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DESCRIPCION
UTILIZACION DE FIBROBLASTOS GINGIVALES EN LA TERAPIA CELULAR VASCULAR

La presente invencion se refiere a la utilizacion de fibroblastos gingivales en la terapia vascular
celular, especialmente para el tratamiento de patologias arteriales.

La pared arterial se compone de tres capas superpuestas denominadas tlnicas. La tanica interna
(intima) esta constituida de una capa de células endoteliales. La tinica intermedia (media) se compone
principalmente de fibras musculares lisas y de tejido conjuntivo rico en fibras elasticas. La tlnica externa
(adventicia) es una envoltura conjuntiva que rodea el conjunto.

Las arterias estan sometidas a muchas agresiones de diverso origen (hipoxia, sobrecarga lipidica,
fuerzas hemodinamicas, ateroma, hipertension, etc.) que pueden inducir lesiones de la pared arterial.
Durante la reparaciéon de estas lesiones, se puede producir una reaccion de cicatrizacién anormal, que
resulta de un desequilibrio entre la degradacién y la sintesis de la matriz extracelular, induciendo una
remodelacion arterial patoldgica que puede traducirse en un ensanchamiento vascular (aneurisma) o, por el
contrario, por una constriccion (estenosis, que surge secundariamente durante la aterogénesis, o
restenosis, consecuencia particular de una angioplastia que evoluciona con la remision de la remodelacion
cicatrizal hacia la reaparicion de una estenosis).

Por ejemplo, en las lesiones aneurismales se observa, en general, una degradaciéon enzimatica de
los componentes de la matriz extracelular, especialmente de las fibras elasticas, asi como una disminucion
del nimero de células musculares lisas (CML); en la adventicia se observa una fibrosis acompafiada de
una importante infiltracién inflamatoria.

La degradacion de los componentes de la matriz extracelular implica a diversas proteasas
matriciales. Entre ellas, se mencionara en particular una elastasa, la metaloproteinasa-9 matricial (MMP9),
sintetizada por los leucocitos infiltrados y las células huésped fisiologicas (células endoteliales, células
musculares lisas y fibroblastos adventiciales) que es responsable en su mayor parte de la fragmentacion de
las fibras elasticas (THOMPSON, J. Clin. Invest. 96: 318-326, 1995). Paralelamente, la disminucién de las
CML en la media ocasiona una disminucion de la sintesis de los componentes de la matriz extracelular y de
la de los inhibidores de las proteasas matriciales, que son sintetizadas principalmente por estas CML
(LOPEZ-CANDALES y col., Am. J. Pathol. 150: 993-1007, 1997).

En el caso de la estenosis y de la restenosis se produce una remodelacion fibrosa retractil que
puede ser considerada también como un proceso de cicatrizacion anormal. Esta remodelacion se
caracteriza por una hiperplasia fibrosa de la intima (LAFONT vy col., Circ. Res. 76 (6): 996-1002, 1995) y
parece unida a un incremento del colageno en la neointima, en la media y en la adventicia (LAFONT y col.,
Circulation 100(10): 1109-1115, 1999; DURAND Yy col., Arch. Mal. Coeur Vaiss. 94(6): 605-611, 2001).

Actualmente, el tratamiento de las patologias arteriales se basa principalmente en la cirugia y en la
cardiologia intervencional (cirugia vascular, puentes aortocoronarios y periféricos, protesis aodrticas de
Dacron, angioplastia arterial coronaria y periférica, endoprétesis adrticas, etc.). Sin embargo, estas técnicas
invasivas no tratan la causa, sino las consecuencias de la patologia. Permiten una mejora de la situacion
del paciente sin ser capaces de detener el desarrollo de la enfermedad.

Por tanto, parece necesario disponer de nuevos medios de tratamiento menos invasivos que
permitan tratar eficazmente la remodelacion arterial patoldgica.

ALLAIRE y col., (J. Clin. Invest. 102(7): 1413-1420, 1998) observaron, en un modelo de aneurisma
experimental en la rata, que la implantacion local de CMS en la pared arterial inducia una inhibicién de la
degradacion de las fibras elasticas y de la formacion de un aneurisma. Se ha mostrado también en la rata
gue aneurismas experimentales ya formados pueden ser estabilizados por inyeccion local de CML. Esta
estabilizacion se asocia a una secrecion de TGFf de origen paracrino a nivel de trasplante celular (LOSY y
col., J. Vasc. Surg. 37(6): 1301-1309, 2003).

Sin embargo, un obstaculo mas importante que la utilizacion de CMS para el tratamiento de los
aneurismas mediante de la terapia celular se deriva de la necesidad de obtener estas CML a partir de
células cepa. Las células cepa utilizadas proceden de la médula o de la sangre y resulta muy dificil
obtenerlas.

Los inventores se han propuesto investigar si podian utilizarse eventualmente en terapia celular
tipos de células distintas de las CML de la pared arterial y tuvieron la idea de someter a prueba los
fibroblastos gingivales.

Los fibroblastos gingivales son células mesenquimatosas capaces de migrar, adherirse y proliferar
dentro de los tejidos conjuntivos blandos de la encia, manteniendo asi la integridad del tejido gingival
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sometido a numerosas agresiones tales como fuerzas mecanicas, infecciones bacterianas, variaciones de
pH, de temperatura, etc. (GOGLY Yy col., Clin. Oral Invest. 1:1 147-152, 1997; GOBLY vy col., Biochem.
Pharmacol. 56(11): 1447-1454, 1998; EJEIL y col., J. Periodontol. 74(2): 188-195, 2003).

Segun las condiciones ambientales a las que estan sometidos, los fibroblastos gingivales son
capaces de cambiar de fenotipo y responder a los estimulos que proceden del entorno tisular gingival
mediante proliferacion, migracion, sintesis o degradacion de los componentes de la matriz extracelular.

Asi, son capaces de sintetizar diversos componentes de la matriz extracelular: colagenos (tipos I,
I, V, VI, VII, XII), fibras elasticas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos, glicoproteinas. Asimismo, pueden
producir una variedad de enzimas (en particular metaloproteasas), capaces de degradar estos compuestos
macromoleculares. Por Ultimo, pueden expresar también inhibidores tisulares de las metaloproteasas que
inhiben las formas activas de las MMP.

Los inventores realizaron co-cultivos de fibroblastos gingivales y de CML y observaron que las
interacciones entre estas células conducian a la inhibicién por los fibroblastos gingivales de la actividad de
las MMP9 por las CML, asi como a la potencializacion de la secrecion de TGFf3 por ambos tipos celulares.
Estos efectos son especificos de los fibroblastos gingivales y no se observan cuando las CML se co-
cultivan con fibroblastos dérmicos o adventiciales.

Se realizaron observaciones idénticas en co-cultivos de fibroblastos gingivales y de arterias
lesionadas. Este modelo organotipico ha permitido también demostrar que la presencia de fibroblastos
gingivales induce una proteccion de la red eléstica.

Se evidencia por tanto que los fibroblastos gingivales por una parte tienen un efecto inhibidor
sobre uno de los factores principales de la formacion de los aneurismas, a saber la MMP9 responsable de
la degradacion de la red elastica, y, por otra parte, un efecto activador sobre un factor favorable a la
estabilizacion de los aneurismas, a saber la secrecién de TGFf.

