede revertir facilmente con la administracion
de un antagonista de los receptores a2-adrenérgicos como el atipamezol (0,5 a 1 mg/kg). Dado que los
agonistas de los receptores o2-adrenérgicos provocan diuresis, se compensd mediante la aplicacion de
fluidoterapia subcutanea. Ademas, en todos los casos se utilizaron pomadas oftalmicas para evitar la sequedad

corneal.

Antes de comenzar con los grupos de estudio se sustituy6 en los animales receptores el uso de ketamina +
xilacina por el anestésico inhalatorio sevoflurano al 2,5 — 3%, dada la mayor y rapida induccion y recuperacion

de los animales tras la cirugia y a su efecto protector sobre el pulmén?®,

Dado que la toracotomia es un potente estimulo nociceptivo y que el sevoflurano no proporciona la analgesia
adecuada, se administr6 subcutaneamente y de manera preoperatoria y postoperatoria el opioide buprenorfina
a 10-50 pg/kg/8 h. Para incrementar la analgesia local en la cirugia, se inyectd lidocaina al 1% por via
subcuténea. Finalmente, la profilaxis antibiotica se realizd con ceftriaxona (70 mg/kg) que se mantuvo durante
5 dias.

3.2. Ventilacién mecanica

Una vez anestesiados, los animales se intubaron con catéteres de 14 G (ratas > 300 g), 16 G (rata de 200-3009)
para ser ventilados mecénicamente (SAR-1000 Ventilator, CWE, INC). Especialmente en el caso del receptor,
la ventilacion fue en modo de ciclado por presion, dado que su pulmén izquierdo no es funcional durante gran

parte de la cirugia.

Para la programacion del ventilador, se establecié un volumen corriente de 7-10 ml/Kg (ciclado por volumen),
una presion maxima de 10-12 cmH,O (ciclado por presién) y una frecuencia respiratoria de 75
respiraciones/minuto. Ademas, se aplico una presion positiva al final de la espiracion de 2-5 cmHO para evitar
la formacién de atelectasias durante la espiracion y realizar un reclutamiento progresivo pulmonar una vez

finalizada la cirugia.
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3.3. Monitorizacion intraoperatoria

Se llevd a cabo una monitorizacion del animal durante toda la duracién de la cirugia. Dado su pequefio tamafio,
se utilizaron equipamientos especificos para roedores que permiten el registro de pulsioximetria, capnografia,

presiones arteriales no invasivas y electrocardiograma (Omicrom ALTEA, RGB medical devices).

Se controlé la temperatura corporal (37,5-38,5°C) mediante un termémetro o sonda rectal. La hipotermia es
una complicacion muy frecuente en roedores y produce muchos efectos adversos si se alcanzan temperaturas
inferiores a 32°C, incluyendo un retraso en la recuperacién de la anestesia. Para mantener dicha temperatura
fisioldgica, se utilizbé una manta eléctrica, aunque vigilando la posible hipertermia que se pudiera producir. La
saturacion de oxihemoglobina suele mantenerse en niveles superiores al 99% cuando la fraccion inspirada de

oxigeno se incrementa entre un 30 6 60% con respecto al 21% del aire ambiental.

3.4. Preparacion del donante

Se extrajo todo el bloque cardiopulmonar junto siguiendo la secuencia que se detalla a continuacion. Bajo
anestesia y con el animal en decubito supino, se prepard el campo operatorio rasurando la piel del térax y
aplicando povidona iodada de forma centripeta desde el centro del térax. Posteriormente, se realizdé una
esternotomia media con heparinizacién (100 U1/100 g) via intracardiaca para evitar la formacién de coagulos
en el pulmdn a trasplantar. Con un microscopio éptico, se procedié a la diseccién del hilio pulmonar para

localizar el cayado adrtico. Simultdneamente, se realizaron cortes a nivel de las auriculas y vena cava inferior.

Realizamos una perfusion anterdgrada, a través del tronco pulmonar, combinandola con una perfusion
retrgrada desde la auricula izquierda para simular las condiciones fisioldgicas. Los pulmones se perfundieron
a una presion mantenida (10-15 cmH-0), de forma homogénea, con una solucion de preservacion fria (4°C) de

glucosa dextrano bajo en potasio (LPDG), utilizando en nuestro caso Perfadex®.

A continuacion, se ligd y secciond la traquea para extraer todo el blogue cardiopulmonar con el pulmén
insuflado, evitando asi la formacion de atelectasias y para mejorar la oxigenacion y la presencia de surfactante,
lo que reduce el dafio isquemia-reperfusion?©2!1, Las recomendaciones de inflado varian entre un 50% de la
capacidad pulmonar total?**?12 hasta un 75-100%%2'®sin llegar a provocar barotrauma. Ademas, el insuflado

previo a la preservacion reduce la expresion de marcadores proinflamatorios tras la reperfusion?s.

Con respecto a la preservacion del 6rgano trasplantado, el pulmén donante se mantuvo a 4°C para minimizar
el dafio isquémico del injerto pulmonar utilizando de nuevo como solucién de preservacion el Perfadex®

(dextrano bajo en potasio).
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3.5. Preparacion del injerto

Una vez extraido el bloque pulmonar, se individualiz6 el pulmén izquierdo clampando o ligando el bronquio
para mantenerlo insuflado. Junto con la arteria y vena pulmonares, se secciond el bronquio lo més distal posible

al pulmén para facilitar las anastomosis (figura 8).

La preparacion del pulmén izquierdo se realizd para que todas las anastomosis vasculares y bronquiales fueran
empleando manguitos vasculares o “cuffs” (figura 9). De este modo, las uniones vasculares y bronquiales se
simplifican al no emplear suturas sino esos “manguitos”, que consisten en unas estructuras anulares
constituidas por policloruro de vinilo o teflon fabricadas a partir de canulas o catéteres, cuyo tamafio es de
16G. Constan de por un cuerpo, que es donde se fijan los vasos o el bronguio, y una lenglieta para permitir una
facil manipulacion de los mismos (figura 9). Su longitud es de 2-3 mm (cuerpo de, 1,5 a 2 mmy lengieta de

aproximadamente 1 mm).

La colocacién de los mismos se realizo introduciendo la vena, arteria o bronquio del pulmoén donante a través
del orificio del cuerpo del manguito, para posteriormente evertirlos fijando los tejidos con sutura de

polipropileno de 7/0 (figura 9).

3.6. Preparacion del receptor

Primero se procedio a la intubacién del animal y, bajo anestesia siguiendo el protocolo descrito en el apartado
correspondiente, se colocé al animal en decubito lateral derecho. Se prepar6 el campo quirdrgico estéril, de
igual manera que en el animal donante, para realizar una toracotomia lateral a través del cuarto espacio
intercostal. Se extrajo el pulmdn izquierdo aislando las principales estructuras clampando la arteria, vena y
bronquio pulmonares izquierdos, siempre lo mas distal posible al pulmon. La seccion de dichas estructuras se

produjo lo méas préximo posible al parénquima pulmonar.

Para evitar la formacién de coagulos, se aplico suero heparinizado (0,5 — 1 Ul/ml) a la arteria y a la vena. La
manipulacién de todas las estructuras fue cuidadosa para evitar desgarros vasculares, causa que puede provocar

facilmente la muerte del animal.

A continuacidn, se procedié a realizar las anastomosis de las estructuras vasculares y del bronquio. En la figura

10 aparecen reflejadas en una imagen real las anastomosis con manguitos o “cuffs”.

Una vez anastomosado el bronquio, se ventil6 el pulmdn donante para evitar la formacion de atelectasias y
favorecer el reclutamiento alveolar. Una rapida reperfusion del pulmén indica que la permeabilidad vascular
de las anastomosis es adecuada. Por ultimo, se extrajo el pulmoén nativo del animal receptor, dejando

Unicamente el pulmén donante.

Antes de cerrar la herida quirurgica, se coloc6 un drenaje para eliminar los restos de sangre, liquido o aire

alrededor de los pulmones para asegurar que estos se puedan expandir con normalidad. El cierre de la cavidad
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torécica se realizd por planos, retirando el drenaje una vez el animal se recuper6 de la anestesia y comenzé su

ventilacién espontanea.

Figura 8. Extraccion y preparacion del pulmén donante. Realizacion de una estereotomia media y diseccion y
extraccién del bloque cardiopulmonar. Diseccién de la arteria pulmonar izquierda (LPA), vena pulmonares izquierdas
(LPV) y del bronquio izquierdo (LBr). AO: aorta toréacica; IVC: vena cava inferior; LA: auricula derecha; L SVC: vena
cava superior izquierda; LL: pulmén izquierdo; RA: auricula izquierda; RL: pulmdn derecho; R SVC: vena cava

superior derecha.
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Figura 9. Esquema de colocacion de un manguito o “cuff” en el pulmén donante y su anastomosis en el pulmon
receptor. LBr d: bronquio izquierdo de animal donante; LBr r: bronquio izquierdo de animal receptor; LPA d: arteria
pulmonar izquierda de animal donante; LPA r: arteria pulmonar izquierda de animal receptor; LPV d: vena pulmonar

izquierda de animal donante; LPV r: vena pulmonar izquierda de animal receptor.
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Figura 10. A) Técnicas quirdrgicas descrita de anastomosis vascular y bronquial mediante manguitos o “cuffs”.
B) Imagen real del trasplante pulmonar realizado mediante la técnica de “cuff”.

LBr d: bronquio izquierdo de animal donante; LBr r: bronquio izquierdo de animal receptor; LPA d: arteria pulmonar
izquierda de animal donante; LPA r: arteria pulmonar izquierda de animal receptor; LPV d: vena pulmonar izquierda de
animal donante; LPV r: vena pulmonar izquierda de animal receptor; DL: pulmén donante; LBr r: bronquio izquierdo
de animal receptor; LPA r: arteria pulmonar izquierda de animal receptor; LPV r: vena pulmonar izquierda de animal

receptor.

4. Cuidados postoperatorios. Protocolos de supervision

Tras la cirugia, y una vez reanimados, los animales se pasaron a jaulas individuales para mantenerlos tranquilos

y sin la presencia de otros animales que pudieran impedir su recuperacion adecuada.

Previo a la cirugia, tras la intubacidn, se les administrd por via subcutanea como analgésico el opioide tramadol
(Adolonta®) a una dosis de 25mg/kg/12 horas y como antibidtico, ceftriaxona a una dosis de 70 mg/kg/24
horas. Los farmacos se suministraron diluidos en suero para mantener la hidratacion de los animales y se
mantuvieron durante 5 dias. Se realiz6 un seguimiento diario de los roedores intervenidos incrementandose la

analgesia en caso de detectar dolor. La herida quirtrgica se limpid y desinfect6 para favorecer la cicatrizacion.
Justo después de la cirugia se les suministré agua y alimento ad limitum.

Se estableci6 un protocolo de supervisién para valorar el bienestar animal en el que se incluyeron criterios de
punto final y se valoraron aspectos como la pérdida de peso, el aspecto fisico, el patrén ventilatorio, la
presencia de cianosis o el comportamiento del animal. De tal modo, en caso de producirse alteraciones en

alguno de los pardmetros, se procedio a llevar a cabo las medidas correctoras pertinentes de manera inmediata.

A continuacion, aparece detallado el protocolo de supervision aprobado por el comité ético de bienestar animal

y aplicado en todo momento (tabla 4). Se determiné ademas la severidad acumulada en el procedimiento.
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Tabla 4: Protocolo de supervision utilizado en todos los animales sometidos a la cirugia de TP.

PARAMETRO

Peso

Aspecto fisico

Patron

ventilatorio

Cianosis

Actividad

Sin modificaciones (normal)
Pérdida inferior al 10%
Pérdida de entre un 10-20%
Pérdida de entre un 20-25%
Pérdida mayor al 25%
Normal

Ligeramente alterado (pelaje en mal

estado)

Alterado (pelaje en mal estado y
presencia de secreciones oculares

y/o nasales)

Muy alterado (pelaje en muy mal
estado, postura anémala, caquexia,
deshidratacion, vocalizaciones

andmalas)

No alterado

Ligeramente alterado
Moderadamente alterado

Muy alterado

No

Si

Normal

Ligeramente alterada

Alterada (excesiva / disminuida)

Letargia (no respuesta a estimulos o

agresividad)

VALOR

FRECUENCIA

Diaria la primera
semana y dos veces

por semana el resto

Diaria

Diaria

Diaria

Diaria
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Valoraciones:

- 0-6: Animal sin ningun tipo de alteracion. Normal.

- 7 - 13: Ligera severidad. Se aumentara la vigilancia de los animales. Monitorizacion cuidadosa. Si las
alteraciones observadas persisten, se pasara al siguiente nivel ©.

- 14 - 19: Severidad moderada. Se tomaran medidas, en funcién de lo observado, enriquecimiento del medio
en oxigeno, valoracion de la necesidad del aumento de las dosis de analgesia y antibioterapia .

- 20 - 28: Severidad grave. Se procedera a la eutanasia del animal.
) Se considerara como criterio de punto final (sacrificio humanitario) el hecho de que determinados parametros no sean
compatibles con el bienestar animal, como, por ejemplo, una pérdida de peso mayor al 25%, la postracién prolongada y

ausencia de respuesta a estimulos, un patrén ventilatorio muy alterado o una cianosis muy marcada.

5. Grupos experimentales

Se establecieron seis grupos experimentales para la valoracién del efecto de las ASCs en el rechazo agudo tras

el trasplante pulmonar en la rata.

Tenemos, por tanto, los grupos controles que no recibieron ningun tipo de tratamiento junto con sus respectivos
grupos tratados con terapia celular (MSCs). Por otra parte, cuando la cepa donante es Sprague Dawley reciben
la denominacién SD, mientras que cuando es Brown Norway los identificamos como BN. Por Gltimo, si el
sacrificio se llevd a cabo a las 24 horas tras la cirugia, afiadimos un “1” tras la identificacion de la cepa,

mientras que, si se recogieron a los cinco dias, incluimos un 5 en su lugar.

A continuacion, se describen los distintos grupos de estudio.

Tabla 5: Caracteristicas de los grupos experimentales propuestos para el estudio.

N.° de dias
Grupo Cepa donante Cepa receptora MSCs N
postrasplante
Control SD 1 SD SD 1 No 7
MSC SD 1 SD SD 1 Si 7
Control SD 5 SD SD 5 No 7
MSC SD 5 SD SD 5 Si 8
Control BN 5 BN SD 5 No 6
MSC BN 5 BN SD 5 Si 6
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Previamente al estudio, para la puesta a punto del modelo quirdrgico se establecié un maximo de 15 trasplantes
(30 animales: 15 donantes y 15 receptores) hasta alcanzar una buena técnica quirtrgica y suficientemente
reproducible con fiabilidad. Finalmente, el nimero total de trasplantes necesarios y realizados se redujo a 13.

Para el estudio de la localizacion de las MSC se utiliz6 un menor grupo de animales por grupo (n = 2) y las
células se tifieron con fluorescencia. Se utilizaron tanto como donantes y receptores ratas de la cepa SD que
fueron sacrificadas en los dias 1, 2, 3 y 5 post-trasplante.

6. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASCs)

6.1. Aislamiento y cultivo

Tanto el aislamiento como cultivo de las ASCs se realizaron segun el protocolo habitual del laboratorio, que
cuenta con gran experiencia en ello. En primer lugar, se aislaron los adipocitos de la grasa abdominal de ratas
macho adultas de la cepa Sprague Dawley (cepa utilizada como animal receptor), siguiendo el protocolo de

Zuk et al. modificado®, que se describe de manera resumida a continuacion.

En primer lugar, y con el animal convenientemente anestesiado con isoflurano 2.5 — 3%, y tras rasurar la zona
abdominal y desinfectarla con betadine, se sacrificO mediante la administracion intracardiaca de cloruro

potasico.

Posteriormente, y con material estéril, se realiz6 una incision abdominal para la extraccién de la grasa inguinal
subcutanea y peritoneal que, en cabina de flujo laminar clase 11, se lav6 con tamp6n fosfato salino estéril (PBS)
y se atemperd, en un bafio a 37°C, (PBS, DMEM+10% FBS+1% P/S, buffer de lisis de eritrocitos, colagenasa
0,2% P/V en PBS). Se troced y disgreg6 con la ayuda de tijeras hasta la obtencion de una especie de “papilla”.
Se transfieron aproximadamente unos 10 ml de grasa a un tubo de 50ml y se afiadieron 40 ml de PBC para, a
continuacion, centrifugar durante 10 minutos a 1500rpm. Se elimin6 el PBS y se realiz6 un nuevo lavado.
Seguidamente, se digirié la grasa con colagenasa tipo Il durante una hora a 37°C con agitacion suave utilizando
una noria. Para inactivar la colagenasa, se afiadié medio de cultivo DMEM con 10% de suero fetal bovino.
Tras centrifugar durante 10 minutos a 1500rpm, se decanto y resuspendid en PBS para, a de nuevo, centrifugar
durante 5 minutos a 1500 rpm. El sobrenadante se eliminé y el agregado celular se resuspendi6 en 2 ml de
PBS.

Las células se pasaron por un filtro de nylon de 70 um. Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y se

eliminé el sobrenadante.