Ademas, los inventores realizaron en conejos ensayos in vivo de trasplante de fibroblastos
gingivales obtenidos a partir de una muestra de tejido gingival de conejo en la pared arterial de dicho
conejo y constataron que estos fibroblastos gingivales autélogos eran capaces de insertarse en la pared a
la altura de la media.

Por tanto, la presente invencién tiene por objeto la utilizacion de fibroblastos gingivales para la
obtencion de una composicion celular destinada al tratamiento de una patologia de remodelacion arterial.

Los fibroblastos gingivales se pueden utilizar, segin la invencién, en todas las patologias
vasculares, especialmente arteriales, con alteraciones profundas de la matriz extracelular. Se mencionaran
en particular: aterosclerosis, placa vulnerable, restenosis, aneurismas arteriales, diseccion aértica.

Segun una realizacion preferente de la presente invencion, dicha patologia es un aneurisma.

Segun otra realizacion preferente de la presente invencién, dicha patologia es una estenosis o una
restenosis tras una angioplastia.

Dichos fibroblastos son preferentemente fibroblastos autélogos, es decir fibroblastos procedentes
de tejido gingival previamente extraido del sujeto al que se destina el tratamiento y cultivados.
Preferentemente, estos fibroblastos se cultivan durante 14 dias como minimo y ventajosamente durante 14
a 70 dias.

Los cultivos de fibroblastos gingivales a utilizar en la realizacion de la presente invencién se
pueden obtener por técnicas convencionales que son bien conocidas por el especialista en la técnica
(BARLOVATZ-MEIMON Yy col., "Culture de cellules animales" p. 898, ill. Paris: INSERM, 2003).

La implantacién de fibroblastos en la pared arterial puede llevarse a cabo de distintas maneras;
bien sea localmente mediante inyeccion por medio de catéteres de bal6n provistos de microagujas
(INFILTRATOR), inyeccion por via externa o interna en la adventicia o el tejido periadventicial, o por via
general (venosa periférica o arterial aguas arriba del lugar de inyeccién con direccionamiento realizado por
un guiado magnético (incorporacion intracelular previa de nanoparticulas superparamagnéticas) o bioldgica
(WILHEM vy col., Eur. Biophys. J. 31(2): 118-125, 2002; PANYAM vy col., J. Drug Target 10(6): 515-523,
2002).

Si se desea, se puede asociar también a los fibroblastos gingivales, productos que intervienen en
la remodelacién matricial, por ejemplo, decorina (proteoglicano que interviene en la remodelacion matricial)
(AL HAJ ZEN y col., Matrix Biol. 22(3): 251-258, 2003) o acido hialurénico.
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La presente invencion se entendera mejor por medio del complemento de descripcién siguiente, la
cual se refiere a ejemplos no limitativos que ilustran los efectos de los fibroblastos gingivales a utilizar en
terapia celular vascular.

Ejemplo 1: Secrecién de MMP2, MMP9, TIMP-1 y TGFB en co-cultivos de fibroblastos
gingivales y de células musculares lisas

Marcado de los fibroblastos

Los fibroblastos gingivales son marcados con nanoparticulas anionicas de maghemita tal como se
describe en WILHEM y col., Biomaterials 24: 1001-1011, 2003.

Los fibroblastos gingivales (seis cultivos diferentes) se cultivan hasta confluencia en suero de
ternera fetal (STF) al 10%; tras 48 horas, se extrae el sobrenadante de cultivo y se cultivan las células en
un medio sin suero.

La calidad del marcado de los fibroblastos gingivales por estas nanoparticulas se controla
mediante tincién de Perl (azul de Prusia). Las nanoparticulas se absorben e internalizan en el endosoma de
los fibroblastos gingivales tal como se muestra en la Figura 1.

Para comprobar que el marcado no modifica el fenotipo de los fibroblastos gingivales, el efecto de
la incorporacion de las nanoparticulas sobre la secrecion de la metaloproteinasa-2 matricial (MMP2) asi
como de las citoquinas IL-1B y TGF se evalta al D1, D3 y D5 (dias de cultivo).

Al D1 se observa en los fibroblastos marcados un aumento de la produccién de MMP2 y de IL-18,
que vuelven al nivel normal el D3 y D5. Este aumento transitorio se debe probablemente al estrés
consecutivo a la incorporacion de nanoparticulas. En cambio, no se observa modificacion alguna de la
produccion de TGFB durante el periodo estudiado.

Co-cultivos de fibroblastos gingivales y de células musculares lisas

Se realizan co-cultivos de fibroblastos gingivales (FG) marcados y de células musculares lisas
(CML) en geles de colageno segun el método descrito por GILLERY y col., Experientia 45(1): 98-101, 1989.

Brevemente, se obtienen las células a partir de muestras gingivales para los fibroblastos gingivales
y a partir de la media arterial para las células musculares lisas. Las muestras (encia y media arterial) se
colocan en primocultivo en cajas de Petri en medio de DMEM/STF al 20%. A confluencia, se tripsinizan las
células y se vuelven a cultivar en un medio de DMEM/STF al 10%. Tras pasar varias veces en este medio,
las células se cultivan en colageno de tipo | (60.000 células en 2 ml de colageno) durante 3, 7, 14 6 21 dias.
Se cambian cada semana los medios de cultivo (DMEM/STF al 10%) en los que estan inmersos los geles.

A modo de control, se realizan separadamente, en las mismas condiciones, cultivos de fibroblastos
gingivales y cultivos de células musculares lisas.

Secrecién de MMP9 por las CML

La secrecién de MMP9 se localiza por inmunodeteccion el D3 y se observa por microscopia éptica
(x 160).

No se detecta MMP9 en los fibroblastos: sélo se detecta en los lugares correspondientes a la
localizaciéon de las CML en el gel. Estos resultados corroboran trabajos anteriores segin los cuales los
fibroblastos no expresan MMP9 (GOGLY vy col., 1998, mencionado anteriormente).

Efectos de las interacciones FG/CML sobre la actividad de MMP2 y de MMP9 y sobre la
transcripcion de MMP9

Evaluacién de la actividad de MMP9 y de MMP2 por zimografia

20 pl de muestra de cultivo de FG y/o de CML se diluyen 1/2 en Tris 1M pH 6,8 que contiene un
50% de glicerol y un 0,4% de azul de bromofenol, se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida SDS
al 10% que contiene 1 mg/ml de a-caseina (Sigma Chemical) durante 1 hora. Se lavan los geles en Triton
X-100 al 2,5% diluido en agua destilada, se incuban en 100 mM de Tris-HCI, 5 mM CaCl,, Brij-35 al
0,005%, NaNs al 0,001% pH 7,4, durante 36 horas, a 37°C. Después se tifien los geles con azul de
Coomassie al 0,25% (Biorad, ref. G 250) (50% de metanol, 10% de acido acético), luego se decoloran
apropiadamente (40% de etanol, 10% de acido acético). Se presentan los resultados en la Figura 2.

A: actividad MMP2 para 600 fibroblastos no marcados (control);

B: actividad MMP2 para 600 fibroblastos marcados cultivados en gel de colageno;
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C: actividades MMP2 y MMP9 para 600 CML cultivadas en gel de colageno;

D: actividades MMP2 y MMP9 para 600 fibroblastos marcados cultivados + 600 CM cultivadas
separadamente en gel de colageno (se afiaden los medios de los 2 cultivos separados, para determinar la
actividad total en ausencia de interacciones entre los dos tipos celulares);

E: actividades MMP2 y MMP9 para 600 fibroblastos marcados y 60.000 CML co-cultivadas en gel de
colageno.