El agregado celular se resuspendid en 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos. A continuacion, se incubé durante
10 minutos a temperatura ambiente y con agitacion suave y se afiadié PBS hasta alcanzar un volumen final de

20 ml. Una vez mas, se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos eliminando el sobrenadante.
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Por altimo, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo completo DMEM con 10% FBS
descomplementado y 1% de antibi6tico penicilina/estreptomicina y se sembraron en placas de cultivo de
25cm?(Corning Inc., Corning, NY, EEUU) a 37°C y 5% CO..

A las 24 horas de la incubacion, se cambi6 el medio de cultivo, lavando primero con PBS y afiadiendo medio
nuevo. De esta forma, se eliminaron las células y restos celulares que no se han adherido.

Las células que permanecieron adheridas a la placa de cultivo, una de las propiedades fundamentales de este
tipo de células troncales mesenquimales, se cultivaron durante varios dias hasta llegar a una confluencia en la
placa de cultivo de aproximadamente 80%. Una vez alcanzado este valor, se hicieron dos lavados con PBS
para eliminar los restos del medio y células desprendidas, y se agrego tripsina-EDTA al 0,5% para volver a
cultivar las células en frascos de mayor volumen y obtener asi el nimero de células necesarias para iniciar los

experimentos.

Para un correcto crecimiento, el medio se renovaba cada 2 ¢ 3 dias. Cuando se alcanzo el pase 3 (tres
subcultivos de células), las células se congelaron lentamente en isopropano a -80°C a razén de 1x10° células
en 1 ml con un 90% de medio completo y 10% de DMSO. A las 24 horas, se almacenaron en nitrogeno liquido

para su posterior uso.

Cuando fue necesario utilizar las células, se descongelaron los crioviales en el bafio a 37°C y rapidamente se
afiadio medio de cultivo completo para resembrarlas en las placas de cultivo. A las 24 horas tras la
descongelacion, el medio se renové de nuevo para eliminar las células muertas y la presencia de DMSO. No
se utilizaron células con méas de 6 pases, ya que segln se van realizando los mismos, sus caracteristicas de

MSCs pueden ir disminuyendo (figura 11)

4x 10x 4x 10x

T=48h

T=1semana
(10X)

Figura 11: Visualizacién microscépica de las células usadas como tratamiento celular una vez muestran una buena
confluencia.

86



Material y métodos

6.2. Caracterizacion de las poblaciones celulares

La caracterizacion de las células se siguié de acuerdo a lo publicado por la ISCT (International Society for
Cellular Therapy) y la IFATS (International Federation for Adipose Therapeuts and Science).

De este modo, mediante citometria de flujo empleando el citébmetro laser de argon FACScalibur
(Becton/Dickinson Biosciences; BDB, San José, CA, EEUU) se determind la expresion y no expresion de
marcadores especificos de superficie de las ASCs después del marcaje con anticuerpos monoclonales
conjugados con distintos fluorocromos. La caracterizacion se realiz6 antes y después de la transfeccion celular,
comprobando los marcadores mesenquimales constantes (figura 12). Se utilizaron los siguientes anticuerpos
en cantidades de saturacion (siguiendo los protocolos de las casas comerciales): anti-CD90 (Becton Dickinson,
BD), anti-CD73 (Millipore), anti-CD45 (Becton Dickinson, BD) y anti-HLA-DR (BD Biosciences)

conjugados con el fluorocromo Alexa Fluor 647 (Serotec, Spain).

De manera resumida 2x10° células se incubaron a 4°C durante 20 minutos con cada uno de los anticuerpos
mencionados en oscuridad. Se lavaron las muestras con PBS. Por Gltimo, se adquirieron al menos 10.000
eventos de cada muestra. Para la adquisicion y analisis se utilizdé programa informéatico CELLQuest PRO (BD

Biosciences).

Ademas, y siguiendo de nuevo los protocolos elaborados por Zuk y cols. 2%, se realizaron las diferenciaciones
celulares a adipocitos y osteocitos. Se emplearon placas de 6 pocillos para sembrar 1x10° células en cada
pocillo y se cultivaron hasta llegar a tener confluencia, utilizando medio de cultivo adipogénico u osteogénico.
El primero de ellos, o medio de induccién, compuesto de medio completo junto con isobutil-metilxantina
0,5mM, dexametasona 1M, insulina 10 uM e indometacina 200 uM se utiliz6 durante 14 dias renovandolo
cada 2 dias. Se fijaron las células con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente y
se observo la acumulacion de lipidos con tincion Oil Red O (ORO) al 0,3% en isopropanol 60% durante 30

minutos en agitacion suave.

Por otro lado, durante 28 dias se utilizo el medio de cultivo osteogénico, compuesto por medio completo y
suplementado con dexametasona 0,01 UM, ascorbato-2-fosfato 50 uM y B-glicerolfosfato 10 pM. Una vez
finalizada la incubacién y fijadas las células de igual manera que en el caso anterior, con tincion de AlizaRIN
Red S (ARS) se pusieron de manifiesto los depdsitos ricos en calcio secretados por osteocitos a la matriz
extracelular. Las células se visualizaron en un microscopio invertido de contraste de fases Nikin DIAPHOT-

TMD vy se fotografiaron con camara Nikon D80 acoplada al microscopio.
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Figura 12: Caracterizacion de las ASCs mediante citometria de flujo.

6.3. Tincién vital fluorescente de las células

Para conocer si las células migraban a los pulmones tras su infusion se utilizé el marcador fluorescente CM-
Dil labeling (CellTracker™ CM-Dil, Invitrogen) antes de la administracion de las células al receptor. Para ello,
tras el contaje de las células a inyectar y su centrifugacion, se afiadieron 10 pl del marcador junto con 10 ml
de PBS. Las células se incubaron en oscuridad durante 5 minutos a 37°C y, a continuacion, pasaron a 4°C
durante 30 minutos. Tras centrifugar de nuevo y realizar dos lavados del pellet obtenido, las células se

resuspendieron en solucion salina para finalmente administrarlas sin demora en los animales trasplantados.

6.4. Administracion de las células ASCs

Tanto las células como el placebo (suero fisiol6gico) se infundieron en los animales justo tras la cirugia y en
el momento de la recuperacidn anestésica. Se mantuvo al animal ventilado durante aproximadamente una hora
mientras se preparaba la terapia celular, que incluia el contaje de células y su tincion para posteriormente

inyectarlas por la cola de la vena.

La dosis de células empleadas fue de 1x10° células /kg de animal, de acuerdo a lo establecido en nuestro grupo
de trabajo y siendo la dosis empleada generalmente en humanos. Las células se infundieron lentamente durante
1 6 2 minutos, diluidas en suero fisioldgico (vehiculo control) a través de la vena lateral de la cola de la rata.
Se trat6 de evitar, en todo momento, que se formasen agregados celulares que pudiesen provocar émbolos
pulmonares, que pueden causar una muerte subita del animal, como se comprob¢ durante la puesta a punto del

modelo.
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7. Sacrificio y recogida de muestras

De acuerdo con el disefio experimental anteriormente expuesto, los animales fueron sacrificados en los dias 1
y 5 tras el trasplante, en funcién del grupo de estudio. Para ello, se anestesiaron con sevofluorano al 3% y se
intubaron. Se realizd una estereotomia media para valorar macroscopicamente la apariencia y funcionalidad
del pulmon (color, presencia o no de atelectasias, adherencias pleurales...). Se observo también si se habia

producido sangrado en la cavidad toréacica y se realizaron videos y fotografias de los pulmones.

Previo al sacrificio del animal, se extrajo un minimo de 2 ml de sangre directamente del ventriculo izquierdo
con jeringas estériles para, posteriormente, centrifugar las muestras a 3500 rpm durante 10 minutos para la
recogida del suero, que fue transvasado a unos tubos eppendorfs y almacenados a -80°C para el andlisis

posterior de citoquinas

A continuacion, se procedio a perfundir suero por la auricula izquierda a fin de limpiar de sangre todo el
pulmoén receptor. Una vez “limpio”, se extrajo todo el conjunto cardiovascular y, en una placa de petri estéril,
se separd6 el pulmoén donante. Una pequefia porcién, destinada a la extraccion de ARN, se introdujo en un tubo
eppendorf que fue introducido inmediatamente en nitrogeno liquido y posteriormente mantenido a -80°C. El
resto del pulmon se fij6 en paraformaldehido al 10% para realizar cortes histoldgicos e inmunohistoquimica.

8. Analisis de las muestras

8.1. Andlisis histopatolégico
Tras el sacrificio, las muestras fueron suspendidas en una solucién de formaldehido al 4% durante 72 horas.

Se procedi6 a la deshidratacidn con etanol, una serie de concentraciones crecientes (70, 80, 96 y 100°). Tras

tres bafios en tolueno, se incluyeron en parafina (Panreac Quimica SAU, Barcelona, Espafia).

Se efectuaron cortes de 5 micras con un microtomo Micron HM360 en el eje frontal para la realizacion de
técnicas y se procedio a su evaluacién tanto por las técnicas histoldgicas Hematoxilina/Eosina como mediante

técnicas Inmunohistoquimicas.

En todos los casos las muestras se examinaron utilizando un microscopio Axioplan 2 (Zeiss). Las imagenes
digitales se realizaron con una cdmara Axiocam HCR (Zeiss) y fueron almacenadas en formato JPEG. Se

analizaron 15 campos aleatorios de 400x de cada caso de estudio.

8.1.1. Protocolo de la tincién con hematoxilina-eosina (H-E)

Se desparafinaron los cortes de tejido con xilol (3 cambios de 5 minutos cada uno) y se rehidrataron los tejidos
sumergiéndolos una serie de alcoholes en concentracion decreciente (100%,96%,70%) y por dltimo se

sumergieron en bafo de agua.
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Se llevaron a cabo la tincién con Hematoxilina segun Carazzi (Wittekind, 2003) durante 15 minutos (para virar

el color de la hematoxilina se lavaron las muestras con agua durante 15 minutos) y la tincién con eosina acuosa

al 1% (Panreac Quimica SAU, Barcelona, Espafia). Se deshidrataron los cortes y se realiz el montaje con
resina EUKITT (Labolan, Espafa).

El grado de rechazo de todas las preparaciones fue evaluado de forma ciega por un patdlogo siguiendo los

criterios establecidos por la ISHLT?226, |os aspectos a valorar aparecen resumidos en la tabla 6, y se valora

tanto el rechazo vascular teniendo en cuenta la infiltracion perivascular de monocitos y su grado de extension

y distribucion alrededor de los vasos e intersticio y el rechazo bronquiolar, en el que se tiene en cuenta la

inflamacion de las vias aéreas.

Tabla 6: Criterios de clasificacion histoldgica del rechazo?>216,

Rechazo vascular

. Parénquima pulmonar normal sin evidencias de infiltrado de células

A0 Sin rechazo . o .

mononucleares ni hemorragias ni necrosis.
. Infiltrado alrededor de vasos (vénulas) de dos o tres capas de células

Al Rechazo minimo
mononucleares.
Infiltrado inflamatorio perivascular alrededor de vénulas y arteriolas. Se incluyen

A2 Rechazo leve . . . ) g
linfocitos activados, macrofagos y eosinofilos.
Posible endotelitis y bronquiolitis linfocitica.

Grado Inflamacion perivascular alrededor de arteriolas y vénulas con presencia de
Rechazo s . . .
A3 eosinodfilos y endotelitis y, en ocasiones, neutrofilos.
moderado

Infiltrado perivascular e intersticial estan en continuidad y en ocasiones se
extiende a bronquios cercanos.
Infiltrado perivascular e intersticial difuso de células mononucleares con

Ad Rechazo severo | endotelitis y dafio de neumocitos alveolares.
Presencia de necrosis, membranas hialinas, hemorragia, neutréfilos y macréfago
en alveolos.

Rechazo bronquiolar
BO No inflamacion | Ausencia de inflamacion bronquial.
Bajo grado Presencia desigual o circunferencial de células mononucleares en el tejido
Grado BIR inflamatorio conectivo subepitelial en bronquiolos.

Pueden presentarse eosinofilos.
Ausencia de infiltrado por linfocitos y no hay dafio epitelial.
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Denso infiltrado mononuclear en tejido conectivo subepitelial con presencia de

BoR Alto grado eosindfilos.

inflamatorio
Dafio epitelial (necrosis y/o metaplasia) y linfocitos intraepiteliales.
En formas més severas, presencia de ulceracion epitelial con exudados

fibrinopurulentos y restos necroticos.

8.2. Estudio de poblaciones celulares: inmunohistoquimica

Para el estudio de la reaccién macrofagica total, se eligio el anticuerpo anti-CD68 de BioRad (MCA341GA),
1/100. Para detectar los macréfagos M2, el anticuerpo-anti CD206 de Biorbyt (orb180464), 1/100. Con el fin
de valorar el infiltrado de linfocitos T citotdxicos se utilizd el anticuerpo anti-CD8 alpha antibody de Abcam
(ab33786), 1/500, mientras que para el infiltrado de los linfocitos T helper el anticuerpo elegido fue el Anti-
CD4 antibody de Abcam (ab203034), 1/100. El protocolo general de la técnica se describe a continuacion:

En primer lugar, se bloque6 la peroxidasa enddgena tratando los cortes de tejido con 100 pl de una disolucion
de H202 al 3% durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacién, se realizaron 3
lavados de 5 minutos cada uno con PBS-TWEEN.PBS (Sigma-Aldrich, Alemania). Twenn 20 (Calbiochem,

Alemania).

Posteriormente, el blogueo se llevo a cabo cubriendo los cortes de tejido con 100 pl de PBS 10% de suero

bovino fetal a temperatura ambiente durante una hora en la camara himeda.

Transcurrido el tiempo, se decanto la solucion y se afiadieron 100 ul de una disolucion del anticuerpo primario
y se realiza una incubacion “over-night” en la cdmara himeda a 4°C. Se elimind la disolucién del anticuerpo

primario y se realizaron tres lavados con PBS de 5 minutos de duracion cada uno.

A continuacion, utilizamos como sistema de revelado el Kit Histofine Simple Satin Rat (NHC-414191F), por
ser altamente sensitivo y proporcionar una baja tincién de fondo. Se afiadi6 sobre la seccion de tejido 100
microlitros del complejo constituido por polimero conjugado con peroxidasa y la fraccion de inmunoglobulina
F(ab) de inmunoglobulina que proporciona el kit. Se incuba a temperatura ambiente 15 minutos. Tras ello, se

realizaron tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Finalmente, las muestras se deshidrataron mediante pasos sucesivos en alcohol de graduacion creciente, se

aclararon en xilol y se montaron con EUKITT (Labolan, Espafa).

En todos los casos se realiz6 un control negativo utilizando secciones de tejido en las que se realizd la técnica,

pero omitiendo el paso de incubacion con anticuerpo primario.
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8.2.1. Valoracioén de las muestras

Se realiz6 un contaje de todas las poblaciones celulares de forma ciega y por el mismo observador experto.
Para ello, se evaluaron en las preparaciones realizadas, 15 campos distintos a 40 aumentos y bien conservados
y con la méxima inflamacién. El contaje de las poblaciones celulares del sistema inmune se llevé a cabo tanto
en zonas vasculares como bronquiales ya que, como hemos visto en la clasificacion de los grados de rechazo,
existe un rechazo vascular y un rechazo bronquial. Se eligieron siempre las muestras y las zonas mas

representativas para todo el proceso de la valoracion.

8.3. Inmunofluorescencia de las ASCs

La localizacion de las células ASCs en las muestras pulmonares recogidas se llevé a cabo mediante técnicas
de inmunofluorescencia para asi poder asegurar la presencia de dichas células desde justo después de su

inyeccién y su permanencia en el érgano diana (pulmoén izquierdo) durante todo el periodo estudiado.

8.4. Determinacién de citoquinas en suero mediante Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Se determind la produccion de citoquinas a nivel sistémico mediante la técnica de ELISA utilizando muestras
de suero obtenidas al momento del sacrificio del animal. Para ello, la sangre tras su extraccion en un tubo sin
anticoagulante se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos. Las muestras de suero fueron almacenadas a

-80°C hasta su posterior utilizacion.

Se emplearon 2 kits de citoquinas para analizar: IL-1p, IL-2, IL-6, 1L-10, IL-12p70, IFN-y, IL-17a y TNF-a
(Milliplex MAP kit, Rat Cytokine/ Chemokine Magnetic Bead Panel # RECYTMAG65PMX27BK, Merck
Millipore;); TGF-B1 (Milliplex MAP TGF -1 Single Plex Magnetic Bead Kit, Merck Millipore).

Para la preparacion y realizacién de los experimentos se siguieron las instrucciones proporcionadas por los
fabricantes. La lectura se realizd con Luminex, Procartaplex (LabClinics), S.A; en el sofware que proporciona

el fabricante.

8.5. Determinacion de citoquinas en el pulmon donante

Para valorar la produccion de citoquinas en el propio 6rgano trasplantado se recurrio a la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qQPCR). Para ello fue necesario, partiendo el 6rgano
trasplantado, extraer primero el ARN total, sintetizar ADN complementario y finalmente Ilevar a cabo la

técnica mencionada.
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8.5.1. Extraccidén de ARN en muestras de tejido pulmonar y evaluacion de su calidad

Para la extraccion del ARN de las células del tejido pulmonar, se emplearon las muestras pulmonares
almacenadas a -80°C. Todo el trabajo se llevo a cabo en una cabina de extraccion de gases convenientemente
desinfectada. EI protocolo seguido se describe a continuacion:

En primer lugar, de las muestras congeladas se cogieron porciones de entre 50 y 100mg en pequefios tubos o
eppendorfs. Se afiadio 1ml de solucion TriPure (TriPure Isolation Reagent, Roche) y se trituraron con un
homogeneizador tisular (OMNI TH, Omni International).