Los resultados muestran que los fibroblastos gingivales cultivados no expresan las MMP9 (A y B)
a diferencia de las CML (C y D). En cambio, los fibroblastos inhiben la actividad de la MMP9 secretada por
las CML co-cultivadas (E). Se observan los mismos resultados los D3 y D21. Con respecto a la MMP2, se
observa una disminucion de la actividad en los co-cultivos (E) con respecto a lo que se podria esperar
tedricamente (D). Esta reduccion sin embargo es menos significativa que la de la MMP9.

Evaluacién de la transcripcion de MMP9 por RT PCR

Los ARN totales (1 6 2 pg) se extraen de los cultivos o de los co-cultivos de FG y de CML el D14
mediante el kit MMP-CytoXpress Multiplex PCR (BioSource International). Los ARNm obtenidos se
retrotranscriben mediante una transcriptasa inversa, luego se realiza una PCR con cebadores especificos
de MMP9 como sigue: una etapa de desnaturalizaciéon a 95°C durante 1 min., 5 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C durante 1 min. y de hibridacion a 60°C durante 4 min., 35-40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 1 min. y de hibridacion a 68°C durante 2,5 min., y una etapa final a 70°C durante 10 min., seguida
de enfriamiento a 20°C. El GAPDH, que esta transcrito de forma constitutiva, se utiliza a modo de control.
Los productos de PCR obtenidos se someten a electroforesis sobre un gel de agarosa al 2%. Se examina
el gel bajo UV y se fotografia. Se presentan los resultados en la Figura 3.

M: marcador de peso molecular de ADN;

A: cultivo de FG no marcados (1 ug de ARN);
: cultivo de FG marcados (1 ug de ARN);

: cultivo de CML (1ug de ARN);

: co-cultivo de CML y FG (1 ug de ARN);

m O O W

: co-cultivo de CML y FG (2 ug de ARN).

Los resultados no muestran modificacion transcripcional alguna de la MMP9 en los cultivos de
CML (C) y los co-cultivos de CML y FG (D y E), mientras se evidencié anteriormente por zimografia una
reduccion de la actividad de esta enzima en dichos co-cultivos. Por consiguiente, la acciéon de los
fibroblastos gingivales se sitda al nivel traduccional o post-traduccional.

Efectos de las interacciones FG/CML sobre la produccién de TIMP-1

El inhibidor de la MMP9 (TIMP-1) es expresado por los fibroblastos gingivales e inhibe la forma
activa de MMP9 formando un complejo MMP9/TIMP-1 inactivo.

Las interacciones celulares se estudian a través de la expresion de TIMP-1 los D3, D7, D14, D21
(dias de cultivo).

Evaluacién de la produccion de TIMP-1 por dot-blot

Partes alicuotas (1 ml) de sobrenadante de co-cultivo de FG y CML en gel de colageno se llevan
hasta un volumen final de 100 pl en medio DMEM, se centrifugan a 10.000 g para eliminar los residuos
celulares, se adicionan 10 pl de una solucion Tris-HCI 1M, NaCl 150 mM, pH 7,5. A modo de control,
sobrenadantes de FG solos o de CML solos se preparan en las mismas condiciones. Las muestras (5 ul) se
depositan en tres ejemplares sobre una membrana de nitrocelulosa (Biorad, ref. 1 620 115). Se incuban las
membranas con una solucion de bloqueo al 1% (Boehringer, ref. 1 096 176) durante 1 hora, a temperatura
ambiente, luego se enjuagan 4 x 15 min. en TBS-Tween (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,1%, pH
7,5). Luego, se incuban las membranas con un anticuerpo primario policlonal de cabra anti-humano anti-
TIMP-1 (1/500, R&D Systems, ref. AF970) durante toda la noche a temperatura ambiente. El anticuerpo
primario es especifico de las formas libres de TIMP-1. Después de lavados con TBS-Tween (4 x 15 min.),
se incuban los blots con un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (1/1000), durante 1 hora, se
depositan en una solucion de revelado que contiene perdéxido de hidrogeno y diacilhidrazida (Luminol,
Boehringer, ref. 1 500 694) durante 1 min., luego se pone en contacto con una pelicula fotografica Kodak
BIO-MAX MR durante un periodo que oscila entre varios segundos y 10 minutos. Se revela y fija entonces
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la pelicula. Se examinan las multiples exposiciones para confirmar la linealidad de los resultados. Se
presentan los resultados en la Figura 4A.

Leyenda de la Figura 4A:

FG = cultivo de 10° FG no marcados;

FG* = cultivo de 10° FG marcados;

CML = cultivo de 10> CML;

CML/FG* = co-cultivo de 10° FG marcados y de 10° CML.

La imagen de la pelicula se transmite a un ordenador que utiliza una camara video. El programa
(Imagenia 3000, estacion BIOCOM 200) evalla por una parte la densidad de las manchas reveladas en las
membranas y por otra su superficie de manera semiautoméatica por definicion del contorno. Se presentan
los resultados en la Figura 4B.

Leyenda de la Figura 4B:

Abscisa:

FG = cultivo de 10° FG no marcados

FG* = cultivo de 10° FG marcados;

CML = cultivo de 10> CML;

CML/FG* = co-cultivo de 10° FG marcados y de 10° CML.
Ordenada CML = secrecién de TIMP-1 (pg/ml/lO5 células)
*** = prueba de la T de Student Fischer, p<0,001

Los resultados muestran un fuerte aumento de la secreciéon de TIMP-1 en los co-cultivos de FG y
CML en comparacion con su secrecion en los cultivos de FG solos o de CML solos. Se observan los
mismos resultados los D3, D7, D14 y D21.

Evaluacién de la transcripciéon de TIMP-1 por RT PCR

La extraccion de los ARNm de TIMP-1 y la RT PCR se realizan tal como se ha descrito
anteriormente para MMP9 con cebadores especificos de TIMP-1. Se presentan los resultados en la Figura
5.

M: marcador de peso molecular de ADN;

A: cultivo de FG no marcado (1 ug de ARN);
B: cultivo de FG marcado (1 ug de ARN);

C: cultivo de CML (1ug de ARN);

D: co-cultivo de CML y FG (1 ug de ARN);
E: co-cultivo de CML y FG (2 ug de ARN).

Los resultados muestran un incremento de la transcripcién de TIMP-1 en los co-cultivos de CML y
FG (Figura 5, D y E) que esta en correlaciéon con el aumento de la secrecion de TIMP-1 (Figura 4).

Evaluacién de la produccion de complejos MMP9/TIMP-1 mediante el ensayo ELISA

Se estudian las interacciones celulares a través de la produccion de los complejos MMP9/TIMP-1
los D3, D7, D14, D21 (dias de cultivo) mediante el ensayo ELISA con un kit DuoSet® ELISA Development
(R&D Systems, ref. DY 1449) siguiendo las instrucciones del fabricante (anticuerpo especifico de los
complejos MMP9/TIMP-1). Se presentan los resultados en la Figura 6.

Abscisa:
FG = cultivo de 10° FG no marcados

FG* = cultivo de 10° FG marcados;
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CML = cultivo de 10% CML;

CML/FG* = co-cultivo de 10° FG marcados y de 10° CML.
Ordenada CML = secrecién de MMP9/TIMP-1 (pg/ml/lo5 células)
** = prueba T de Student Fischer, p<0,01

*** = prueba T de Student Fischer, p<0,001

Los resultados muestran que la cantidad de complejos MMP9/TIMP-1 dosificada por ELISA se
incrementa (x4) en los co-cultivos de CML y FG (CML/FG*). Se obtienen los mismos resultados los D3, D7,
D14y D21.

Del conjunto de estos resultados se deduce que la disminucién de la actividad de MMP9 por las
CML co-cultivadas con los FG no resulta de una reduccidn de su sintesis, sino de un aumento de la sintesis
de su inhibidor TIMP-1y, por tanto, de los complejos MMP9/TIMP-1 inactivos.

Efectos de los co-cultivos FB/CML sobre la secrecién de TGFB

Se estudian las interacciones celulares a través de la expresion de la citoquina TGF@ los D3, D7,
D14, D21/D28 (dias de cultivo).

Evaluacién de la produccion de TGFB mediante el ensayo ELISA

Se evalla la producciéon de TGFB mediante ensayo ELISA con un kit DuoSet® ELISA
Development (R&D Systems, ref. DY240) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se presentan los
resultados de la prueba ELISA los D3, D7, D14, D21 en la Figura 7.

Leyenda de la Figura 7:

Abscisa:

FG = cultivo de 10° FG no marcados

FG* = cultivo de 10° FG marcados;

CML = cultivo de 10> CML;

CML/FG* = co-cultivo de 10° FG marcados y de 10° CML.
Ordenada = secrecion de TGFB (pg/ml/10° células)

** = prueba T de Student Fischer, p<0,01

*** = prueba T de Student Fischer, p<0,001

Evaluacién de la produccion de TGF( por dot-blot

Se evaluo la produccion de TGFB por dot-blot mediante un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
TGFB1 (R&D Systems, ref. MAB 240) y utilizando el protocolo descrito mas arriba en el caso de TIMP-1. Se
representan en la Figura 8 los resultados por dot-blot los D3, D7, D14, D28.

Leyenda de la Figura 8:

FG = cultivo de 10° FG no marcados;

FG* = cultivo de 10° FG marcados;

CML = cultivo de 10°° CML;

CML/FG* = co-cultivo de 10° FG marcados y de 10° CML.

Los resultados muestran la potencializacion de la secrecion de TFG@ por las células FG y CML co-
cultivadas.

Ejemplo 2: Comparacion de los efectos de los fibroblastos gingivales con los efectos de los
fibroblastos dérmicos o adventiciales sobre las actividades MMP2 o MMP9 de las CML
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Se realizan co-cultivos de fibroblastos dérmicos (FD) o adventiciales (FA) y de células musculares
lisas (CML) en gel de colageno con el mismo protocolo que descrito en el Ejemplo 1 anterior para los
fibroblastos gingivales.

Se obtienen células a partir de muestras cutaneas para los fibroblastos dérmicos, muestras de la
adventicia para los fibroblastos adventiciales y muestras de la media arterial para las células musculares
lisas.

A modo de control se realizan separadamente, en las mismas condiciones, cultivos de fibroblastos
dérmicos o adventiciales asi como cultivos de células musculares lisas.

Se estudian las interacciones celulares los D7 y D14 mediante determinacion por zimografia de las
actividades MMP2 y MMP9 secretadas en el medio de cultivo, tal como se describe en el Ejemplo 1
anterior. En paralelo, se someten 20 pyl de MMP9 recombinante (R&D Systems, ref. 911-MP) a la misma
electroforesis para controlar el tipo de MMP analizado. Se presentan los resultados en la Figura 9.

: 20 pl de control (100 pl) de MMP9 recombinante;

: actividad de MMP2 para 600 FG cultivados en gel de colageno;

: actividad de MMP2 para 600 FD cultivados en gel de colageno;

: actividad de MMP2 para 600 FA cultivados en gel de colageno;

: actividades de MMP2 y MMP9 para 600 CML cultivadas en gel de colageno;

: actividades de MMP2 y MMP9 para 600 CML y 600 FG co-cultivados en gel de colageno;

: actividades de MMP2 y MMP9 para 600 CML y 600 FD co-cultivados en gel de colageno;

I @ m m O O W >»

: actividades de MMP2 y MMP9 para 600 CML y 600 FA co-cultivados en gel de colageno.

Los resultados muestran que, al igual que los fibroblastos gingivales (B) y a diferencia de las CML
(E), los fibroblastos dérmicos y adventiciales cultivados no expresan la MMP9 (C y D). En cambio, los
fibroblastos dérmicos y adventiciales no afectan a la actividad de la MMP9 secretada por las CML co-
cultivadas (G y H), a diferencia de los fibroblastos gingivales que inhiben esta actividad (F). Se observan los
mismos resultados los D7 y D14. Con relacién a la MMP2, no se observa ninguna modificacion significativa
de la actividad de las formas libres de esta enzima. No parece que los fibroblastos gingivales, al igual que
los fibroblastos dérmicos o adventiciales, modifiquen la secrecion de la MMP2 co-cultivada con las CML.

Ejemplo 3: Cultivos organotipicos de arterias lesionadas

El cultivo tridimensional de arterias lesionadas en gel de colageno ha sido puesto a punto por los
inventores con el fin de proporcionar un modelo que permita el analisis de la remodelacién arterial con el
tiempo.

Obtencién de los cultivos

Se inducen lesiones de tipo ateroesclerético en 5 conejos blancos de Nueva-Zelanda mediante la
combinaciéon de una desecacion del aire y una dieta con fuerte contenido en colesterol, tal como se
describe en LAFONT vy col. (Circ. Res. 76(6): 996-1002, 1995; Circulation 100 (10): 1109-1115, 1999).
Después de 4 semanas, se confirma la presencia de lesiones ateroescleroticas por arteriografia dentro de
las dos arterias femorales. Luego, se producen lesiones yatrogenas en las arterias femorales izquierdas
con un catéter de balén para angioplastia (3 insuflaciones a 6 atm durante 60 s).

24 horas después de la angioplastia, se sacrifican los conejos mediante inyeccion intracardiaca de
fenobarbital. Se recogen las arterias tras la diseccion y se almacenan en DMEM que contiene STF al 20% a
4°C durante 3-10 horas, antes del inicio de su cultivo. De esta forma, se recogen 5 arterias
ateroescleréticas progresivas (AAP) y 5 arterias ateroescleréticas 24 horas después de la angioplastia
(AAA).

Se enjuagan las arterias con una solucion de Hanks, se disecan de modo tal que se preserve la
adventicia y se eliminen los tejidos circundantes. Finalmente, se descompone cada arteria en 4 segmentos
de 5-7 mm.

Se coloca cada segmento en un Erlenmeyer de 10 ml que contiene 6 ml de medio de cultivo
(DMEM / STF al 20%, antibioticos y antifingicos habituales), 3,4 ml de colageno de rata de tipo | (Jacques
Boy Institut, REIMS, Francia) y 600 yl NaOH 0,1N filtrado y homogeneizado con la solucion. Finalmente, se
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transfiere la totalidad a una caja de cultivo en una incubadora a 37°C / 5% de CO,. Cada semana, se afiade
1 ml de medio de cultivo al sobrenadante para compensar la evaporacion.