A continuacion, los homogenizados se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos para,
posteriormente, ser centrifugados a 1200G otros 10 minutos y a 4°C. El sobrenadante se transvasé a un tubo
limpio de 1.5ml.

El siguiente paso a realizar fue afiadir 200l de cloroformo por cada 1 ml de solucién TriPure. Se mezcl6 todo

con la ayuda de un vortex y se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se volvieron a centrifugar a 1200G durante 12 minutos a 4°C y la fase acuosa, con mucho cuidado de que no

se contaminase con el resto de las fases del tubo, se transfirié a un tubo nuevo.

Para la precipitacion del ARN y su lavado, se afiadi6 a esa fase acuosa obtenida anteriormente, primero 1 ml
de isopropanol por cada 1 ml de solucion TriPure empleado, se mezclaron con ayuda de un vortex. Las

muestras se congelaron durante toda la noche a -80°C.

Al dia siguiente, se descongelaron y centrifugaron a 1200G durante 8 minutos. El sobrenadante se desechd
para afiadir a continuacion, 500pl de etanol al 75%. Se centrifugaron las muestras a 7500G durante 5 minutos
y se decantaron para retirar el etanol. Este paso con el alcohol fue repetido dos veces mas. Posteriormente, se
dejo secar el pellet de ARN al aire durante aproximadamente 1 hora, cubriendo la superficie de los tubos para

evitar la entrada de suciedad.

Finalmente, para la solubilizacion del ARN, éste se disolvi6 en 60l agua libre de enzimas ARNSsas que podrian
provocar su degradacion. Se incubaros las muestras a 55-60°C durante 10 minutos y finalmente se almacenaron

a -80°C, dada la facilidad del ARN de degradarse a temperatura ambiente.

Antes de realizar la sintesis de ADN complementario, se procedid a mediar la cantidad y calidad de ARN
mediante un espectrofotdmetro de ultravioleta (NanoDrop 2000, Thermo Scientific™). Tras realizar un blanco
con el diluyente en el que se haya diluido el ARN en el paso anterior, en este caso, agua libre de ARNsas, se
puso en el optico 1.5 pl de cada muestra, obteniéndose la cantidad de pg/ml de ARN de cada muestra. Se
realizaron tres mediciones por muestra y con ello, la media para asegurarse que la cantidad seleccionada fuera

la correcta.

Para determinar la calidad de la muestra, se tuvieron en cuenta los valores de absorbancia, con ratios de 260/230
(donde se valora la contaminacion por compuestos organicos si el valor es menor de 2) y 260/280 (indicando

la contaminacion por proteinas si el valor es, de nuevo, menor a 2).
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Ademas de la calidad y cantidad, se comprobd gue la integridad del ARN fuera adecuada. Para ello se hizo
un gel agarosa al 1% (50ml de buffer 1X TAE, + 0.5mg agarosa + 2ul bromuro de etidio). En los pocillos se
cargaron 6 pl: 1ul de buffer de carga + 500 ng de muestra + agua hasta 6 pul). Las muestras se separaron a 80V
estimando la intensidad de las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S ribosomales, para que
las muestras se consideren adecuadas, el ratio 28S/18S tiene que estar proximo a 2. También se comprobd,
mediante un método méas sensible y especifico, y antes de realizar la secuenciacion de ARN, mediante

electroforesis.

8.5.2. ADN complementario y gPCR

Para la obtencion del ADN complementario 0 ADNC, se procedio a la retrotranscripcion de 1 pg total de cada
muestra de ARN siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (iScript™ Reverse Transcription Supermix
for RT-qPCR, Bio-Rad Laboratories, USA).

La cuantificacion de los niveles de expresion de los genes problema, se realiz6 mediante la ampliacion de ese
ADN complementario en el termociclador a tiempo real CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad) utilizando
SensiFAST™ SYBR no-ROX kit (BIOLINE).

Los oligonucleédtidos que se emplearon como cebadores para la PCR en tiempo real, aparecen reflejados

detallados en la siguiente tabla.

Tabla 7: Relacién de primers utilizados para valorar la cantidad de citoquinas y quimioquinas producidas a nivel

pulmonar.

Citoquina /

quimioguina Secuencia Tamafio (pb)

Forward: 5"-ACTGCCATTAAGGGTGTGGG-3’
S18 rRNA 120
Reverse: 5-GATGGTGATCACACGCTCCA-3"

" Forward: 5"-AAGCCAACAAGTGGTATTCTCCA-3” 126
-1
P Reverse: 5'-GGTGTGCCGTCTTTCATCAC-3"

Lo Forward: 5"-CAAGCAGGCCACAGAATTGA-3’ 60
Reverse: 5"-TGCAGAGCTCCGAGTTCATT-3

L4 Forward: 5"-CGGCAACAAGGAACACCAC-3’ 118
Reverse: 5'-CCGAGAACCCCAGACTTGTT-3"

L6 Forward: 5"-GGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC-3" 114
Reverse: 5"-TGGAAGCATCCATCATTTCTTTG-3’

L0 Forward: 5"-GACGCTGTCATCGATTTCTCC-3" 49
Reverse: 5'-GCTCCACTGCCTTGCTTTTA-3"

IL13 Forward: 5"-ACAGCTGGCGGGTTCTGT-3" 114
Reverse: 5'-ATCCGAGGCCTTTTGGTTAC-3
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.17 Forward: 5-GGACTCTGAGCCGCAATGAG-3 -
-1/a
Reverse: 5-TGTGCCTCCCAGATCACAGA-3’

L2 Forward: 5-TCAGCCCCTGTCACATCAG-3’ 112
Reverse: 5'-TCCCCGATCGCTTTAATCTC-3"

L3 Forward: 5"-GACAACAGCCAGTTCTGTTTGC-3’ 145
-2od
Reverse: 5'-CTGAGGCCCAGTAGGGAGGT-3’

INE Forward: 5-CCAAGTTCGAGGTGAACAACC-3’ 112
Y
Reverse: 5-CGACTCCTTTTCCGCTTCCT-3"

TGF-p Forward: 5"-CCGCAACAACGCAATCTATG-3 89
Reverse: 5'-GCACTGCTTCCCGAATGTCT-3’

INF Forward: 5"-CCAACAAGGAGGAGAAGTTCCC-3" 197
-0
Reverse: 5'-TGGTGGTTTGCTACGACGTG-3’

INOS Forward: 5"-GCTATTCCCAGCCCAACAA-3’ o1
|
Reverse: 5-CATTCTGTGCAGTCCCAGTG-3"

coL2 Forward: 5"-CTGTCTCAGCCAGATGCAGTTA-3" 11
Reverse: 5°-CCTGCTGCTGGTGATTCTCT-3"

cOLs Forward: 5"-CCTTGCAGTCGTCTTTGTCACT-3" -
Reverse: 5"-CTTGAACCCACTTCTTCTCTGG-3’

Forward: 5"-AGGTCAGTGAACGTCAAGTGCT-3"
CXCR3 108
Reverse: 5'-GGGAGTCAGAGAAGTCGCTTT-3

oxCLL Forward: 5"-CCAAAAGATGCTAAAGGGTGTCC-3" o1
Reverse: 5'-CCAGCGTTCACCAGACAGAC-3’

Las temperaturas de anillamiento y elongacién, asi como el tiempo de los mismos se calcularon para cada
primer y se refleja en la siguiente figura. Todas las pruebas se realizaron por triplicados para disminuir la
posibilidad de error y se calcularon los coeficientes de variacion producidos intraplaca e interplaca, para

asegurarse de que la comparacion entre las distintas muestras es correcta.

La cuantificacion de la expresion de los genes se realizé siguiendo el calculo 2-AACD2L7,

9. Secuenciacion de microARNs

9.1. Preparacion de las librerias y secuenciacion con lllumina

La secuenciacién genética se realizo a partir de las muestras de ARN obtenidas anteriormente. Para valorar las
diferencias en cuanto a la expresion de microARNs cuando se realiza un trasplante, se establecieron cuatro
grupos de estudio (n =4 por grupo): grupo Control (pulmon de animal sano sin trasplante); grupo Tx (pulmon

procedente del trasplante alogénico sin terapia celular con sacrificio a los cinco dias, es decir, del grupo “Cont
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BN 5); grupo Tx-ASC (pulmon procedente del trasplante alogénico con terapia celular con sacrificio a los
cinco dias, es decir, del grupo “MSC BN 57).

La preparacion de las librerias se llevé a cabo por el servicio externo del Parque Cientifico de Madrid. De
manera resumida, el protocolo fue el siguiente. Se empleo el kit “NEBNext Multiplex Small RNA Library
Prep Set for Illumina” (New England Biolabs). El rendimiento de partida del total de ARN (ARN tratado con
ADNasa I) para empezar el protocolo fue de 1 pg de ARN cuantificado mediante Agilent 2100 Bioanalyzer.
A continuacién, se realiz6 la amplificacion de la libreria mediante PCR de 13 ciclos.

Las librerias obtenidas se validaron y cuantificaron mediante Agilent 2100 Bioanalyzer y se purificé un grupo
mediante electroforesis con un gel de acrilamida seleccionando un tamafio de la region de 140 a 180 pares de
bases. El tamafio obtenido del grupo seleccionado de librerias se obtuvo mediante PCR cuantitativa empleando
el kit “Kapa-SYBR FAST qPCR kit forLightCycler480” (Kapa BioSystems). EIl grupo de librerias se
desnaturaliz6 antes de ser sembrado en un flujo continuo de celdas a una densidad de 2,6 pM, donde los grupos
se formaron y secuenciaron usando el kit “NextSeq™ 500 High Output Kit”, en una secuencia de lectura

individual de 1x75 en el secuenciador NextSeg500.

9.2. Analisis de los microARNSs

Para conocer la diferente expresion cuando se realiza un trasplante y tras un rechazo agudo, las comparaciones

se realizaron entre los grupos Control vs Tx, Control vs Tx-ASC y Tx vs Tx-ASC.

Todas las muestras fueron sometidas a andlisis de control de calidad mediante el programa FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) implementado en la suite GPRO?,

Los archivos FASTQ se preprocesaron para filtrar por calidad tamafio (tamafio minimo de 16 pares de bases y
maximo de 35 pares de bases, para ser utilizado en posteriores analisis) y contenido en Ns, rechazandose
aquellas con mas de un 10% de Ns en su secuencia (calidad media minima de 28) . Este filtrado se realizo

mediante la herramienta Prinseq®!® implementado en la suite GPRO.

Como transcriptoma de referencia se utiliz6 un subset del general conteniendo unicamente microARNS. Las
diferentes librerias fastq se mapearon contra dicho genoma de referencia usando el software mapeador

Bowtie2?? para realizar una comparacion de los resultados.

Se realizaron los 3 test de expresion diferencial usando el programa EdgeR??. El input para EdgeR es el

resultado del andlisis por con el programa Corset de los bams obtenidos en el paso anterior??,

Las dianas de los diferentes microARNS se incorporaron a los archivos resultantes de los analisis de expresion
diferencial. El archivo conteniendo todas las dianas identificadas y experimentalmente comprobadas fue
descargado de mirTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php). Los scripts a desarrollar en el

marco de este estudio se programaron usando python (https://www.python.org) como lenguaje de
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programacion. Los analisis de preprocesado, mapeo, expresion diferencial y Goseq anteriormente citados

fueron ejecutados en servidor remote a través del suite de interfaces de GPRO.

Por Gltimo, se empleo el software DIANA-mirPath??® para el analisis enriquecido de los genes diana a los que
afectan los microARNs que estaban desregulados en los distintos grupos de estudio. Ademas, gracias a esa
aplicacion, se determinaron las vias biolégicas de sefializacion en las que estan implicados. Para ello, se empled

la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), basado en miRTarBase??.

10. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos realizados se hicieron con los programas GraphPad Software Prism 7
(California, USA) y SPSS (lllinios, USA) y contaron con la supervision del Servicio de Estadistica del Hospital
La Paz.

Para la valoracion en la produccién de citoquinas y quimioquinas, tanto a nivel sistémico como local, los

resultados aparecen expresados en mediana y rango intercuartilico.
Los grupos comparados fueron:

- Control SD 1 vs MSC SD1

- Control SD 5vs MSC SD 5

- Control BN 5 vs MSC BN 5
Los test realizados fueron no paramétricos:

- Primero se realizaron tres test de normalidad de las muestras (Shapiro-Wilks) y se comprob6 que todas

ellas seguian una distribucion no normal, debido al tamafio muestral.

- Kruskal-Wallis (significancia global). Este test es el equivalente no paramétrico al analisis de varianza
de un factor (ANOVA) y fue usado para comprobar las diferencias existentes entre todos los grupos de
estudio. Cuando se produce alguna diferencia significativa, al menos una de las muestras es distinta al

resto.
Para las comparaciones post-hoc se utilizé la prueba de Bonferroni.

- U de Mann-Whitney (comparacion de muestras independientes dos a dos). Se empled cuando el test

anterior daba resultados significativos y para ver entre qué grupos se producia esa diferencia.

En todos los casos se consider6 la diferencia estadisticamente significativa cuando el valore de p fue menor o

igual a 0,05.

Por otra parte, en el estudio de las diferencias en cuanto a la expresion de los microARNS, los resultados se
expresan como estadisticamente significativos cuando presentan un valor p < 0.05, tras la correccién con para

multiples tests por Benjamini-Hochberg de false discovery rate (FDR). A partir de los datos normalizados de
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cuentas obtenidos por EdgeR se realiz6 un Analisis de componentes principales (ACP) para mostrar la
variabilidad en las muestras. El test de Chi cuadrado de Pearson and la correccion de FDR se usé para realizar

las comparaciones en el nimero de vias de sefializacion de los distintos microARNSs afectados.
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1. Modelo experimental de trasplante pulmonar en la rata

Desde junio de 2015 hasta septiembre de ese mismo afio y, tras realizar una primera estancia en Gran Canarias
para el aprendizaje del modelo quirurgico, se llevaron a cabo 13 trasplantes por el mismo cirujano (doctorando)
para realizar ajustes tanto en la técnica anestésica como en la quirdrgica. Dichos animales, al estar incluidos

en la curva de aprendizaje no se han tenido en cuenta en el estudio.

Desde octubre de 2015 hasta noviembre de 20186, se realizaron un total de 90 trasplantes ortotopicos de pulmén

izquierdo (180 animales utilizados: 90 donantes y 90 receptores), de nuevo, por el mismo cirujano.

Supervivencia

De todos los trasplantes realizados, 75 despertaron tras la cirugia (83,3%) pero 13 de ellos no alcanzaron el dia
previsto para el sacrificio con lo que fueron excluidas del proyecto del rechazo. Por lo tanto, 62 receptores
completaron con éxito el tiempo establecido de estudio (supervivencia final total de 68,9%, siendo de un 82,7%
con respeto a las que superaron la cirugia).

Factores que afectaron a la supervivencia

Uno de los principales factores fue el tiempo medio empleado en la cirugia, tanto en la extraccion del rgano
donante y su preparacion como en el receptor. Este fue mayor considerablemente durante la curva de
aprendizaje y se fue reduciendo durante el desarrollo del experimento. Asi, en los animales que entran dentro
del estudio, el tiempo medio en la cirugia del animal donante, desde el momento de anestesia hasta la extraccién
del 6rgano, fue de 78 = 17 minutos. La preparacién del 6rgano con la colocacion de los manguitos fue de
aproximadamente 10 minutos y el tiempo de mantenimiento del pulmén en frio fue de 120 minutos. Por Gltimo,
el tiempo medio del animal receptor, incluyendo las anastomosis y hasta el cierre final de la incisién costal fue
83 £ 14 minutos. Los animales, una vez finalizada la cirugia, se mantuvieron anestesiados y con ventilacién

mecanica durante una hora mas, mientras se preparaba el tratamiento celular.

Otro de los factores importantes en la recuperacion de los animales fue el tipo de anestesia empleado en los
receptores. En un primer momento se utilizaron combinaciones anestésicas inyectables (ketamina con xilacina,
y atipamezol para revertir sus efectos una vez completada la cirugia) pero se comprob6 que el tiempo de
recuperacion resultaba excesivo y, en numerosas ocasiones, los animales no Ilegaban a despertarse. Por ese
motivo, se cambio al protocolo anestésico empleado finalmente en el estudio, utilizandose sevoflurano como
anestésico inductor y de mantenimiento combinado con analgésicos: lidocaina al 1% a nivel local en la zona
costal y tramadol por via subcutanea. Una vez concluida la cirugia, los animales despertaron transcurridos

unos 30 minutos pudiendo ser extubados sin complicaciones.

Otro factor externo a la técnica quirargica que afect6 en gran medida a la supervivencia fue la administracion

de las ASCs ya que fue necesario realizar pruebas para conocer la cantidad total de las mismas a emplear y el

101



Resultados

mejor método para evitar su agregacion y consecuentes émbolos pulmonares. Cuando esto se producia, el
animal no llegaba a despertarse de la anestesia y moria a los pocos minutos tras haber inyectado la solucién

con células.