Los D3, D7, D14 o D28 (dias de cultivo) se recuperan las arterias y sus redes de colageno, se
enjuagan con PBS 1X vy se fijan en una soluciéon de PBS / paraformaldehido al 4% durante 48 horas. Luego,
se deshidratan en alcohol 70°, 95° y 100° y por ultimo en tolueno antes de su inclusion en parafina. Se
preparan los blogues de parafina con objeto del corte.

Los sobrenadantes de cultivo de las 5 series de arterias se almacenan a -80°C.
Evaluacion morfométrica de los cultivos

Se realizan con microtomo cortes de 7 uym de espesor, se tifien utilizando tres protocolos
especificos diferentes:

Protocolo hemalum / eosina: tras la rehidratacién, se recubren los cortes con hemalum durante 5 minutos
antes de la diferenciaciéon con agua de grifo, luego con eosina durante 1 minuto. Finalmente, se enjuagan
las preparaciones microscoépicas con agua destilada antes de la deshidratacién y ensamblaje final.

Protocolo rojo sirio: tras la rehidratacion, se recubren los cortes con rojo sirio durante 30 minutos.
Finalmente, se enjuagan las preparaciones microscopicas con agua destilada antes de la deshidratacion y
ensamblaje final.

Protocolo catequina(+)-fucsina: tras la rehidratacién parcial (interrumpida con alcohol 95°), se sumergen los
cortes en una solucién colorante, protegidos contra la luz, durante 2 horas 1/2. Se realiza un enjuague
rapido con alcohol 95° (con 2 gotas de acido clorhidrico) antes de la deshidratacion y ensamblaje final.

Numeracién celular

Los cortes teflidos con hemalum-eosina se observan bajo microscopio acoplado a un ordenador
(BIOCOM 200 station). El recuento semiautoméatico de las células se hace posible punteando los nucleos.
Los resultados se dan en nimero de células por unidad de superficie.

Dentro de las proliferaciones de la intima (AAP) y de la neointima (AAA), el nimero de células por
unidad de superficie disminuye significativamente con el tiempo. Esta reduccion es muy significativa entre
el D3y el D7 (p<0,001), significativa entre el D7 y el D14 (p<0,01) y més bien significativa entre el D14 y el
D28 (p<0,05).

Dentro de la media, el nimero de células musculares lisas es relativamente estable, tanto en el
caso de las AAP como de las AAA.

Dentro de la red de colageno, el nimero de células por unidad de superficie aumenta. Este
aumento es muy significativo entre el D3 y el D7 (p<0,001), significativo entre el D7 y el D14 (p<0,01). Este
incremento ya no es significativo entre el D14 y el D28: parece que interviene un efecto umbral el D28.

Morfologia arterial

Con el mismo proceso de digitalizacion de la imagen, se realizan mediciones del espesor de la
media asi como mediciones del espesor de las proliferaciones de la intima (AAP) y de la neointima (AAA).
Las mediciones se toman 10-12 veces, en 6 zonas diferentes dentro de cada arteria cultivada.

Estas mediciones no muestran modificaciones significativas con el tiempo.
Cuantificacién de los componentes de la matriz extracelular

Componentes de la red de colageno

Tras la digitalizaciéon de la imagen, el programa puede evaluar la superficie relativa del
componente de colageno (en cortes tefiidos con rojo sirio, observados con luz polarizada para evidenciar
los colagenos fibrilares).

Los componentes de la red de colageno se evallan en las proliferaciones de la intima (AAP) y de
la neointima (AAA). En ambos casos, se observa con el tiempo un incremento de la densidad de la red de
colageno. Ademas, realizdndose las mediciones en cortes observados con luz polarizada, el aumento
observado se refiere al compuesto fibrilar de la red de colageno.

Componentes de la red elastica

Tras la digitalizacion de la imagen, el programa puede evaluar la superficie relativa de las redes
elasticas (en cortes tefiidos con catequina(+)-fucsina).
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Con el tiempo, la superficie relativa de los componentes de la red elastica en la media presenta
una reduccion. En el caso de las AAP, la reduccion es significativa entre el D3 y el D14 (p<0,01) y muy
significativa entre el D14 y el D28. En el caso de las AAA, esta reduccién sélo es significativa entre el D14 y
el D28 (p<0,06). Sin embargo, las AAP tienen inicialmente (el D3) un componente elastico mas significativo
que las AAA. Pero el D28, los componentes de la red elastica son practicamente equivalentes entre estas
dos series de arterias.

Por ultimo, en las proliferaciones de la intima y de la neointima se observa con el tiempo un
aumento de los componentes de la red elastica. Este incremento es muy significativo entre el D7 y el D28
para las AAP y entre el D14 y el D28 para las AAA (p<0,001).

Fragmentacion de las fibras elasticas

Los cortes tefiidos con hemalum-eosina se observan por microscopia electronica bajo UV. Tras la
fotografia de los cortes y el estudio informatico de las fotos, se mide la longitud de las fibras elasticas entre
dos puntos de fragmentacion. Esta longitud refleja el estado de fragmentacion: cuanto mas corta es la
longitud de las fibras, mas significativa es la fragmentacion.

Dentro de las AAP, las laminas elasticas estan bien organizadas, paralelas entre si y concéntricas
el D3. La fragmentacién de las fibras es entonces muy moderada. Sin embargo, la longitud de las fibras
elasticas disminuye con el tiempo. Esta reduccién es muy significativa entre el D3y el D7 y el D14 y el D28
(p<0,001). Ello refleja la fragmentacion progresiva de las fibras elasticas, que aparecen desorganizadas y
fragmentadas el D28.

Dentro de las AAA, las laminas elasticas estan desorganizadas y fragmentadas desde los primeros
dias de cultivo. El D3 esta fragmentacion es similar a lo que se observa para las AAP el D28. Sin embargo,
este fenomeno de fragmentacion sigue desarrollandose con el tiempo y de forma tan significativa como en
los casos de las AAP. En este modelo, el resultado de la microscopia UV muestra que la longitud de las
fibras elasticas en las arterias lesionadas disminuye de 466 um el D3 a 87 um el D28.

El conjunto de andlisis morfométricos muestra que la coherencia tisular arterial en cultivo se
mantiene hasta el final del periodo de experimentacion. Ademas, los fendmenos dinamicos de
remodelacion celular y matricial observados in vitro corresponden a los datos establecidos in vivo, tanto en
las situaciones inflamatorias violentas (AAA) como lentas (AAP). Por tanto, en principio los cultivos
organotipicos de arterias lesionadas en gel de colageno constituyen un modelo de aneurisma ex-vivo
valido.

Ejemplo 4: Evaluacion de la secrecion de enzimas clave de la remodelacion arterial por los
cultivos organotipicos de arterias lesionadas

Secrecién de MMP-1, -2y -3, TIMP-1y -2

La expresion de MMP1, MMP2, MMP3, TIMP-1 y TIMP-2 secretadas en el medio de cultivo
organotipico de arterias AAA y AAP se analiza mediante dot-blot tal como se describe en el Ejemplo 1
anterior mediante anticuerpos humanos dirigidos contra estas MMP y TIMP (Valbiotech). A modo de
control, se investiga también la presencia de estas MMP y TIMP en el suero de cultivo (STF). Se presentan
en la Figura 10 los resultados.