En cuanto a las complicaciones intraoperatorias propias de la técnica quirdrgica, las lesiones en el pulmon
donante, debidas a la manipulacion del érgano durante su preparacion o su trasplante en el animal receptor,
fueron otro de los motivos por los que los animales no despertaron de la cirugia debido a la presencia de un
neumotorax. La ventilacion mecénica también ha constituido durante la curva de aprendizaje un motivo de
dafio pulmonar. El desgarro de la vena pulmonar receptora durante la introduccion del manguito vascular fue

otra causa en dos animales que hizo imposible completar con éxito el trasplante.

Respecto a complicaciones tardias observadas durante el sacrificio de los animales o a los dias del trasplante

y que impidieron incluir a los animales en el estudio, destacaron la trombosis arterial y venosa, y la estenosis

de las mismas.

2. Severidad del proceso

El peso medio de los animales donantes al trasplante fue de 333,2 + 37,4 gramos (cepa SD: 337,9 + 38,7 g;
cepa BN: 315,0 £ 25,7 g), mientras que, en animales receptores, todos ellos de la cepa SD, fue de 376,75 +
34,4 g, siempre buscando un mayor tamafio en los animales receptores con respecto a los donantes para facilitar

asi la técnica quirdrgica.

Se realiz6 un seguimiento dos veces al dia y se observo que se producia una disminucién de peso de alrededor

de unos 8 gramos/dia hasta el momento del sacrificio, aunque se verificé la ingesta de comida y bebida.

Se calculd la severidad acumulada, tanto global como del dia al sacrificio. En cuanto al dia del sacrificio, los
animales que se sacrificaron a las 24 horas, tanto los tratados como los controles, mostraron una severidad
mayor que a los 5 dias. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en cuanto al uso o no de terapia celular.
Por otra parte, en la severidad acumulada global, tampoco hubo diferencias entre los grupos con ASCs y los

controles ni entre los trasplantes alogénicos e isogénicos.

3. Localizaciéon de las ASCs

Dado que las células se tifieron, éstas se han podido localizar por inmunofluorescencia en el momento del
sacrificio. Asi se observa que se han mantenido en el pulmén injertado, realizando su efecto durante al menos

los cinco dias de tratamiento (figura 13).

102



Resultados

Figura 13: Visualizacién microscépica por inmunofluorescencia (izquierda) con su correspondiente imagen con
hematoxilina-eosina de las ASC en tres muestras aleatorias a los 5 dias postrasplante.

4. Estudio macroscopico del pulmén donante

No se considerd en ningln caso el estudio de muestras de pulmdn de animales que hubiesen fallecido antes
del momento fijado de sacrificio. Todos los animales se encontraban vitales y con buen aspecto,
independientemente del tratamiento. Los animales no presentaron en ningln caso problemas respiratorios

(figura 14).
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Figura 14: Aspecto de los animales trasplantados a las 2 horas de la cirugia (A) y en el momento previo al sacrificio, a
los 5 dias postrasplante (B).

Una vez extraido todo el bloque cardiopulmonar se valor6 el aspecto del pulmén trasplantado en comparacién
con el pulmon nativo sano. En los animales que aparentemente mostraron mayor rechazo, se observé un inicio
de fibrosis y adherencias alrededor del 6rgano. En el resto de los 6rganos no se observo ninguna alteracion

relevante.

En los pulmones, se valoré que el grado de colapso (atelectasias) y capacidad de reclutamiento alveolar y la
circulacion, mediante la perfusion de solucion salina con heparina. Salvo en siete casos, los pulmones
mostraron un aspecto similar al pulmén nativo del receptor, independientemente del grupo de estudio. En otros
casos, la parte apical del pulmdn trasplantado se encontro atelectasica y, en los casos mas graves, se observd
un aspecto hepatizado del pulmén (figura 15).

Figura 15: Aspecto de los pulmones tras el sacrificio (1: pulmones sin alteraciones; 2: pulmon congestivo; 3: pulmén
hepatizado; 4: porcion apical colapsada). A: pulmoén donante; B: pulmén sano nativo del receptor.
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5. Estudio histologico de los pulmones

Con la tincion de hematoxilina-eosina se determind el grado de rechazo tanto vascular como bronquial.

Comparandolos con pulmones sanos no trasplantados, se encontraron diferencias histologicas con todos los

trasplantados, incluyendo infiltrado inflamatorio evidente y rechazo (figura 16).

En cuanto a los grupos de estudio con o sin tratamiento celular, no se observaron diferencias significativas

entre ellos ya gue todos mostraron algun grado de rechazo, tanto a nivel vascular como bronquial (figura 17).

Todos los pulmones tuvieron buen aspecto macroscopico y buena ventilacién al momento del sacrificio, salvo
los siete casos mostrados anteriormente, aunque a nivel microscépico presentaron un rechazo significativo. Si
bien es cierto, que aquellos con peor aspecto, tuvieron mayor infiltrado inflamatorio. No se pueden

correlacionar de una manera precisa la imagen macroscopica con la microscoépica (figura 18).

Figura 16: Hematoxilina-Eosina 100x A) Vénula pulmonar con caso de leve reaccion de rechazo, A0 (muy poco
infiltrado inflamatorio alrededor del vaso); B) Vaso sanguineo con reaccion de rechazo agudo grado A3 (manguito
de células inflamatorias de mas de 2-3 capas de grosor); C) Bronquiolo con rechazo de bajo grado B1R; D)
Bronquiolo con un grado B2R de rechazo; E) Vaso de pulmdn sano sin rechazo; F) Bronquiolo de pulmén sano sin

rechazo. Clasificacion segln la International Society for Heart and Lung Transplantation.
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Figura 17: Grado de rechazo vascular (A) y rechazo bronquiolar (B) segun los criterios establecidos por la
ISHLT (n=6 por grupo).

Figura 18: Aspecto macroscopico y microscopico del injerto pulmonar. A) Pulmén del grupo MSC SD 5 con un grado
de rechazo A3 y B1R. B) Pulmén del grupo Control BN 5 con rechazo A3 y B2R.

6. Inmunohistoquimica y recuento de poblaciones celulares inmunes

6.1. Sistema inmune innato: macréfagos M1y M2

En la figuras 19 y 20 aparecen reflejados los contajes de macréfagos, tanto de tipo M1 (CD68+) como de tipo
M2 (CD206+) asi como la evidencia de los mismos en las muestras pulmonares.

En el caso de los macrofagos M1, se observan diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
grupos. De este modo, el nimero de macréfagos disminuye en el grupo con ASCs de trasplantes isogénicos,
es decir, cuando la cepa donante y receptora son iguales (SD). Sin embargo, en los trasplantes alogénicos, es
decir, cuando se utiliza la cepa BN como donante y la SD como receptora, su nimero se ve aumentado.
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Ademas, es de destacar también las diferencias que se encuentran entre los dos grupos controles, con dos cepas

distintas de pulmones donantes, siendo mayor el nimero de macrofagos en el trasplante alogénico.

Por su parte, en cuanto a los macréfagos M2, no se encuentran diferencias significativas en ninguno de los

grupos de estudio (p > 0.05).
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Figura 19: Promedio de macréfagos tipo M1 CD68+ (A) y M2 CD206+ (B) en los pulmones analizados (n = 6 por
grupo). Test d Mann-Whitney. *p < 0,05

Figura 20: Técnica de inmunohistoquimica, 400x. A) Macr6fagos CD68+ presentes en el infiltrado inflamatorio
que rodea la vénula; B) Macr6fago M2 CD206+ presente en el manguito perivenular.

107



Resultados

6.2. Sistema inmune adquirido: linfocitos CD4+y CD8+

Como en el caso anterior, las técnicas de inmunohistoquimica permitieron observar la presencia de los distintos
tipos de linfocitos y realizar su contaje en las muestras seleccionadas. En la figura 21, aparecen reflejados los
linfocitos CD8+ junto con su contaje celular y en la figura 22, se muestras los linfocitos CD4+.

Los linfocitos CD8+ fueron muy abundantes en todos los casos en comparacién con los linfocitos CD4+, cuyo

namero fue muy reducido cuando aparecian, y en la mayoria de los cortes histoldgicos no se llegaron a
localizar.

Como ocurre con los macrofagos M1, el nimero de linfocitos CD8+ es mayor en los trasplantes alogénicos.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con y sin tratamiento en los

trasplantes isogénicos (p > 0.05), pero si en los alogénicos. En este Gltimo caso, el nimero de linfocitos fue
menor al utilizar la terapia celular (p = 0.0345).

4 e A

300+ J !

|
1

N° ¢élulas CDS8+

100+ ll| T

Figura 21: A) Técnica de inmunohistoquimica, 400x. VVénula con abundantes linfocitos T citotéxicos CD8+. B)
Promedio de linfocitos CD8+ en los pulmones analizados (n = 6 por grupo). Test d Mann-Whitney.
x|
p <0,05
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Figura 22: Técnica de inmunohistoquimica, 400x. Se observa una ausencia de infiltrado de linfocitos CD4+ en

bronquiolos (A) y vasos (B)

7. Determinacion de citoquinas en plasma

Para valorar el estado inflamatorio tras la cirugia, se determinaron los niveles de citoquinas sistémicas.

De este modo, realizamos distintas comparaciones en todas las muestras recogidas. Por un lado, para estudiar
el efecto propio de las ASC, comparamos los grupos: Control SD 1 frente a MSC SD 1; Control SD 5 frente a
MSC SD 5y Control BN 5 frente a MSC BN 5. Con ello valoramos la influencia del tratamiento en cada grupo

frente a sus controles sin tratamiento, pero con el resto de las variables.

Por otro lado, para estudiar evolucién temporal en la produccién de citoquinas, se han comparado los grupos
con muestras recogidas a las 24 horas frente a las que se recogieron a los 5 dias, sin tener en cuenta la influencia
de las ASCs.

Por ultimo, para comprobar las diferencias entre un trasplante isogénico frente a otro alogénico, se compararon

los grupos en los que el sacrificio se produjo a los 5 dias tras la cirugia.

Para una mejor comprension de las interleuquinas estudiadas, aunque algunas de ellas muestren acciones

duales, las hemos dividido en proinflamatorias y antiinflamatorias.
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7.1. Citoquinas proinflamatorias

En general, todas ellas, pero especialmente IL-1f, IL-2, IL-12, IL-17 y TNF-a, Se mantienen en los mismos
niveles o disminuyen cuando se emplea la terapia celular, especialmente en el dia 5 en los trasplantes

alogénicos (figura 23).

Tanto IL-1B como IL-2, IL-12 y TNF-a parece que muestran esa tendencia a disminuir en todos los grupos
que tienen terapia celular, lo que podria indicar en cierto modo, una respuesta favorable al uso de células

madre.

Por su parte, la IL-17 aparece aumentada en el dia 1 sin tratamiento y en los trasplantes alogénicos sin

tratamiento, y no asi en los isogénicos a 5 dias.

Cuando se compara el efecto que tiene usar dos cepas distintas, observamos que, a nivel sistémico, no hay
diferencias significativas entre ambos grupos, pero si una tendencia, existiendo una mayor produccion de
interleuquinas proinflamatorias cuando el trasplante es alogénico. Esto quiere decir que, en los trasplantes
alogénicos, se parte de un estado en el que las citoquinas proinflamatorias estan mas elevadas y, al emplear las
ASCs, esos niveles disminuyen considerablemente, no asi en los trasplantes isogénicos, donde la disminucién

€S menor o0 no se produce.

Ademas, tanto el INF-y como IL-6 se encuentran muy elevados en los no tratados del dia 1 tras el trasplante
isogénico y comparandolos con el dia 5. La disminucion de esas dos citoquinas junto con IL-17 al utilizar las

ASCs es significativamente relevante.
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Figura 23: Distribucién de las concentraciones plasmaticas de las citoquinas proinflamatorias entre los distintos grupos
del estudio. El nivel de significancia global se estableci6 con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utilizd el test U de
Mann-Whitney para el analisis entre grupos. Los alores son expresados en pg/ml y se muestran en diagramas de cajas

como mediana y rango intercuartilico.
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7.2. Citoquinas antiinflamatorias

En cuanto a la interleuquina antiinflamatoria 1L-10, también se aprecia una reduccion de sus niveles en la

mayoria de los casos de terapia celular y de manera significativa en los trasplantes alogénicos.

Por su parte, al evaluar el factor de crecimiento transformante TGF-B, éste se encuentra disminuido
considerablemente en todos los grupos cuando se utilizan ASCs. Su produccién es mayor en el dia 5 con
respecto al dia 1.

Por otro lado, IL-10 estd aumentada en el grupo control de los trasplantes alogénicos con respecto al control
en los isogénicos. Su produccion esta relacionada con los niveles de TNF-a, por lo que se encuentra aumentada

en los grupos en los que ésta también presenta una mayor concentracion.
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Figura 24: Distribucion de las concentraciones plasmaticas de las citoquinas antiinflamatorias entre los distintos grupos
del estudio. El nivel de significancia global se establecio con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utilizo el test U de
Mann-Whitney para el analisis entre grupos. Los alores son expresados en pg/ml y se muestran en diagramas de cajas

como mediana y rango intercuartilico.

8. Determinacion de citoquinas y quimioquinas en tejido pulmonar

Como en el caso del estudio de las citoquinas a nivel plasmético, las comparaciones se realizaron de la misma
manera para observar las diferencias cuando se empled la terapia celular y también para distinguir las
diferencias entre los trasplantes isogénicos y alogénicos, asi como entre el rechazo producido a las 24 horas

tras la cirugia frente a los 5 dias.
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8.1. Valoracién de la calidad del ARN extraido del tejido pulmonar y gPCR

Para la determinacion de la expresion de ARN mensajero (ARNm) de las interleuquinas de interés a nivel del
tejido pulmonar, primero se valoré la calidad e integridad del ARN total extraido de las muestras pulmonares.

Tras su cuantificacién, se comprobo el grado de deterioro utilizando un gel de agarosa al 1% para estimar la
intensidad de las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S ribosomales, siendo la 28S de mayor
expresion, como se puede ver en la imagen inferior. El ratio perfecto 28S/18S es de 2. Para la secuenciacion
de ARN se comprob¢ también el estado de las muestras mediante electroforesis (figuras 25).

[ne]
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Figura 25: Valoracion del grado de integridad del ARN de todas las muestras previo a la realizacion de gPCR y

secuenciacion. Visualizacion de las bandas 28S y 18S por electroforesis.

Una vez establecido el grado de pureza e integridad de las muestras totales de ARNm y su paso a ADN
complementario, se puso a punto la técnica de la PCR cuantitativa, determinando las temperaturas de
anillamiento, elongacién y melting de los primers utilizados. Una vez realizado todo ello, se procedi6 a realizar

las determinaciones.

Para poder comparar los distintos grupos de estudio entre si, se comprobaron los coeficientes de variacién
intraplacas (variaciones en los triplicados) e interplacas, considerando que son aceptables para las
comparaciones si estos son menores al 5%. Los valores obtenidos fueron de 0.38 + 0.04% en las réplicas dentro
de la misma placa y de 1.84 + 0.46% como variacion entre placas, tomando como referencia el gen endégeno
S18.

8.2. Citoquinas proinflamatorias

En este caso, no se observaron diferencias entre los grupos controles y aquellos con tratamiento celular, salvo

en la IL-2 e IL-17, donde la produccion fue mayor en los animales tratados con ASCs en el dia 1. En el resto
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de las citoquinas, aunque no fuera estadisticamente significativo, podemos observar la misma tendencia, ya
gue todas aparecen aumentadas cuando se usa la terapia celular. Sin embargo, en las muestras recogidas a los
cinco dias, tanto en los animales tratados con respecto a sus correspondientes controles, los niveles se

mantienen similares o ligeramente disminuidos, como ocurre con IL-1f ¢ INF-y en los trasplantes alogénicos.

Si hubo diferencias en cuanto a los trasplantes isogénicos frente a los alogénicos, de manera que el perfil
proinflamatorio se muestra m&s marcado en los segundos, especialmente al observar un mayor nivel de
expresion en las citoquinas IL-1B, IL-6, IFN-y y TNF-a, lo que indica la mayor inflamacion al utilizar un
donante distinto al receptor. Esto es similar a lo que ocurre a nivel de las citoquinas plasmaticas.

Por otra parte, a las 24 horas del trasplante, la produccion de citoquinas inflamatorias fue mas destacada tanto
en los grupos tratados con células mesenquimales como en los controles en lo referente a IL-1f, IL-2, 11-6, IL-

17, IL-23 e INF-y con respecto a los niveles en los trasplantes isogénicos a los 5 dias.

Cabe destacar también que 1L-13, que puede tener acciones proinflamatorias como antiinflamatorias y que
contribuye a la remodelacion y fibrosis pulmonar, apareci6 Unicamente a los 5 dias tras el trasplante y no asi a
las 24 horas, sin que hubiera diferencias en cuanto a la utilizacion del tratamiento celular ni entre trasplante

isogénicos y alogénicos.
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Figura 26: Expresion de ARNm de citoquinas proinflamatorias en muestras de tejido pulmonar normalizados al gen
RNA S18. El valor de significancia global se establecié con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utiliz6 el test U de

Mann-Whitney para el analisis entre grupos. Valores relativos expresados con mediana y rango intercuartilico.

8.3. Citoquinas antiinflamatorias

En la evaluacion de estas interleuquinas se observé que, independientemente del tratamiento, los niveles de
expresion de todas ellas fueron similares salvo en IL-22, con una mayor produccion al emplear ASCs en los

trasplantes isogénicos.

Por otra parte, los niveles en el dia 1 tanto de IL-10 como de TGF-B fueron mucho menores que con respecto

al dia 5, por lo que su produccién fue mas tardia.