A: expresion de MMP1

B: expresion de MMP3

C: expresion de MMP2

D: expresion de TIMP-1

E: expresion de TIMP-2

Entre el D3 y el D28, los resultados muestran:

— un incremento significativo de la expresion de MMP-1 (A) y MMP-3 (B), con una concentracion
significativamente mas importante en los cultivos AAA que en los cultivos AAP. MMP1 y MMP3
estén ausentes del suero de cultivo;

— un aumento de la expresion de MMP2 (C) durante la primera semana (D7) y una disminucion
durante la segunda semana (D14), luego un nuevo incremento que alcanza su maximo el D28. Se
observa el mismo fendmeno en los dos tipos de cultivos de arterias, aunque MMP2 sigue
expresandose mucho mas después de la angioplastia (AAA) que dentro de los cultivos de AAP.

10
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Ademas, las concentraciones en MMP2 son significativamente méas bajas en el suero que en los
sobrenadantes de cultivo;

— un incremento gradual de la expresion de TIMP-1 (D) durante las primeras dos semanas, sin
diferencia significativa entre las dos series de cultivos de arterias. En cambio, durante las
siguientes dos semanas, los cultivos AAA presentan un maximo de TIMP-1, mientras que la
expresion de la enzima se estanca dentro de los cultivos AAP. TIMP-1 esté ausente del suero de
cultivo;

— un aumento de la expresion de TIMP-2 (E) la primera semana antes del estancamiento con
coeficientes muy inferiores dentro de los cultivos AAP. Tras la angioplastia, se observa también un
pico de expresion de TIMP-2 durante la primera semana antes del estancamiento a
concentraciones muy elevadas. Ademas, TIMP-2 sigue expresandose mucho mas después de la
angioplastia que en los cultivos AAP. TIMP-2 esta ausente del suero de cultivo.

Produccién de MMP9

Se analiza la expresion de MMP2 y MMP9, secretadas en el medio de cultivo organotipico de
arterias AAA 'y AAP.

Evaluacién de la actividad de MMP9 por zimografia-gelatina

Se diluyen a 3/5 70 ul de sobrenadante de cultivo organotipico de arterias (AAP y AAA) en Tris 1M
pH 6,8 que contiene un 50% de glicerol y un 0,4% de azul de bromofenol, se someten a electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS al 10% que contiene 1 mg/ml de gelatina de piel de cerdo (Sigma, ref. G2500) en
una solucién tampén Laemmli, a 4°C, bajo 80 voltios en el gel de concentracién y después bajo 180 voltios
en el gel de separacion. Después de la migracion, se lavan los geles en Triton X-100 al 2,5% (2 veces 30
minutos a temperatura ambiente) y se incuban en una solucién salina tampén, a 37°C, durante 48 horas.
Luego se tifien los geles con azul de Coomassie al 0,25% (Biorad, ref. R250) y se decoloran; las bandas de
actividad enzimatica aparecen trasllcidas, tal como se muestra en la Figura 11.

El analisis por morfometria informatizada posibilita la cuantificacion de las actividades
gelatinoliticas reveladas por la zimografia. La imagen del gel se transmite al ordenador mediante una
camara de video. El programa (Imagenia 3000, station BIOCOM 200) transforma la intensidad de las
bandas enzimaticas en niveles de gris: cuanto mas elevada es la intensidad de banda, mas elevado es el
nivel de gris. La ausencia de lisis corresponde al nivel de gris 0, el maximo de lisis corresponde al nivel de
gris 255. La superficie de banda se mide de forma semiautomatica por definicion de contorno. La
cuantificacion, en unidad arbitraria U, se obtiene mediante el producto del area S de la banda y del nivel de
gris.

Los resultados muestran un aumento gradual y significativo de la actividad enzimatica de MMP2 y
MMP9 entre el D3 y el D28, que aparece mas significativa después de la angioplastia (AAA) que en los
cultivos AAP.

Evaluacién de la expresion de MMP9 por dot-blot

Se realiza el dot-blot tal como se ha descrito en el Ejemplo 1 anterior, por medio de un anticuerpo
humano dirigido contra la MMP9 (Valbiotech). A modo de control se investiga también la presencia de
MMP9 en el suero de cultivo (STF). Los resultados se presentan en la Figura 12.

Los resultados muestran un aumento muy significativo de la MMP9 entre el D3 y el D28 tanto en el
caso de los cultivos AAP como AAA (relacion de 1 a 4). Ademas, a partir del D14, la expresion de MMP9 en
los cultivos AAA es significativamente superior a la de los cultivos AAP. El suero de cultivo contiene una
pequefa cantidad de MMP9, pero esta cantidad sigue siendo significativamente inferior con respecto a las
concentraciones medidas en los sobrenadantes de cultivos organotipicos de arterias.

Secrecidn de citoquinas

Se cuantifican las citoquinas IL-1pB, IL-4, IL-6 y TGF en el sobrenadante de los cultivos de arterias
los D3, D7, D14 y D28 mediante el ensayo ELISA tal como se describe en el Ejemplo 1 anterior,
respectivamente por medio de los kits Quantikine® (R&D Systems, ref. DLB50), DuoSet® ELISA
Development (R&D Systems, ref. DY204, ref. DY206 y DY240). Los valores medios obtenidos se
transfieren en forma de histogramas y se analizan estadisticamente. Se presentan los resultados en la
Figura 13.

Abscisa

A: cuantificacion de IL-1[3;
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B: cuantificacion de IL-6;
C: cuantificacion de IL-4;
D: cuantificacion de TGF;
Ordenada = pg/ml de citoquinas secretadas cada 24 horas
o = cultivo de arterias AAP
m = cultivo de arterias AAA (= después de angioplastia)
* = prueba T de Student Fischer p<0,05
** = prueba T de Student Fischer p<0,02
*** = prueba T de Student Fischer p<0,01
**** = prueba T de Student Fischer p<0,001
Los resultados muestran:

— un pico de secrecion de IL-1f3 el D7, con una disminucién brutal (A). Este fendbmeno es 4 veces
mas importante después de la angioplastia que dentro de los cultivos AAP;

— un pico de secrecion de IL-6 diferido (B) en comparacién con el de IL-13, pero relaciones
AAP/AAA muy similares con las de IL-1B. Asi, se vuelve a confirmar la coordinaciéon funcional
entre IL-1B e IL-6 mediante la correlacion de su perfil de secrecion;

— a partir de valores idénticos el D3, una disminucion significativa de los coeficientes de IL-4 (C)
dentro de los cultivos AAP (coeficiente: 3) y un incremento de forma proporcionalmente idéntica de
los coeficientes de IL-4 después de la angioplastia (coeficiente x3);

— una reduccion muy significativa de la secrecion de TGFB (D) dentro de los cultivos AAP
(coeficiente: 2), pero un aumento muy importante después de la angioplastia (factor 20 entre el D3
y el D14).

Inmunodetecciones indirectas de MMP9 y MMP3

Se rehidratan cortes de 7 pm de espesor de cultivos AAA y AAP los D3 y D28 (dos bafios de
tolueno seguidos de soluciones de alcohol 100° y 95°), se tratan durante 2 minutos con pepsina al 0,2%
(Sigma) diluida en acido acético (1/10). Se enjuagan las preparaciones microscopicas en 0,1M PBS, pH
7,2, durante 10 minutos, luego en PBS-glicina al 1%, durante 30 minutos. Ambos enjuagues se realizan en
PBS 1X.

Se recubren entonces los cortes con una solucion de bloqueo (1% de BSA, PBS-Tween al 0,05% y
suero de caballo al 10%) durante 30 minutos, a 37°C.

Se elimina la solucién de bloqueo y se sustituye por un anticuerpo primario diluido en una solucion
que contiene BSA al 1% y PBS-Tween al 0,05%: 1/50 anti-MMP3 o anti-MMP9 [Oncogene (Merk Eurolab)].
Se cubren los cortes con el anticuerpo primario durante una noche a temperatura ambiente.

Se enjuagan las preparaciones microscopicas 3x10 minutos en PBS 1X. Se cubren entonces los
cortes con un anticuerpo secundario biotinilado especifico durante 90 minutos (Kit Vector Vestatain® (ABC
kit) Biovalley, Elite PK-6102). Se enjuagan las preparaciones microscépicas 3x en PBS 1X.

Se bloquean las peroxidasas enddgenas mediante la adicion de perdxido de hidrégeno sobre los
cortes durante 20 minutos a 37°C. Se enjuagan las preparaciones microscopicas 2 veces en PBS 1Xy 1
vez en PBS-NaCl al 3%. Se prepara el complejo avidina-biotina y se deposita en los cortes durante 45
minutos, a temperatura ambiente. Se enjuagan las preparaciones microscoépicas 2 veces en PBS-NaCl al
3%, después en 0,1M Tris-HCI, pH 7,6.

Se realiza el revelado final con DAB (DiAminoBenzidina) en cada corte.

Se realiza una tincion de contraste con hemalum para mejorar el contraste entre el
inmunomarcado de las peroxidasas y los cuerpos celulares.

Finalmente, se deshidratan los cortes mediante dos bafios sucesivos de alcohol (95° y 100°)
seguidos de dos bafios de tolueno. Se montan las preparaciones microscopicas por medio de DEPEX
(GURR®).
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Dentro de los cultivos, AAP, MMP3 y MMP9 aparecen de forma difusa en la media el D3 antes de
concentrarse a lo largo de la ldmina eléstica interna el D14 e invadir la intima. El D3, el marcado de la
MMP3 es mucho mas intenso que el de la MMP9; pero se desarrolla el fendmeno opuesto progresivamente
y, el D28, el marcado de la MMP9 es muy intenso en la media y especialmente en la intima, mientras que
se mantiene moderado para la MMP3.

Dentro de los cultivos AAA, la dispersion de la MMP9 aparece intensamente a lo largo de la lamina
elastica interna el D3 antes de migrar hacia el area media de la neointima, para extenderse finalmente de
forma difusa dentro de toda la media. La distribucion de la MMP3 presenta una cinética claramente mas
moderada: el D3 su presencia es todavia difusa en la media y solo el D7 la dispersion de la MMP3 se
acumula a lo largo de la lamina elastica interna antes de migrar hacia el area media de la neointima el D14
y extenderse a toda la neointima el D28. Sin embargo, el marcado de la MMP3 sigue siendo menos intenso
gue el de la MMP9.

Estos resultados de inmunohistoquimica en preparaciones microscépicas de cultivos de arterias
entre los D3 y D28 permiten confirmar una correlacion entre el aumento de la fragmentacion de las fibras
elasticas y el aumento de la secrecién de la MMP9.

Ejemplo 5: Efectos de los co-cultivos de arterias y de fibroblastos gingivales sobre la
produccion de MMP9, TIMP-1y sobre lared elastica

Obtencién de co-cultivos de arterias y de fibroblastos gingivales

Segmentos de arterias lesionadas de conejo (conejo ateroesclerdtico AAP) obtenidos tal como se
ha descrito en el Ejemplo 3 anterior se cultivan en presencia de fibroblastos gingivales en las siguientes
condiciones: 100.000 fibroblastos gingivales autélogos extraidos de un conejo 1 mes antes de su sacrificio
para los co-cultivos de arterias / FG se mezclan con gel de colageno antes de su polimerizacion, luego se
deposita el fragmento arterial de 2 mm (alrededor de 3 mg) en medio del gel. Las técnicas de cultivo se
describen en los Ejemplos 1y 3 anteriores.

Efectos de las interacciones FG / arterias sobre la expresion de MMP9 y de TIMP-1

Se estudian las interacciones celulares entre los D3 y D21 (dias de cultivo) mediante la expresion
de MMP9 y TIMP-9 secretadas en el medio de co-cultivo de arterias y FG. A modo de control, la expresiéon
de estas enzimas se analiza igualmente en cultivos de FG solos y en cultivos organotipicos de arterias en
las mismas condiciones que las que se describen respectivamente en los Ejemplos 1y 3 anteriores.

Evaluacién de la actividad de MMP2 y MMP9 por zimografia

La expresion de MMP2 y MMP9 secretadas en el sobrenadante de co-cultivos de arterias y de FG
los D14 y D21 se analiza por zimografia-gelatina. Se presentan los resultados en la Figura 14.

T: 10 pl estandar (100 pg/ml) de MMP9 recombinante (R&D Systems, ref. 911-MP) y de MMP2
recombinante (R&D Systems, ref. 902-MP);

A: cultivo celular de 100.000 FG en gel de colageno;
B: cultivo de arterias en gel de colageno;
C: co-cultivos de arterias y de 100.000 FG en gel de colageno.

Los resultados muestran que los fibroblastos gingivales cultivados no expresan la MMP9 (Ay D) a
diferencia de los cultivos organotipicos de arterias (B y E). En cambio, los fibroblastos gingivales inhiben la
secrecion de MMP9 por las arterias co-cultivadas (C y F). Se observan los mismos resultados los D14 y
D21. Con respecto a la MMP2, no se observa ninguna modificacién significativa de la actividad de las
formas libres de esta enzima. Parece que los fibroblastos gingivales no maodifican la secrecion de la MMP2
co-cultivada con las arterias.

Evaluacién de la expresion de MMP9 y TIMP-1 por dot-blot

El analisis por dot-blot del sobrenadante de co-cultivos de arterias y fibroblastos gingivales entre el
D3 y el D21 se realiza tal como se describe en el Ejemplo 1 anterior mediante anticuerpos anti-MMP9 y
anti-TIMP-1. Los resultados de la secrecion de MMP9 y TIMP-1 se presentan respectivamente en las
Figuras 15 (A = dot-blot, B = cuantificacion del dot-blot) y 16 (A = dot-blot, B = cuantificacion del dot-blot).

Abscisa

T = control (10 pg de MMP9 recombinante, R&D Systems, ref. 911-MP);
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FG = cultivo de 100.000 fibroblastos gingivales en gel de colageno;

A = cultivo organotipico de arterias en gel de colageno;

A/FG = co-cultivo de arterias y de 100.000 fibroblastos gingivales en gel de colageno.
Ordenada = secrecion de MMP9 (en pg).