Ademas, no hubo mayores diferencias en cuanto al resto de citoquinas salvo con IL-10, con mayor expresion

en los trasplantes alogénicos frente a los isogénicos.
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Figura 27: Expresion de ARNm de citoquinas antiinflamatorias en muestras de tejido pulmonar normalizados al gen
RNA S18. El valor de significancia global se establecié con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utilizo el test U de

Mann-Whitney para el analisis entre grupos. Valores relativos expresados con mediana y rango intercuartilico.

8.4. Oxido nitrico sintetasa inducible
La o6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), que parece tener un papel importante en la inmunosupresion
mediada por las ASCs, se encontrd mas elevada en los grupos con terapia celular de los trasplantes alogénicos.

Ademas, comparando los grupos controles isogénicos frente a los alogénicos, la produccion fue mayor en los
segundos, y en el tiempo, parece que esta produccién es mas tardia (controles a 1 dia frente a 5 dias).

Significancia global Significancia entre grupos
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Figura 28: Expresion de ARNm de iNOS en muestras de tejido pulmonar normalizados al gen RNA S18. El valor de
significancia global se estableci6 con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utilizd el test U de Mann-Whitney para el

analisis entre grupos. Valores relativos expresados con mediana y rango intercuartilico.
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8.5. Quimioquinas

El nivel de expresion fue mayor al utilizar tratamiento celular a las 24 horas del trasplante en comparacion con
el grupo control, tanto de CCL2 (MCP1) como de CCL5 (RANTES).

Al comparar los grupos de los cinco dias postrasplante y, concordando con los estudios histolégicos e
inmunohistoquimicos, la expresion es mas abundante en los trasplantes alogénicos, con la atraccion de

macrofagos, monocitos y linfocitos T.

En cuanto a la familia de las CXC, la CXCL1 (Gro-a), se comporté de manera similar a las anteriores, siendo
la expresion mayor en los trasplante isogénicos con terapia celular frente a sus controles pero menor en el

grupo de trasplantes alogénicos con tratamiento, donde se produjo una disminucién destacada en su expresion.

Finalmente, en el receptor CXCR3, aunque sin haber una diferencia estadisticamente significativa, su
expresion es mayor a las 24 horas en el grupo con ASCs frente a su correspondiente control. En el resto de
grupos, las ASCs disminuyeron su expresion frente a sus controles. Como en los casos anteriores, los niveles

en los trasplantes alogénicos fueron mayores que en los isogénicos.
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Figura 29: Expresion de ARNm de citoquinas quimiotécticas de las familias CC y CXC, asi como receptores de
quimioquinas en muestras de tejido pulmonar normalizados al gen RNA S18. El valor de significancia global se
establecio6 con el test Kruskall.Wallis, mientras que se utilizo el test U de Mann-Whitney para el analisis entre grupos.

Valores relativos expresados con mediana y rango intercuartilico.

9. Secuenciacion de microARNs en muestras de pulmon

Una vez realizada la secuenciacion de los microARNSs de cada una de las muestras, se comparé su grado de
dispersién. Tanto los resultados numéricos como la representacion de la variabilidad mediante un gréafico de
analisis de componentes principales (ACP) apuntan a que las muestras de los grupos Tx (trasplante sin terapia)
y Tx-ASC (trasplante con ASCs como tratamiento) no presentan grandes diferencias en términos de expresion
diferencial de microARNSs. Sin embargo, las muestras del grupo Tx-ASC presentaron una mayor dispersion y
vemos como el tratamiento, en este caso, no causa el mismo tipo de respuesta en todas las muestras (figura
30).

Grupos

a TX

| - TxASC
[ / u'u,/ -a- Control

PC2 (12.7% explained var.)

)
PC1 (44.2% explained var.)

Figura 30: Andlisis de componentes principales basado en las cuentas normalizadas de los diferentes genes obtenidas
mediante el método “trimmed mean of M-values” (TMM).
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Tabla 8: Variacion de la expresion de microARNs respecto al animal sano normal en ratas sometidas a trasplante

pulmonar con y sin terapia celular con ASCs.

120

UP Control vs Tx C.?Qt;f)slc\:/ 3 DOWN Control vs Tx C_?Qt';cglg >
p valor p valor p valor p valor
miR-466f-1 p<0,00001 p<0,00001 miR-551b p<0,00001 p<0,00001
miR-298 p<0,00001 p<0,00001 miR-297 p<0,0001 p<0,00001
miR-466i p<0,0001 p<0,001 miR-135a-1 p<0,01 p<0,0001
miR-297¢ p<0,00001 p<0,01 miR-135a-2 p<0,05 p<0,01
miR-762 p<0,00001 p<0,00001 miR-547 p<0,00001 p<0,00001
miR-466¢ p<0,00001 p<0,00001 miR-217 p<0,00001 p<0,00001
miR-20b p<0,00001 p<0,00001 miR-676 p<0,00001 p<0,00001
miR-466b-1 p<0,00001 p<0,00001 miR-201 p<0,00001 p<0,00001
miR-212 p<0,00001 p<0,00001 | | MiR-592 p<0,0001 p<0,0001
miR-466b-2 p<0,00001 p<0,00001 miR-375 p<0,00001 p<0,00001
miR-363 p<0,00001 p<0,00001 miR-133c p<0,00001 p<0,00001
miR-466b-3 p<0,00001 p<0,00001 miR-133a-2 p<0,01 p<0,00001
MiR-466i p<0,0001 miR-136 p<0,0001 p<0,00001
miR-669f p<0,00001 miR-3571 p<0,001 p<0,00001
miR-1194 p<0,05 miR-218b p<0,00001 p<0,00001
miR-692-3 p<0,05 miR-216a p<0,00001
miR-466i p<0,05 miR-154 p<0,01
miR-8485 p<0,01 miR-741 p<0,05
miR-466d p<0,05 miR-3592 p<0,05
miR-6363 p<0,05 miR-30c-2 p<0,00001
miR-135b p<0,05 miR-126a p<0,00001
mMiR-692-3 p<0,05 miR-125a p<0,00001
miR-1949 p<0,05 miR-322 p<0,00001
miR-8485 p<0,01 miR-30e p<0,00001
miR-669f p<0,00001 | |miR-127 p<0,05
miR-297a-3 p<0,00001 miR-181a-2 p<0,00001
miR-184 p<0,00001
miR-450b-1 p<0,00001
miR-3588 p<0,00001
miR-322-1 p<0,00001
miR-3543-1 p<0,01
miR-450a-1 p<0,00001
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Mediante el Software EdgeR, se determinaron los microARNs desregulados al comparar los grupos
trasplantados con el control. De este modo, en el trasplante sin tratamiento (grupo Tx), se observaron 210
microARNSs alterados, habiendo 115 sobreexpresados (up-regulated) y 95 infraexpresados (down-regulated).
Por su parte, en el grupo de trasplantes con tratamiento celular (Tx-ASC) encontramos 287 microARNs
alterados, siempre en relacion con el grupo control. De ellos, 115 estuvieron sobreexpresados y 112
infraexpresados. Al comparar los dos grupos trasplantados, inicamente encontramos un microARN alterado,

miR-741, con menor expresion en el grupo con terapia celular.

En nuestro trabajo hemos querido valorar, del total de microARNs alterados, aquellos cuya expresion o falta
de la misma ha sido muy marcada, por lo que hemos elegido los que estan desregulados hasta cuatro veces
mas 0 cuatro veces menos en comparacion con grupo control de animales sanos (tabla 8). Podemos observar
gue hay muchos comunes tanto en el trasplante sin terapia celular como con ella. Otros, sin embargo, aunque
se encuentran dentro de los desregulados, se han expresado de distinta manera en dichos grupos. Cada uno de
los microARNSs alterados actan sobre distintas dianas de genes e intervienen en varias vias de sefializacion,
segun la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). A continuacion, destacamos las

mas importantes a nivel del trasplante pulmonar (tabla 9).

Tabla 9: Vias de sefializacién de todos los microARN desregulados en nuestro modelo, tanto sobreexpresados como

infraexpresados.

Vias de sefializacion
(KEGG pathway)

microARNSs alterados

miR-466d, miR-144, miR-206, miR-126b, miR-20b, miR-592, miR-3571, miR-3588, miR-

Biosintesis de N-glicano ,-c - in 466b, miR-133c, miR-216a, miR-125a, miR-30c, miR-363, miR-154

miR-206, , miR-30c, miR-466¢c, miR-466b, miR-144, miR-3571, miR-181a-2, miR-193b,
miR-136, miR-212, miR-375, miR-125a, miR-363, miR-164, miR-216a, miR-322, miR-
3588, miR-547, miR-466b, , miR-466d, miR-133c, miR-485, miR-297, miR-20b, miR-
126b, miR-376, miR-1949, miR-217, miR-3592, miR-466¢c, miR-201, miR-450b, miR-
3543, miR-218b, miR-741, miR-450a, 101a, miR-297c, miR-297a, miR-669f, miR-692,
miR-466i, MmiR-1194, miR-133a, miR-135a-1

MAPK (proteina
quinasas activadas por

mitdgenos)

miR-466d, miR-592, miR-212, miR-322, miR-466¢, miR-466b, miR-125a, miR-375, miR-
144, miR-363, miR-154, miR-216a, miR-3571, miR-485, miR-466b, miR-3543, miR-547,
miR-126b, miR-741, miR-206, miR-30c, miR-181a, miR-3588, miR-218b, miR-201, miR-
669f, miR-466i, miR-297c, miR-297a, miR-1194, miR-133a, miR-692, miR-135a-1

Wnt
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FoxO (proteinas FoxO)

Invasion bacteriana de

células epiteliales

Procesamiento
endoplasmatico en el

reticulo de proteinas

TGF-beta

Hippo (apoptosis y

desarrollo celular)

Regulacion del

citoesqueleto de actina

mTOR (diana de
rapamicina en células

de mamifero)

Protedlisis mediada por

ubiquitina

Adhesion focal

122

miR-466b, miR-3571, miR-193b, miR-212, miR-20b, miR-144, miR-466b, miR-466d,
miR-592, miR-216a, miR-375, miR-125a, miR-363, miR-154, miR-297, miR-450a, miR-
547, miR-206, miR-136, miR-217, miR-3592, miR-466¢c, miR-133a, miR-466i, miR-297c,
miR-297a, miR-669f, miR-135a, miR-692

miR-133a, miR-297c, miR-669f, miR-297a, miR-692, miR-466i, miR-6363, miR-101a

miR-466¢, miR-466d, miR-466b, miR-450b, miR-144, miR-212, miR-201, miR-3571, miR-
181a-2, miR-363, miR-23s, miR-298, miR-126b, miR-3588, miR-217, miR-322, miR-741,
miR-206, miR-216a, miR-547, miR-592, miR-426b, miR-154, miR-125a, miR-331, miR-
466¢, miR-3543, miR-375

miR-212, miR-3571, miR-363, miR-466b, miR-154, miR-592, miR-466b, miR-322, miR-
466d, miR-144, miR-216a, miR-3592, miR-466¢, miR-126b, miR-3588, miR-485, miR-
193b, miR-136, miR-298, miR-30c, miR-135a-2, miR-297¢, miR-669f, miR-297a, miR-
133a, miR-692, miR-466i, miR-6363, miR-466f, miR-153a-1

miR-363, miR-466b, miR-154, miR-126b, miR-322, miR-466b, miR-741, miR-144, miR-
193b, miR-136, miR-3571, miR-30c, miR-466d, miR-216a, miR-375, miR-218b, miR-466c,
miR-206, miR-3543, miR-3588, miR-125a, miR-485, miR-450a, miR-297, miR-20b, miR-
212, miR-297c, miR-669f, miR-297a, miR-466i, , miR-133a, miR-1194, miR-6363, miR-
692, miR-466f

miR-297¢c, miR-669f, miR-297a, miR-133a, miR-692, miR-466i, miR-135a, miR-6363,
miR-1194

miR-297¢, miR-669f, miR-297a, miR-1194, miR-466i, miR-133a, miR-135a, miR-135a

miR-52, miR-206, miR-3571, miR-201, miR-466d, miR-3588, miR-375, miR-466¢c, miR-
297, miR-450a, miR-126b, miR-218b, miR-144, miR-212, miR-485, miR-154, miR-1949,
miR-466¢, miR-466b, miR-547, miR-216, miR-466b, miR-3592, miR-592, miR-363, miR-
125a, miR-323, miR-3543, miR-298, miR-741

miR-30c, miR-466d, miR-297, miR-217, miR-216a, miR-212, miR-3592, miR-125a, miR-
450b, miR-3571, miR-332, miR-193b, miR-206, miR-144, miR-485, miR-363, miR-466c,
miR-466b, miR-547, miR-218b, miR-592, miR-298, miR-3543, miR-133c, miR-466b,
miR-154, miR-201, miR-20b, , miR-3588, miR-375, miR-692, miR-669f, miR-133a, miR-
297¢c, miR-297a, miR-466i, miR-135a-1, miR-1194, miR-6363
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Ciclo celular

Regulacion de la
pluripotencia de las

células madre

Hedgehog

Fagocitosis mediada
por el receptor Fc

gamma

GnRH (hormona
liberadora de

gonadotropina)

Uniones Gap

Reabsorcion de agua
mediada por

vasopresina

Proteina tumoral p53

Metabolismo del

inositol fosfato

miR-466d, miR-363, miR-3571, miR-322, miR-133c, miR-206, miR-466¢, miR-466b, miR-
466b-2, miR-592, miR-182, miR-193b, miR-136, miR-3588, miR-144, miR-741, miR-297,
miR-201, miR-20b, miR-126b, miR-154, miR-216a, miR-212,

miR-466d, miR-216a, miR-363, miR-125a, miR-375, miR-466¢c, miR-466b, miR-322,
miR-144, miR-3571, miR-126b, miR-3588, miR-212, miR-466b, miR-197, miR-206, miR-
331, miR-20b, miR-547, miR-592, miR-298, miR-201, miR-692, miR-297¢c, miR-297a,
miR-669f, miR-133a, miR-466i, miR-6363, ,

miR-466i, miR-133a, miR-669f, miR-297¢c, miR-297a, miR-135a-2, miR-6363, miR-30e

miR-466i, miR-133a, miR-297c, miR-297a, miR-669f, miR-135a-1, miR-692, miR-135a-2,
miR-6363, miR-30e

miR-669f, miR-133a, miR-297c, miR-297a, miR-135a, miR-466i, miR-692

miR-466d, miR-547, miR-363, miR-466¢, miR-466b, miR-466b-2, miR-216a, miR-3571,
miR-322, miR-154, miR-173b, miR-206, , miR-144, miR-676, miR-20b, miR-212, miR-
201, miR-3592, miR-218b, miR-466i, miR-297¢c, miR-669f, miR-297a, miR-135a-1, 101a,
miR-133a, miR-692

miR-216a, miR-3571, miR-322, miR-466d, miR-20b, miR-144, miR-201, miR-297, miR-
466b, miR-363, miR-466¢, miR-466b-2, miR-133, miR-741, miR-550b, miR-550a

miR-154, miR-466b, miR-466d, miR-450b, miR-144, miR-3571, miR-125a, miR-217, miR-
206, miR-547, miR-592, miR-30c, miR-216a, miR-717, miR-375, miR-126b

miR-466b-2, miR-217, miR-592, miR-3571, miR-3592, miR-298, miR-466d, miR-216a,
miR-206, miR-466¢, miR-741, miR-126b, miR-150a, miR-363, miR-154, miR-144
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1. Efecto de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo sobre

el trasplante pulmonar

El trasplante pulmonar es uno de los que peor pronostico tiene en cuanto a supervivencia y funcionamiento del
injerto, tanto a corto como a largo plazo. Es por ello por lo que resulta muy importante estudiar la inmunologia

que le afecta a fin de crear nuevas terapias alternativas a las actuales o que las complementen.

Hasta el momento, las terapias disponibles se basan en el uso de inmunosupresores, con sus consecuentes
efectos adversos, y tampoco logran que, en el 50% de los casos trasplantados, la vida media del injerto supere
los 5 afios. Por dicho motivo, actualmente se estan realizando numerosos estudios sobre terapias alternativas
en los trasplantes de 6rganos sélidos. En nuestro caso, hemos elegido un modelo utilizando la rata como animal
de estudio, para valorar el efecto que presentan las ASCs en el rechazo agudo tras el trasplante, el cual, se ha
demostrado, constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo del rechazo crénico del injerto

pulmonar?®,

Los dos modelos fundamentales en experimentacion animal del trasplante de pulmon son la rata y el ratén que,
aunque similares, presentan distintas caracteristicas. En nuestro caso, hemos optado por la rata debido a que,
aun resultando quirdrgicamente muy demandante, es ligeramente mas asequible en cuanto a la técnica, aunque
siempre es necesaria una curva de aprendizaje para la puesta a punto. Una de las grandes ventajas de los
modelos en ratones es la gran variabilidad genética que muestran, pese al coste tan elevado. En nuestro caso,
el modelo en la rata se ajustaba perfectamente a lo que se pretendia estudiar. Ademas, seleccionamos las cepas
tanto de los animales donantes como de los receptores para conseguir dos tipos de rechazo: uno mas potente y
claro, utilizando dos cepas alogénicas o0 no consanguineas, siendo el donante de la cepa BN y el receptor de la
cepa SD. Por otro lado, se buscé un rechazo mas leve al realizar un trasplante isogénico con cepas
consanguineas, en este caso la SD tanto en donantes como en receptores. De este modo, estudiamos el efecto
de las células madre en un ambiente que se supone muy proinflamatorio (trasplantes alogénicos) frente a otro
menos proinflamatorio (trasplantes isogénicos) y observamos su distinto comportamiento. Aunque hablamos
de isogénicos cuando el donante y el receptor son de la cepa SD, lo cierto es que estos animales no se comportan
como los ratones de cepas consanguineas, que son genéticamente idénticos y en los que no habria rechazo.
Con estas cepas de ratas hay variabilidad individual en mayor o menor medida, lo que determina que en todos

los casos exista un cierto grado de rechazo.

En lo referente a la técnica quirdrgica, no ha presentado grandes diferencias con los protocolos descritos por
otros autores, ya que se trata de un modelo contrastado y validado. Si bien, es cierto que se realizaron
modificaciones en la parte anestésica que no aparecen reflejadas en otros articulos, al utilizar el sevofluorano
como anestésico inhalatorio durante toda la cirugia del receptor e incluir analgesia local en las zonas de
toracotomia. Como podemos observar al comparar nuestros resultados con los reflejados en la tabla 1, tanto la
supervivencia de los animales trasplantados como el tiempo de cirugia, una vez superada la curva de

aprendizaje, resulta similar a lo descrito en otros estudios.
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Siguiendo los protocolos de supervision, se valoro la gravedad acumulada de cada animal. No se encontraron
diferencias en los distintos grupos y todos los animales incluidos en el estudio mostraron un buen aspecto
general sin problemas respiratorios. El peso de los animales disminuy6 durante todos esos dias, pero sin llegar
al 20% que consideramos criterio de punto final. Dado que Unicamente se valoraron hasta 5 dias postcirugia,
no pudimos observar una recuperacion del peso perdido.

Empleo de terapia celular

En la actualidad, se estan realizando multitud de ensayos clinicos en los que se utiliza la terapia celular debido
a sus efectos inmunomoduladores y regenerativos, asi como por la ausencia de toxicidad que se le supone.
Ademas, su obtencidn, cultivo en laboratorios y preservacion resulten relativamente sencillos'#22%¢, Por otra
parte, al ser en cierto modo inmunoprivilegiadas, estas células podrian presentar un papel destacado en todos
los trastornos relacionados con los trasplantes, como el rechazo agudo, crénico y las lesiones por isquemia-

reperfusion?4>146,

Estos hechos, unido a que las terapias actuales basadas en inmunosupresores no han conseguido tener los
efectos deseados en el TP nos llevaron a elegir la terapia celular basada en ASCs como objetivo de nuestro
estudio. Existen trabajos que evidencian el efecto beneficioso de estas terapias, aunque en otro tipo de

trasplantes??’-2%°,

Efecto de las ASCs en nuestro modelo

A nivel macroscpico, no se observaron diferencias en el grado de rechazo en funcion del tiempo, el grupo de

tratamiento ni por las cepas utilizadas.

Histol6gicamente, todos los individuos, tanto los tratados con terapia celular como los animales control,
mostraron un grado de rechazo de moderado a grave a nivel vascular y moderado a nivel bronquial, sin
presentar diferencias entre los grupos observados. Por lo tanto, podriamos afirmar que, a nivel histoldgico, la
terapia celular no ha provocado un efecto en la reduccion del grado de rechazo a corto plazo ni en el nimero
de células inmunes reclutadas. Watanabe y cols., en un modelo similar al nuestro en el que inyectaban las
ASCs através de la vena yugular externa tras el trasplante pulmonar en ratas, obtuvieron los mismos resultados,
mostrando los animales tratados un rechazo grave. Unicamente, en aquellos grupos en los que se combinaban
las ASCs con inmunosupresores, en este caso Tacrolimus, se consiguié un efecto en la reduccion del infiltrado

linfocitario inflamatorio y, por consiguiente, del rechazo?°.

A nivel celular, las ASCs tampoco han mostrado una ventaja a la hora de reclutar macr6fagos M2, mientras
que, en el caso de los M1, han incrementado su nimero en los trasplantes alogénicos, no asi en los isogénicos.
Tampoco se mostraron eficaces a la hora de inhibir la proliferacion de los linfocitos T CD8+. Aunque la
capacidad de regulacion de dichos linfocitos se ha demostrado en condiciones in vitro, hay estudios en los que

se refleja no sélo que no son capaces de disminuir su nimero sino que existe una falta de efectos

128



Discusion

inmunosupresores de las células como, por ejemplo, en un modelo de enfermedad injerto contra huésped en
raton utilizando MSCs de médula 6sea?. En otro modelo, con el mismo tipo de células que en el caso anterior
pero derivadas del donante (en nuestro caso proceden del receptor), las MSCs indujeron una respuesta de
linfocitos T estimulando el rechazo del injerto trasplantado?3.

Esto puede deberse a que, en condiciones de mayor inflamacion, con mayor produccion de INF-y (trasplantes
alogénicos, con mayor diferencia en el CMH, o a las 24 horas postrasplante), puede aumentar la expresién de
CMH tipo 1 de las ASCs?2 que podrian ser reconocidas por el sistema inmune del receptor, de manera que no
son capaces de desarrollar sus funciones inmunomoduladoras. Por otra parte, bajo estas condiciones
inflamatorias, las ASCs podrian actuar como células presentadoras de antigeno profesionales favoreciendo asi

la secrecion de factores inflamatorios!™, no siendo tan inmunoprivilegiadas como se esperaba.

Contaje de células y relacion con citoquinas

Cabe recordar que los macrdfagos activados clasicamente (M1) inducidos por IFN-y 0 TNF-o. muestran un
fenotipo tipo Thl, son efectores proinflamatorios y tienen funciones bactericidas, mientras que los macréfagos
activados alternativamente (M2), que corresponden por lo menos a tres fenotipos diferentes solapados (M2a,
b, c), exhiben un fenotipo tipo Th2 y estan involucrados en la resolucién de la inflamacion y la curacion del
tejido. En nuestro caso, en los grupos tratados frente a los no tratados no hubo diferencias significativas en los
M2 pero si en los M1.

La polarizacion de los monocitos a M2 parece deberse a una exposicion a mayores niveles de IL-4, IL-13, IL-
10 y TGF-B?**2%, Esto explicaria por qué no hay diferencias, ya que los niveles de dichas citoquinas a nivel
pulmonar son similares tanto en los trasplantes isogénicos como en los alogénicos, salvo en el caso de la IL-
10, més elevada en los grupos alogénicos. Esta citoquina, producida también por los monocitos, podria estar

relacionada con el aumento de células M1 en dichos trasplantes.

Los macréfagos M1 se encuentran aumentados en los trasplantes alogénicos, especialmente en los tratados con
ASCs. Este hecho concuerda con la produccién de quimioquinas como CXCL1, CXCL2 o CCL5 (RANTES)
entre otras y se podria correlacionar también con un mayor consumo de estas citoquinas al atraer a neutrofilos

y linfocitos T CD8+, cuyo nimero resulta superior en los trasplantes alogénicos con ASCs.

Por otra parte, CCL2, que puede ser secretado por las MSCs!™ atrae especialmente a los monocitos y
macrdfagos pero también a linfocitos T de memoria. En nuestro caso, su deteccion a nivel pulmonar sigue una
distribucion inversa al nimero de macréfagos encontrados, lo que podria indicar que las MSCs podrian haber
incrementado esta quimioquina, lo que atraeria a los monocitos y, por tanto, induciria un mayor consumo de
la misma. En los trasplantes isogénicos, no hubo diferencias entre los grupos y la produccion es menor, al igual
que es menor el nimero de macrdfagos. De nuevo, esto indicaria que la inflamacion es mayor cuando las cepas

utilizadas divergen méas genéticamente.
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Los linfocitos T CD8+ se encuentran en mayor cantidad en los trasplantes alogénicos y especialmente en los
animales sin tratamiento. Son atraidos también por CCL2 que, como vemos en el apartado de resultados, esta
mas elevada en esos grupos. Ademas, niveles altos de TNF-a e INF-y producidos en condiciones de mayor
inflamacion por NKs, como es el caso de los trasplantes alogénicos, estimularian la produccion de
quimioquinas tanto por las MSCs administradas como por otras celulas, atrayendo a linfocitos T, tal y como

se observa en nuestros datos.

Vemos también como la IL-10 estd ligeramente mas elevada en el trasplante alogénico cuando se han
suministrado ASCs. Este hecho estaria relacionado con que la produccién de INF-y se encuentre mas reducida
y TGF-B mas elevado. Esto determinaria una menor cantidad de linfocitos T, como observamos en nuestros
resultados. A su vez, la expresion del receptor CXCR3 (receptor de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por las
células T) aungue no de manera estadisticamente significativa (posiblemente por el reducido nimero muestral)
parece que tiende a disminuir en los grupos con tratamiento celular, lo que indicaria un menor ndmero de
células T activadas en el lugar de la inflamacién y menor reclutamiento de los mismos junto con otros
leucocitos. También, una menor expresion en estos grupos indicaria una menor fibrosis pulmonar y menor

rechazo agudo.

En relacion con los linfocitos CD4+, se ha observado en todos los grupos que el infiltrado de estas células,
tanto a nivel bronguial como vascular, es minimo o no se produce. Gelman y cols., demostraron, en un modelo
de trasplante pulmonar en ratén similar al nuestro, que el rechazo agudo del injerto pulmonar no era
dependiente de esta clase de linfocitos*®, como se ha verificado también en el lavado broncoalveolar de
pacientes con dicho rechazo®. Este infiltrado es distinto al que aparece en el rechazo de otros 6rganos sélidos
como el corazén, donde los linfocitos CD4+ son mas abundantes que los CD8+2%. Ademas, aunque hay
estudios que sugieren que la disminucién de los linfocitos CD4+ conlleva una mayor supervivencia tras el
trasplante de islotes pancreaticos alogénicos®®, otros autores comunican la no contribucién de este tipo de

linfocitos al rechazo en modelos de injertos de piel e intestino en roedores?3:24,

Expresion de citoquinas y quimioguinas

En este estudio, quisimos evaluar el efecto que tienen las ASCs durante los primeros cinco dias (comparando

la evolucion del trasplante isogénico a las 24 horas y 5 dias) asi como la influencia de las cepas utilizadas.

La comparacion entre los grupos con ASCs y control muestra que las células reducen los niveles de IL-6, IL-
17 e IFN-y al primer dia del trasplante y que a los cinco dias la reduccion de IL-17 se acompafian de una
disminucion de IL-1p, IL-2, IL-12 y TNF-o. Esto evidencia claramente un efecto antiinflamatorio que se
instaura precozmente y se potencia en el tiempo. Tanto IL-6 como INF-y e IL-17 aparecen en niveles muy
inferiores a las 24 horas en los animales tratados, lo que reflejaria un mayor efecto de las ASCs cuando el

ambiente es proinflamatorio®*.
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Por otra parte, y contra lo que quiza se podria esperar, se detecta una disminucién precoz y tardia de TGF-f y
de IL-10. Esto sugiere que la accion de las MSC no esta mediada por un viraje del fenotipo de macréfagos
(M1 vs. M2), como ademas se aprecia en nuestros resultados, sino probablemente por algiin otro mecanismo
regulador de la activacion celular. En este caso, el ambiente menos antiinflamatorio tendria un efecto menor

en la inmunomodulacién llevada a cabo por las ASCs.

Por otro lado, si hemos detectado notables y significativas diferencias en los trasplantes alogénicos, con mayor
inflamacion de partida y en los que se evidencia que las ASCs inducen una reduccion de las citoquinas

proinflamatorias.

En cuanto a la expresion de citoquinas a nivel pulmonar, sorprendentemente, Hoogduijn y cols. determinaron
que la infusién de MSC por via intravenosa provocaba una inflamacion a nivel pulmonar en un animal sano.
Los mismos autores postulan gue este efecto puede deberse a que las MSCs entran en contacto con las células
endoteliales y leucocitos del propio pulmon. Observaron elevaciones en los niveles de CCL2, IL-1B, TNF-a ¢
IL-6 a las dos horas tras la infusién?*2. En nuestro caso, las determinaciones de citoquinas obtenidas a las 24

horas postrasplante mostraron los mismos resultados junto con incrementos en IL-2, IL-17 e 1L-23.

Ademas, las citoquinas antiinflamatorias apenas se vieron afectadas, solo ligeramente TGF-3 e IL-4. Todo este
efecto inflamatorio, puede deberse en un primer momento a una respuesta del sistema inmune del propio
animal como respuesta a la administracion de las MSCs al reconocerlas como cuerpo extrafio 0 en una
localizacion que no es la habitual, ya que las células fueron producidas in vitro y pueden diferir tanto en tamafio
como en el patron de expresion de proteinas de las MSCs que no han sido cultivadas®*. Por otro lado, en
condiciones normales, el nimero de ASCs circulantes es mas bajo, lo que podria activar una respuesta de

limpieza de las células®*.

Sin embargo, a los cinco dias, los niveles de esas citoquinas se estabilizan y disminuyen con respecto a los

obtenidos a las 24 horas sin que se observen diferencias atribuibles al tratamiento.

Al comparar los trasplantes alogénicos con los isogénicos, observamos como IL-1p, IL-6, INF-y y TNF-a, al
igual que las quimioquinas CCL2, CCL5, CXCL1 y el receptor CXCR3, se encuentran mas elevadas en los
primeros, lo que posiblemente sea debido a que se trata de animales mas diferentes genéticamente. De igual
manera sucede al comparar IL-10 e IL-22. No obstante, en los trasplantes alogénicos tratados se observa una
tendencia en la disminucion de las citoquinas IL-1pB, INF-y asi como una disminucion clara de todas las
quimioquinas antes mencionadas. Este hecho podria deberse a que las ASCs estan actuando tratando de
disminuir la inflamacion al estar en un ambiente méas proinflamatorio, con mas cantidad de INF-y. Asi, cuando
comparamos los trasplantes isogénicos con menor inflamacion de partida, el efecto que observamos parece

menor o inexistente, como ocurre a nivel sistémico?.

Finalmente, estos resultados también parecen indicar que la disminucion del componente inflamatorio
sistémico inducido por las MSC en el 5 dia, no esta regulada por iNOS (puesto que, al contrario de lo que pasa

con las interleuquinas inflamatorias, estda aumentada en el 5° dia). Si bien, la secrecidn de iNOS se puede deber
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tanto a las MSCs como a los macrofagos M2 que lo producen y secretan junto con especies reactivas de

oxigeno.

Factores que podrian haber influido en el efecto de las MSCs:

e Tipo de células y procedencia

Como hemos mencionado antes, las MSC pueden proceder de distintos tejidos. En nuestro caso elegimos las
derivadas del tejido adiposo (ASC) ya que son faciles de obtener. A nivel clinico resultarian también mas
accesibles que otras, como las derivadas de la médula 6sea o del cordén umbilical del propio donante. Se ha
descrito que conforme se realizan pases en los cultivos celulares, estas células pueden presentar mas
alteraciones que otras MSCs, aungue en nuestro caso siempre utilizamos los pases recomendados para evitar

este problema*®,

Ademas, a diferencia de otros estudios donde se emplean células de donante, autélogas o incluso de otras
especies?®, nuestras ASCs fueron singénicas con la cepa receptora para minimizar el rechazo que se pudiera

presentar frente a ellas.

e Protocolos de aislamiento, cultivo y preservacion

Otro factor importante a la hora de evaluar los resultados obtenidos y compararlos con los datos publicados es
la diferencia en los métodos de aislamiento y cultivo de los distintos laboratorios?*’. En ocasiones, resulta
controvertido el uso de células recién obtenidas o que, por el contrario, han sido sometidas a un proceso de
congelacion. Nuestra eleccion de utilizar células que se habian obtenido con anterioridad a partir de dos
animales se debi6 a varios motivos. Por un lado, los protocolos de trabajo con estas células por parte de nuestro
grupo de investigacion se encuentran validados y han demostrado ser eficaces?®. Por otro, la posibilidad de
criopreservarlas permite expandirlas y utilizarlas como terapia en repetidas ocasiones, posiblemente lo méas
conveniente en la préctica clinica. Sin embargo, este tipo de conservacidn puede resultar controvertido ya que,
segun algunos autores, puede provocar una disminucién de la viabilidad y reducir las capacidades

inmunosupresoras por el método de descongelacién?#:2%0,
e Dosis y momento de administracion

La dosis celular calculada en funcién del peso del individuo receptor fue de 1x10° células/kg. A nivel
experimental, tanto en ratas como en ratones, no existe una dosis fija y en muchos casos es superior a la que
utilizamos?!. Nuestra eleccion se debid a que, durante la puesta a punto del modelo, utilizamos distintas dosis
de tal forma que, cuando ésta era elevada y debido a la limitacion en la cantidad de volumen total y tiempo
necesario para la administracion, las células se agregaban lo que, junto con un pulmén dafiado, provocaba

émbolos pulmonares con la consiguiente muerte del animal al poco tiempo de su infusion.