Los resultados muestran que los fibroblastos gingivales inhiben la secrecion de MMP9 en los co-
cultivos de arterias y FG entre el D3 y el D21 (Figura 15). En paralelo, se observa un fuerte aumento de la
secrecion de TIMP-1 en los co-cultivos de A/FG en comparacion con el que se detecta en los cultivos
separados FG y A (Figura 16). Se obtienen los mismos resultados los D3, D7, D14 y D21.

Evaluacién de la transcripcion de MMP9 y TIMP-1 por RT PCR

La extraccién de los ARNm de MMP9 y TIMP-1 a partir de co-cultivos de arterias y fibroblastos
gingivales el D14, asi como el andlisis por RT PCR, se realizan tal como se describe en el Ejemplo 1
anterior con cebadores especificos de MMP9 y TIMP-1. Los resultados del analisis transcripcional de
MMP9 y TIMP-1 se presentan en las Figuras 17 y 18, respectivamente.

S: estandar de peso molecular de ADN (kit Multiplex PCR®©, BioSource International);
G: gel de colageno solo;

FG: cultivo celular de FG (1 pg de ARN);

A: cultivo organotipico de arterias (1 ug de ARN);

A/FG: co-cultivo de arterias y de FG (1 ug de ARN).

Los resultados no muestran ninguna modificacion transcripcional de MMP9 en los cultivos de
arterias y los co-cultivos de arterias y FG (Figura 17). En cambio, se observa un aumento de la
transcripcion de TIMP-1 en los co-cultivos de arterias y FG en comparacion con el que se observa en los
cultivos de FG o de arterias (Figura 18), que esta en correlacion con el aumento de la secrecion de TIMP-1
(Figura 16).

Cuantificacién de los complejos MMP9/TIMP-1

La cuantificacion de la expresién de complejos MMP9/TIMP-1 en los co-cultivos de arterias y
fibroblastos gingivales el D14 se lleva a cabo mediante el ensayo ELISA tal como se describe en el Ejemplo
1 anterior. Se presentan los resultados en la Figura 19.

Abscisa

T = control (gel de colageno solo)

FG = cultivo de 100.000 fibroblastos gingivales en gel de colageno
A = cultivo organotipico de arterias en gel de colageno

A/FG = co-cultivo de arterias y fibroblastos gingivales

Ordenada = secrecién de complejos MMP9/TIMP-1 (pg/ml).

Los resultados muestran que la cantidad de complejos MMP9/TIMP-1 aumenta en los co-cultivos
de arterias y FG (x 1,8).

El conjunto de resultados bioquimicos demuestra que los fibroblastos gingivales co-cultivados con
arterias inhiben la actividad de MMP9 secretada por las CML arteriales, no disminuyendo la sintesis de la
enzima sino induciendo un aumento de la sintesis de TIMP-1 y la formacién de complejos MMP9/TIMP-1
inactivos, cualquiera que sea la duracién del cultivo (de D3 a D21). Estos resultados ex-vivo confirman por
tanto los que se observan in vitro (Ejemplo 1 anterior).

Andlisis de la red elastica

Se observan bajo microscopio (x40) después de la tincidn con orceina cortes de 7 ym procedentes
de arterias lesionadas co-cultivadas con fibroblastos gingivales durante 3, 7 y 14 dias. A modo de control,
se analizan en las mismas condiciones cortes de arterias cultivadas solas tal como se describe en el
Ejemplo 3 anterior. Se presentan los resultados en la Figura 20.
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D3

A: arteria cultivada sola

B: arteria co-cultivada con fibroblastos gingivales
D7

C: arteria cultivada sola

D: arteria co-cultivada con fibroblastos gingivales
D21

E: arteria cultivada sola

F: arteria co-cultivada con fibroblastos gingivales

En las arterias cultivadas solas se observa un acortamiento y una desaparicién progresiva de las
fibras elasticas con el tiempo (A, C y E) mientras que, en las arterias co-cultivadas con FG, la red elastica
sigue densa (B, D y F). Los resultados muestran por tanto una proteccién de la red elastica con el tiempo
cuando las arterias se cultivan en presencia de fibroblastos gingivales.

De este estudio resulta que la conservacion de la integridad de la red elastica de la media esta en
correlacion con una disminucién de la actividad de MMP9 consecutiva a un incremento de TIMP-1. El
fibroblasto gingival aparece por tanto como una célula que puede modificar la remodelacién vascular,
reproduciendo en la arteria su potencial reparador expresado naturalmente en la encia.

Ejemplo 6: Transplante de fibroblastos gingivales humanos in vivo en arterias de conejo

El objetivo de este estudio es determinar la factibilidad de la inyeccion y la validacién del marcado
de los fibroblastos por nanoparticulas verificadas por la tincién de Perl. Las células humanas inyectadas en
conejos permiten visualizar por inmunodeteccion HLA si las células coloradas con Perl son realmente los
fibroblastos inyectados. En efecto, las nanoparticulas podrian escaparse de FG muertos y marcar unas
CML de la media.

El transplante de fibroblastos gingivales humanos se realiza in vivo en arterias de conejo en dos
modelos diferentes: un modelo de arterias normales y un modelo de aneurisma (modelo elastasa).

Los fibroblastos gingivales humanos son marcados en cultivo monocapa con las nanoparticulas
ferromagnéticas tal como se describe en el Ejemplo 1 anterior y después se tripsinizan.

El procedimiento de transplante es idéntico al que se describe en el Ejemplo 6 anterior. Se
presentan los resultados en la Figura 21.

A: modelo de arterias normales (x10 y x40)
B: modelo de aneurisma (x5)

Los resultados muestran que existe una superposicion del marcado HLA anti-humano vy la tincién
de Perl (Figura 21A), lo que confirma la validez de esta técnica de inyeccion. Las células tienen una
morfologia normal y se puede observar un sitio de penetracion del INFILTRATOR en la arteria (véase la
flecha en la Figura 21A, x40). La Figura 21B muestra una inyeccién de fibroblastos en una arteria con
aneurisma.

Ejemplo 7: Transplante de fibroblastos gingivales autélogos in vivo en arterias de conejo

Los fibroblastos gingivales son marcados en cultivo monocapa por las nanoparticulas
ferromagnéticas tal como se describe en el Ejemplo 1 anterior y después se tripsinizan.

Se inyectan en distintas cantidades (de 10°a 5 x 10° células) en las arterias iliacas de conejo por
medio de un catéter INFILTRATOR (Boston Scientific) (TEIGER y col., Eur. Heart J. 18: abstract suppl. 500,
1997). Se sacrifican los conejos 24 horas después de la inyeccion y se visualizan los sitios de inyeccién. Se
presentan los resultados en la Figura 22.

Con alto aumento (x 100), la tincion de Perl permite ver las nanoparticulas en los cortes
histolégicos de 6 pm. Los fibroblastos inyectados se localizan en la media y presentan una morfologia
normal.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de fibroblastos gingivales para la obtencion de una composicion celular destinada al
tratamiento de una patologia de remodelacion arterial.

2. Utilizacion segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha patologia es un aneurisma.

3. Utilizacion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha patologia es una estenosis o restenosis
después de una angioplastia.

4. Utilizacion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha patologia es una diseccién adrtica.
5. Utilizacién segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha patologia es una ateroesclerosis.

6. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque dichos fibroblastos
proceden de tejido gingival previamente extraido en el sujeto al que se destina el tratamiento.
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