Estudiando los resultados obtenidos, podria resultar que hayamos infravalorado el efecto de las ASCs por el

uso de una dosis insuficiente, ya que puede haber un efecto terapéutico distinto en funcion de la cantidad de
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células administradas, como se ha demostrado en ratas, en donde dosis altas disminuyen la proliferacion de los

linfocitos T, mientras que dosis bajas la favorecen?2,

Ademas, se ha demostrado que cuando se administra una sola dosis de células, los beneficios obtenidos no son
significativos. Sin embargo, la administracion repetida tiene un efecto acumulativo beneficioso y es, por tanto,
mas efectiva que una dosis Unica incluso aunque ésta tenga la misma cantidad total de células que la suma de

las dosis repetidas?3-2%,

Otro aspecto que puede influir en el efecto que muestran las MSC es el momento de administrarlas que, en
nuestro caso fue justo después del trasplante. Consideramos que asi es mas facil extrapolar los resultados a la
terapia en humanos. Dado que nos centramos en el rechazo agudo y a tiempos cortos, sélo pudimos utilizar un
Unico momento de administracion de las células. Sin embargo, en un modelo de trasplante de traquea en
ratones, se ha observado un efecto beneficioso de la repeticion de dosis de células madre humanas derivadas
de tejido adiposo sobre el desarrollo de bronquiolitis obliterante#. En otros casos, una infusion previa de estas
células dias antes del trasplante consiguié prolongar la supervivencia del injerto, a diferencia de una

administracion mas tardial®27,
e Localizacién y migracion

En nuestro estudio, una vez administradas las células tefiidas por via venosa (en la cola del animal), estas se
dirigieron al pulmén y anidaron en él durante todo el tiempo de estudio, de manera que fueron observadas por
fluorescencia a los 5 dias. Se sabe que la capacidad que muestran de migrar a los érganos o tejidos diana y
anidar en ellos es baja, de manera que algunos autores no las localizan una vez administradas. Este aspecto
resulta un tanto controvertido, ya que en algunos trabajos las células se localizan facilmente y durante bastante
tiempo, mientras que en otros, parece que no anidan pero si ejercen su efecto de forma paracrina?® 2%, Sin
embargo, el pulmdn parece ser un érgano en el que normalmente quedan retenidas?®, incluso cuando no es el
6rgano dafiado, como ocurre por ejemplo cuando se aplica la terapia celular para revertir o solucionar un infarto

cardiaco®*.

Por lo tanto, no queda claro si el efecto que realizan se debe tanto a la migracién de las células a la zona dafiada
para ejercer sus efectos regenerativos y de regulacion de la inmunidad, que era lo que inicialmente supusimos
gue ocurriria en nuestro modelo. Asi, hay trabajos que abalan esta teoria al observar cdmo las MSCs derivadas

de médula 6sea son capaces de dirigirse hacia células dafiadas de pulmén y no asi hacia células sanas in vitro?®,

En resumen, en nuestro estudio no se pudo comprobar un efecto derivado del tratamiento a nivel microscépico
ya que todos los individuos mostraron un grado de rechazo similar. A nivel macroscopico, la mayor parte de
los pulmones presentaron un buen aspecto, similar al nativo y sin diferencias significativas entre los grupos.
Sin embargo, hemos podido observar un indicio de accién inmunomoduladora de las ASCs en cuanto a la
expresion de citoquinas y quimioquinas tanto a nivel sistémico como local. Por Gltimo, comprobamos la

supervivencia de las células administradas en los 6rganos diana.

133



Discusion

2. Secuenciacion de microARNSs en el trasplante pulmonar

Se ha demostrado que los microARN pueden desempefar un papel importante en el rechazo de injertos
pulmonares, tanto agudos como crénicos?®’,  Funcionalmente, los microARNs estan implicados en
mecanismos reguladores basicos, como pueden ser la inflamacién o la apoptosis®?. Por tanto, llevarlos a
niveles normales cuando estan sobreexpresarlos o disminuidos con respecto a una situacion fisioldgica podria
conducir a la reversion de la enfermedad. Esto es lo que se conoce como terapia de reemplazo de

microARNs?%,

Dada la naturaleza exploratoria y descriptiva de nuestro trabajo, nuestro principal objetivo ha sido realizar una
secuenciacion de microARNS en la rata. Aunque se han llevado a cabo estudios para observar los microARNs
alterados a través de microarrays después del sindrome de distrés respiratorio agudo®*, no hemos encontrado
una secuenciacion completa para ver qué esta afectado en casos de rechazo agudo de pulmén y tras una cirugia
con un alto componente inflamatorio, sin el uso de ningun farmaco antiinflamatorio ni terapia
inmunosupresora. Ademas, dado que hay estudios que determinan un efecto positivo de la terapia celular con
MSCs después de un trasplante de pulmén?®, hemos querido comprobar si la presencia de ASCs regula de
alguna manera los microARNSs alterados tras el trasplante. Nos hemos observado diferencias en tanto a la
cantidad total de los mismos al comparar los distintos grupos con el control sano. Unicamente, el miR-741 ha
aparecido con menor expresion en el grupo trasplantado que fue tratado con ASCs frente al trasplante sin
terapia celular, permitiendo asi una mayor expresion de los genes que regula, como sucede en las células
embrionarias de raton y en las células madre pluripotenciales en la rata®, aunque no se conocen con exactitud
sus genes diana ni las vias en las que esta implicado. Por ello, consideramos importante centrarnos en él para

futuros estudios.

Pese a la cantidad de microARNs descritos, hemos podido comprobar que las bases de datos no estan tan
validadas en el caso de las ratas, a diferencia de lo que ocurre en humanos y ratones, donde las secuencias son
mas conocidas. Hemos puesto de manifiesto las vias de sefializacién a las que afectan nuestros microARNs
desregulados, algunas tan importantes para el trasplante como la via de sefializacion de TGF-B, de las uniones
intercelulares o de MAPK. Sin embargo, al comparar nuestras secuencias con las equivalentes en humanos,
comprobamos que hay otras rutas que también se ven afectadas, como las que modifican a los receptores de
las células T y B o las vias de sefializacion TNF?%®. Seria necesario, por lo tanto, comparar las distintas
secuencias que hemos obtenidos con las conocidas de otras especies para comparar los genes diana en cada

Caso.

Ademas, dado que nuestro modelo con ASCs no ha supuesto una inmunosupresion con reduccion del rechazo
agudo, un siguiente paso podria ser realizar la secuenciacién completa en casos con donde se inhiba el rechazo
y asi comparar los resultados con los que hemos obtenido. Esto ayudaria a dirigir las terapias hacia una u otra

direccion.
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3. Limitaciones del estudio

Reconocemos que nuestro estudio presenta diversas limitaciones que requieren un comentario especifico.

En primer lugar, consideramos que las desviaciones obtenidas en algunos de los resultados se podrian corregir
aumentando la n en todos los grupos de estudio. Ademas, habria resultado interesante incluir mas grupos de
estudio, con animales tratados con inmunosupresores y una combinacion de inmunosupresores y células madre
e incrementar el nimero de individuos por grupo de estudio. Sin embargo, nuestra hipétesis de partida era

conocer el efecto de las MSCs per se.

En ocasiones, para determinar qué parte de la inflamacién se debe al rechazo y cudl a la propia cirugia, en
algunos estudios se incluyen grupos control simulados con y sin tratamiento, en los que Unicamente se realiza
una toracotomia. De este modo, se eliminaria el factor cirugia en los resultados. Sin embargo, en nuestro
estudio decidimos omitir este grupo por varias razones. Por un lado, implica de nuevo aumentar de manera
considerable el numero de animales utilizados, como anteriormente hemos sefialado y, por otro, si queremos
valorar el efecto de las ASCs en los trasplantes, nos interesa conocer también como de inmunomoduladoras

son de manera conjunta afectando tanto a la cirugia como al rechazo.

También hubiera resultado interesante incrementar la duracién del estudio para comprobar si se encontraban

diferencias a nivel pulmonar de los animales tratados o si se producia un rechazo agudo a un tiempo mas largo.

Otra limitacion ha sido la dosis empleada, ya que podria haber resultado escasa. Realizando varias
administraciones, incluyendo alguna previa el trasplante, se podria comprobar el efecto acumulativo de las
ASCs.

Finalmente, en la secuenciacion de microARNS, la principal limitacidn ha sido también el pequefio tamafio
muestral. Ademas, la escasa informacidn de las secuencias en ratas hace que se dificulte el estudio de las vias

de sefializacion afectadas.
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Conclusiones

Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASCs) no parecen evitar el rechazo
tras el trasplante pulmonar, al mostrar todos los animales, tanto los que recibieron terapia celular como

los que no, un grado similar y relevante de rechazo agudo.

Tras la administracion de ASCs, las células migraron al 6rgano diana evidencidndose durante los
primeros 5 dias post-trasplante.

En los trasplantes isogénicos, las ASCs provocaron una mayor respuesta inflamatoria a las 24 horas
tras su administracion, que disminuyé a los 5 dias. En los trasplantes alogénicos, la terapia celular
podria disminuir los niveles de citoquinas proinflamatorias, asi como de quimioquinas, siendo dicha

reduccion mayor que en el trasplante isogénico.

El ambiente inflamatorio en el que se encuentran las ASCs parece modificar sus efectos

inmunomoduladores, ya que las mayores diferencias se han encontrado en los trasplantes alogénicos.

En el trasplante pulmonar se produce una desregulacion en la expresién de determinados microARNS,
estando algunos aumentados o disminuidos con respecto a controles sanos. Es necesario, por tanto,
seguir realizando estudios para profundizar en las implicaciones fisiol6gicas de esas modificaciones,

gue pueden estar encaminados a estudiar terapias alternativas a las ya existentes

Otros estudios deberian dilucidar la falta de efecto protector de las ASCs dado que en otros modelos
de trasplante si se ha observado dicho efecto protector del injerto, es decir, de reduccidon del nivel de

rechazo.
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Anexo |. Indicaciones de los trasplantes pulmonares

Grupo de edad  Indicaciones en nifios

Porcentaje trasplantes

Menos de 1 afio  Deficiencia proteina b surfactante
Enfermedad congénita del corazén
Hipertension arterial pulmonar idiopética

1 -5 afios Hipertension arterial pulmonar idiopética
Fibrosis pulmonar idiopatica
Fibrosis pulmonar (otras causas)
Retrasplante

6 - 10 afios Fibrosis quistica
Hipertension arterial pulmonar idiopética
Bronquiolitis obliterante (sin retrasplante)
Retrasplante
Fibrosis pulmonar idiopatica

11 - 17 afios Fibrosis quistica
Hipertension arterial pulmonar idiopética
Retrasplante

17
17
13
22
17
9
9
53
9
7
6
6
71
8
5

Obtenido de Pediatric lung transplantation: indications and outcomes?

Indicaciones en adultos Total (%)
EPOC* (sin deficiencia de al-antitripsina) 335
EPOC* (con deficiencia de al-antitripsina) 5,8
Enfermedad pulmonar intersticial (sin fibrosis pulmonar idiopética) 23,7
Bronquiectasia asociada a fibrosis quistica 16,6
Hipertensién pulmonar arterial idiopéatica 3,1
Fibrosis pulmonar 3,7
Bronquiectasia 2,7
Retrasplante (bronquiolitis obliterante) 1,5
Retrasplante (sin bronquiolitis obliterante) 1,1
Sarcoidosis 2,5
Enfermedad del tejido conectivo 1,3
Bronquiolitis obliterante, sin retrasplante 1,1
Linfangioleiomiomatosis 1
Enfermedad congénita del corazén 0,9
Cancer 0,1
Otras causas 1,4

* EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

Obtenido de Indications and outcomes in adult lung transplantation®.
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Anexo Il. Relacion de citoquinas y quimioquinas estudiadas y su funcion

CITOQUINAS

Nombre Tipo Sintesis Funcién

IL-1p Proinflamatoria Macrofagos Favorece la diferenciacion, proliferacion y apoptosis de
las células inmunes. Puede inducir fibrosis pulmonar y
liberacion de otras citoquinas inflamatorias y alterar la

barrera epitelio-alveolar causando edema pulmonar.

IL-2 Proinflamatoria Linfocitos T helper 1~ Tiene su accién sobre linfocitos T, tanto los que lo
producen como otras subpoblaciones, como los linfocitos
reguladores. Estimula la liberacién de otras citoquinas
como TNF-a, INF-y o IL-1.

IL-4 Antiinflamatoria Mastocitos, T helper y  Se induce por linfocitos B. Inhibe la sintesis de citoquinas
basdfilos. proinflamatorias, aumenta la produccion de IL-1Ra y

favorece la reparacion epitelial. Puede provocar fibrosis

pulmonar.
IL-6 Pleiotropica Monaocitos, Induce la diferenciacion y activacion de las célulasBy T,
macrofagos, activacion de monocitos y macréfagos e intervienen en la

fibroblastos y células  reparacion del epitelio y endotelio.

endoteliales
IL-10 Antiinflamatoria Monaocitos, CD8+, T Inhibe la diferenciacion de células Th, macrofagos y
helper 2 células dendriticas, la liberacion de quimioquinas y
citoquinas asi como produce la supresion de los
neutrofilos.
IL-12 Proinflamatoria Macrofagos y Induce la proliferacion de Natural Killer y linfocitos y, en
linfocitos consecuencia, la produccion de INF-y e inhibe la
produccion de 1L-4 e IL-10.
IL-13 Pleiotrdpica Mastocitos, Natural Supresion de la produccidn de citoquinas proinflamatorias
Killer y Th2 (TNF-a, IL-1p e IL-8) y aumento de la produccién de IL-
1Ra. Aumenta el colageno de fibroblastos y macréfagos.
IL-17 Proinflamatoria Linfocitos T helper 17 Activa células inflamatorias (monocitos y neutréfilos)

células endoteliales y epiteliales. Estimula la produccién

de citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion.
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IL-22

IL-23

TGF-B

TNF-a

INF-y

Pleiotrdpica

Proinflamatoria

Peliotropica

Proinflamatoria

proinflamatoria

Natural Killer y
Linfocitos Th17

Monacitos y células

dendriticas

Macréfagos,
linfocitos, células

endoteliales

Macrofagos,
neutréfilos, CD4+,
Natural Killer, células

endoteliales. ..

Linfocitos T CD4+y
Natural Killer

Su accion proinflamatoria o de proteccidn de tejido puede
estar regulada por la expresion de IL-17. En el pulmon,
puede inhibir la inflamacion y el dafio pulmonar y

proteger frente a la fibrosis.

Diferenciacién de Th17 en presencia de TGF-B e IL-6.
Ademas, favorece la proliferacion de linfocitos CD4+ de
memoria y estimula la produccion de IFN-y por las células

dendriticas y Natural Killer.

Inhibe moléculas de adhesién

proinflamatorias, como IL-1, IL-2, TNF-0. o INF-y asi

la expresion de

como la activacion de células CD4+ y CD8+ vy
proliferacion de linfocitos B. Induce también la fibrosis en

pulmones.

Induce la produccion de citoquinas y quimioquinas

proinflamatorias, el  reclutamiento de  células
inflamatorias. Aumenta la permeabilidad de la barrera
alveolar y con ello el edema pulmonar e interviene en

mecanismos de reparacion.

Recluta monocitos e induce la activacion de macréfagos,

células dendriticas y Natural Killer, aumentando la

secrecion de IL-12.

CITOQUINAS QUIMIOTACTICAS / RECEPTORES

hematopoyéticas

Nombre Tipo Sintesis Funcion

CCL2 Quimioquina Monocitos, Recibe el nombre de "“proteina quimiotactica de

(MCP1) macréfagos, células monocitos 1". Atrae monocitos, células dendriticas y
endoteliales y linfocitos T de memoria. Su receptor es CCR2.
dendriticas

CCL5 Quimioquina Células Atrae a monocitos, linfocitos T helper, eosindfilos y

(RANTES) hematopoyéticas y no  basdfilos. Con IL-2 e IFN-y (producido por linfocitos T),

estimula la proliferacion y activacion de Natural Killer. Su

receptor es CCR5.
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CXCL1 Quimioquina Macréfagos, Actividad quimiotaxica de neutréfilos. Su receptor es
(Gro-a) neutrdfilos, células CXCR2.
epiteliales
CXCL3 Quimioquina Plaquetas, Interviene en la migracion y adhesidn de monocitos en la
megacariocitos zona de inflamacion, asi como quimiotaxis de neutréfilos.
Ademas, muestran efecto angiogénico. Su receptor es el
CXCR2.
CXCR1 Receptor Neutrofilos Receptor de IL-8 (CXCL8), que al unirse en los
quimioquina neutréfilos, estimula su activacion y quimiotaxis.
También receptor de CXCLS6.
CXCR2 Receptor Neutréfilos Receptor de CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5,CXCL6
quimioquina y CXCL8. Media la migracién de neutrdfilos.
CXCR3 Receptor Linfocitos T, Natural ~ Receptor de CXCL9, CXCL10 y CXCL11. Regula la
quimioquina Killer y células migracion de leucocitos y promueve la estimulacion de

epiteliales

células Thl. Implicada en fibrosis pulmonar y rechazo

agudo.
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Anexo I11. Articulos publicados durante el periodo de doctorado

1. Relacionados con la tesis doctoral

2. No

Ruiz-Pérez D, Largo C, Garcia-Rio F. Technical Aspects and Benefits of Experimental
Mouse Lung Transplantation. Arch Bronconeumol. 2016 Dec;52(12):596-604

Gauthier JM, Ruiz-Pérez D, Li W, Hachem RR, Puri V, Gelman AE, Kreisel D. Diagnosis,
Pathophysiology and Experimental Models of Chronic Lung Allograft Rejection.
ransplantation. 2018 Sep;102(9):1459-1466

Siao HM, Fernandez R, Tanaka S, Li W, Spahn JH, Chiu S, Akbarpour M, Ruiz-Perez D, Wu
Q, Turam C, Scozzi D, Takahashi T, Luehmann HP, Puri V, Budinger GRS, Krupnick AS,
Misharin AV, Lavine KJ, Liu Y, Gelman AE, Bharat A, Kreisel D. Spleen-derived classical
monocytes mediate lung ischemia-reperfusion injury through IL-1g. J Clin Invest. 2018
Jul 2;128(7):2833-2847

relacionados con la tesis doctoral

Ruiz-Pérez D, Benito J, Largo C, Polo G, Canfran S, Gomez de Segura IA. Metamizole
(dipyrone) effects on sevoflurane requirements and postoperative hyperalgesia in rats.
Lab Anim. 2017 Aug;51(4):365-375

Ruiz-Pérez D, Benito J, Polo G, Largo C, Aguado D, Sanz L, Gémez de Segura IA. The
Effects of the Toll-Like Receptor 4 Antagonist, Ibudilast, on Sevoflurane's Minimum
Alveolar Concentration and the Delayed Remifentanil-Induced Increase in the
Minimum Alveolar Concentration in Rats. Anesth Analg. 2016 May;122(5):1370-6
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Article history: In recent years, the number of lung transplantations performed as the last option for many respiratory
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diseases has grown considerably, both in adults and children. However, the causes for the relatively short
survival of lungs compared to other organ transplants still need to be studied.
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Techniques have improved since the 1950s when experimental lung transplantation began, and the
different animal species used now include rodents. The advantage of using these small species is that the
surgical model has been expanded and standardized, and different respiratory problems can be studied.

In this review we examine the different technical strategies used in experimental transplantation in
rats and mice, focusing on surgical techniques and anesthesia and monitoring methods, and highlighting
the major contributions of mouse lung transplantation to the field.

© 2016 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Aspectos técnicos y utilidades del trasplante pulmonar experimental murino

RESUMEN

Alo largo de las Gltimas décadas, el nimero de trasplantes pulmonares realizados como terapia final de
muchas enfermedades respiratorias ha ido creciendo considerablemente, tanto en la poblacién adulta
como a nivel pediatrico. Sin embargo, se hace muy necesario estudiar las causas por las que su super-
vivencia es relativamente baja en comparacién con otros trasplantes de 6rganos.

Por ello, desde mediados del siglo pasado comenzaron a realizarse trasplantes pulmonares experimen-
tales, cuya técnica ha ido mejorando, y se ha ampliado a distintas especies animales hasta llegar a los
roedores. La ventaja que presentan estas especies pequeiias ha facilitado que el modelo quirtirgico se haya
extendido y estandarizado, permitiendo estudiar diferentes aspectos relacionados con las enfermedades
respiratorias.

En esta revision se analizan las distintas modalidades técnicas disponibles de trasplante experimental
en rata y ratén, destacando tanto la técnica quirtirgica como la anestésica o la monitorizacién, asi como
las principales aportaciones generadas por el trasplante pulmonar murino.

© 2016 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Introduction

obstructive pulmonary disease, diffuse interstitial pulmonary dis-
ease, bronchiectasis associated with cystic fibrosis, bronchiolitis

Lung transplantation is occasionally the only therapeutic option
available in the final stages of respiratory diseases such as chronic

% Please cite this article as: Ruiz-Pérez D. Aspectos técnicos y utilidades del
trasplante pulmonar experimental murino. Arch Bronconeumol. 2016;52:596-604.
* Corresponding author.
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1579-2129/© 2016 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

obliterans, sarcoidosis or arterial pulmonary hypertension.' >
Since the first transplantations were performed in animals in
1940,5 these experimental models have contributed to the devel-
opment of surgical procedures and the prevention of associated
complications, such as rejection or ischemia-reperfusion injury.
Although the first mouse transplantation took place in 1971,°
in the 20th century the procedure was generally performed in
dogs,*> pigs, sheep’ and monkeys,® 0 since larger animals offer
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Diagnosis, Pathophysiology and Experimental
Models of Chronic Lung Allograft Rejection
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p

state of animal models of chronic lung rejection.

(Transplantation 2018;102: 1459-1466)

Abstract: Chronic rejection is the Achilles heel of modern lung transplantation, characterized by a slow, progressive decline in
allograft function. Clinically, this manifests as obstructive disease, restrictive disease, or a mixture of the 2 depending on the underlying
pathology. The 2 major phenotypes of chronic rejection include bronchiolitis obliterans syndrome and restrictive allograft syndrome.
The last decade of research has revealed that each of these phenotypes has a unique underlying pathophysiology which may require
a distinct treatment regimen for optimal control. Insights into the intricate alloimmune pathways contributing to chronic rejection have
been gained from both large and small animal models, suggesting directions for future research. In this review, we explore the
pathological hallmarks of chronic rejection, recent insights gained from both clinical and basic science research, and the current

/

ung transplantation outcomes have improved over the
e last 2 decades. Advances in operative technique, donor
selection, and postoperative care have improved short-term
outcomes." Long-term outcomes, however, remain disappoint-
ing, and the median survival is 5.3 years.” This comparatively
poor long-term survival is predominantly a result of chronic re-
jection, which affects approximately 50% of patients at 5 years
and is the leading cause of mortality beyond the first year after
transplantation.™* Traditionally, the mainstay of treatment for
chronic rejection has entailed a change in the patient's immuno-
suppressive regimen.® Although some studies have shown mar-
ginal benefits with this approach, chronic rejection typically
progresses inexorably to respiratory failure and death.
Research over the last decade has revealed that chronic re-
jection is a heterogeneous process with a variety of immune
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responses contributing to it, in part explaining why some
patients respond to medical interventions while others do
not.*” Innate and adaptive immunities, both humoral and
cellular arms, contribute to chronic rejection, which can pres-
ent clinically in a variety of phenotypes, as discussed below.
Experimental models of chronic rejection in small and large
animals have provided a great deal of insight into these com-
plex and interwoven immune pathways.®” Technical barriers
initially limited these experimental models to large animal
models of orthotopic lung transplants, which lack immuno-
logical tools to conduct mechanistic studies, and heterotopic
tracheal transplants in rodents, which may not adequately
model basic physiological processes of clinical lung transplan-
tation.'®'! Two decades of perfecting animal transplantation
techniques has created models that are now more applicable
to human subjects, and recent findings have directed novel tar-
gets of therapy and suggest future areas of investigation.

Chronic Lung Allograft Dysfunction

The term “chronic lung allograft dysfunction” (CLAD) has
emerged over the last decade as an umbrella term for the diag-
nosis for patients with chronic lung dysfunction after trans-
plantation.'” Chronic lung allograft dysfunction comprises 2
phenotypes with some overlap. Obliterative bronchiolitis
(OB) is the prototypic form of chronic rejection and CLAD.
Obliterative bronchiolitis results in an obstructive ventilatory
defect, and therefore, is sometimes referred to as obstructive
CLAD. Histologically, this is characterized by luminal obliter-
ation of respiratory and terminal bronchioles, but because his-
tologic confirmation is difficult with transbronchial lung
biopsy, bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) is the clinical
surrogate.'® Bronchiolitis obliterans syndrome is defined
according to changes in spirometry. Baseline pulmonary
function is defined as the mean of the 2 best posttransplant
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Ischemia-reperfusion injury, a form of sterile inflammation, is the leading risk factor for both short-term mortality following
pulmonary transplantation and chronic lung allograft dysfunction. While it is well recognized that neutrophils are critical
mediators of acute lung injury, processes that guide their entry into pulmonary tissue are not well understood. Here, we found
that CCR2’ classical monocytes are necessary and sufficient for mediating extravasation of neutrophils into pulmonary tissue
during ischemia-reperfusion injury following hilar clamping or lung transplantation. The classical monocytes were mobilized
from the host spleen, and splenectomy attenuated the recruitment of classical monocytes as well as the entry of neutrophils
into injured lung tissue, which was associated with improved graft function. Neutrophil extravasation was mediated by
MyD88-dependent IL-1B production by graft-infiltrating classical monocytes, which downregulated the expression of the tight
junction-associated protein Z0-2 in pulmonary vascular endothelial cells. Thus, we have uncovered a crucial role for classical
monocytes, mobilized from the spleen, in mediating neutrophil extravasation, with potential implications for targeting of

Introduction
Ischemia-reperfusion injury (IRI) following solid organ transplan-
tation is mediated by host neutrophils that, upon extravasation,
initiate NETosis and induce allograft damage (1, 2). Following lung
transplantation, IRI leads to primary graft dysfunction in over 50%
of lung recipients, which is the predominant risk factor for early mor-
tality as well as chronic rejection and thus late mortality (3-6). While
depletion of neutrophils can ameliorate IRI, it can also compromise
the pathogen-directed response of the host (7-11). Elucidating the
mechanisms of neutrophil trafficking into the allograft is, therefore,
crucial to developing clinically applicable therapies against IRI.
Blood monocytes can be classified into nonclassical and classi-
cal subtypes based on cell surface markers (12, 13). Classical mono-
cytes are characterized by a high expression of the cell-surface mole-
cule Ly6C and the presence of the chemokine receptor CCR2. They
are the predominant monocytes found in the circulation, where they
survey organ spaces and readily respond to inflammatory cues. Clas-
sical monocytes are generally regarded as “proinflammatory,” as
they are readily recruited to sites of infectious and sterile inflamma-
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recipient classical monocytes to ameliorate pulmonary ischemia-reperfusion injury in the clinic.

tion, where they elaborate proinflammatory cytokines and differen-
tiate into macrophages and denderitic cells (13). Nonclassical mono-
cytes, in contrast, lack expression of CCR2, but express low levels of
Ly6C and high levels of the fractalkine receptor CX,CR1. These cells
patrol the microvasculature in a CX,CR1-dependent manner, and
although less is known about the development and function of non-
classical monocytes, recent studies have implicated this monocyte
subtype in various inflammatory processes (14-21). The precise role
of monocytes in mediating neutrophil migration into injured tissues
remains unclear. We recently found that donor-derived nonclassical
monocytes are necessary for early neutrophil recruitment through
the production of the neutrophil chemoattractant MIP-2 and that
depletion of these cells ameliorates lung IRI (21). Interestingly, using
intravital 2-photon imaging, we have previously observed that circu-
lating monocytes facilitate neutrophil trafficking into freshly reper-
fused lungs. Furthermore, we found that pulmonary graft function
is significantly improved when lung-transplant recipients lack CCR2
expression, which impairs recruitment of classical monocytes to
lung grafts (9, 22). Since both recruitment to the tissue and extrav-
asation of neutrophils into the extravascular space are necessary for
the initiation and propagation of lung IRI (23), it can be postulated
that classical monocytes are perhaps essential for neutrophil extrav-
asation. Therefore, we hypothesized that nonclassical and classical
monocytes may have complementary roles in the development of
IRI, in which nonclassical monocytes provide the initial signals for
leukocyte recruitment, while host-derived classical monocytes are
essential for the extravasation of neutrophils into the injured lungs.
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Abstract

Unlike non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), metamizole has poor anti-inflammatory effects; and
is suitable for models where analgesia, but not anti-inflammatory effects, is desirable. Like opioids, these
drugs produce perioperative analgesia while reducing anaesthetic requirements, but it remains unclear
whether they may develop tolerance or hyperalgesia, and thus decrease in analgesic efficacy. The aim was
to determine whether tolerance or hyperalgesia to metamizole occurred in rats, and whether the sevoflurane
minimum alveolar concentration (MAC) was affected. In a randomized, prospective, controlled study, male
Wistar rats (n=8 per group) were administered metamizole (300 mg/kg, day 4). Previously, the following
treatments were provided: daily metamizole for four days (0-3), morphine (10 mg/kg; positive control, day 0
only) or saline (negative control]. The main outcome measures were mechanical (MNT) and warm thermal
(WNT) nociceptive quantitative sensory thresholds. The baseline sevoflurane MAC and the reduction produced
by the treatments were also determined. The mean (SD) baseline MAC [2.4(0.2)%vol] was decreased by
morphine and metamizole by 45(11]% and 33(7)% (P=0.000, both], respectively. Baseline MNT [35.4(4.5] g]
and WNT [13.2(2.4) s] were decreased by morphine and metamizole: MNT reduction of 22(6)% (P=0.000) and
22(7)% (P=0.001), respectively and WNT reduction of 34(14]% (P=0.000) and 24(13)% (P=0.001). The base-
line MAC on day 4 was neither modified by treatments nor the MAC reduction produced by metamizole (days 0
and 4; P> 0.05). In conclusion, repeated metamizole administration may produce hyperalgesia, although it
may not modify its anaesthetic sparing effect. The clinical relevance of this effect in painful research models
requiring prolonged analgesic therapy warrants further investigation.
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Metamizole (dipyrone) is one of the most commonly
employed analgesic drugs, used in both the periopera-
tive period' and for reducing postoperative opioid
consumption in humans.*® Compared with non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), metami-
zole has low renal, cardiovascular and gastrointestinal
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toxicity. This relative absence of anti-inflammatory
effects has encouraged its use in research in animal
models of coagulation and inflammation,* including
adjuvant-induced arthritis.” Metamizole has also
been employed in neuropathic pain models, such
as sciatic pain or acute lumbalgia, and in the postsur-
gical period.® Due to its unique actions, metamizole
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The Effects of the Toll-Like Receptor 4 Antagonist,
Ibudilast, on Sevoflurane’s Minimum Alveolar
Concentration and the Delayed Remifentanil-induced
Increase in the Minimum Alveolar Concentration in Rats

Daniel Ruiz-Pérez, DVM, MS,* Javier Benito, DVM, MS,T Gonzalo Polo, DVM,*
Carlota Largo, DVM, PhD, MS,+ Delia Aguado, DVM, PhD, MS,* Luis Sanz, PhD,§
and Ignacio A. Gémez de Segura, DVM, PhD, Dip ECVAA, Dip ECLAM*

BACKGROUND: Ultralow doses of naloxone, an opioid and toll-like receptor 4 antagonist,
blocked remifentanil-induced hyperalgesia and the associated increase in the minimum alveolar
concentration (MAC), but not tolerance. The aim was to determine the effects of the toll-like
receptor 4 antagonist, ibudilast, on the MAC in the rat and how it might prevent the effects of
remifentanil.

METHODS: Male Wistar rats were randomly allocated to 5 treatment groups (n = 7 per group):
10 mg/kg ibudilast intraperitoneally, 240 pg/kg/h remifentanil 1V, ibudilast plus remifentanil,
remifentanil plus naloxone |V, or saline. The sevoflurane MAC was determined 3 times in every
rat and every day (days 0, 2, and 4): baseline (MAC-A) and 2 further determinations were made
after treatments, 1.5 hours apart (MAC-B and MAC-C).

RESULTS: A reduction in baseline MAC was produced on day O by ibudilast, remifentanil, remi-
fentanil plus ibudilast, remifentanil plus naloxone (P < 0.01), but not saline. Similar effects
were found on days 2 and 4. A tolerance to remifentanil was found on days O, 2, and 4, which
neither ibudilast nor naloxone prevented. The MAC increase produced by remifentanil on day 4
(P =0.001) was prevented by either ibudilast or naloxone.

CONCLUSIONS: Ibudilast, besides reducing the MAC, prevented the delayed increase in baseline
MAC produced by remifentanil but not the increase in MAC caused by tolerance to remifentanil.

(Anesth Analg 2016;122:1370-6)

pioids produce excellent analgesia, but their antino-
Ociceptive effects may be limited by the development

of tolerance and hyperalgesia.!? Tolerance may
develop during months of chronic opioid treatment,® but it
has also been observed after acute administration over days
and hours.* In the rat, remifentanil is related to the develop-
ment of hyperalgesia and opioid tolerance, which, in turn,
may produce a decrease in the sevoflurane-sparing effect of
opioids.? The clinical consequences may include an increase
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in anesthetic and opioid requirements during surgery,
potentially increasing their undesirable dose-dependent
side effects.® This is determined by measuring the reduction
in the minimum alveolar concentration (MAC) produced by
analgesics and is considered an indirect, although clinically
valuable, method of determining analgesic potency during
the intraoperative period.

Glial cell activation has been reported to have an impor-
tant role in modulating the analgesia induced by chronic
opioid administration or by high doses of opioids”® and
may contribute to opioid tolerance and withdrawal, factors
that reduce the clinical efficacy of opioids as pain therapeu-
tics.!"13 Interestingly, the opioid antagonist and also toll-like
receptor 4 (TLR4) antagonist, naloxone, may block remifen-
tanil-induced hyperalgesia and the associated increase in
anesthetic requirements (MAC)® in the naive nonoperated
rat. Ibudilast (AV-411) is a nonselective phosphodiesterase
inhibitor and TLR4 receptor antagonist. It is also known
to suppress glial cell activation'*!'® and has potential for
the treatment of multiple sclerosis or neuropathic pain.
It may also improve the efficacy and safety of opioids by
decreasing opioid tolerance, withdrawal, and reinforce-
ment.!¢ Ibudilast may not only suppress the production of
proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor
o and interleukin 1f, but also increase the production of
the anti-inflammatory cytokine interleukin 10 and various
neurotrophic factors.'17-2 We hypothesized that ibudilast
would significantly reduce the opioid tolerance effect asso-
ciated with remifentanil in rats and, second, that it would
have a significant MAC-sparing effect with sevoflurane.
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