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CONVENIO DE COLABORACION ENTRE EL AYUNTAMIENTO DE
SALAMANCA Y LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA PARA LA EJECUCION
DE UN PROYECTO DE INVESTIGACION SOBRE CELULAS
MESENQUIMALES EN EL PACIENTE TRAUMATIZADO

En la ciudad de Salamanca y en su Casa Consistorial, el dia 27 de marzo de 2019

REUNIDOS

De una parte: El Ayuntamiento de Salamanca y en su nombre y
representacion, el limo. Sr. D. CARLOS MANUEL GARCIA CARBAYO, Alcalde-
Presidente del Excmo. Ayuntamiento de Salamanca, cuyas circunstancias
personales no se consignan en razén del cargo que ejerce.

De otra parte: La Universidad de Salamanca, (en adelante USAL), con CIF
Q3718001E, y domicilio en Patio de Escuelas, 1, 37008 Salamanca y en su
nombre y representacion la Sra. Vicerrectora de Investigacion y Transferencia
de Ja citada Universidad, Diia. MARIA SUSANA PEREZ SANTOS, con D.N.l. n°
07956224-H y con poderes suficientes para la firma de este acuerdo en virtud de
la/Resolucién de 27 de diciembre de 2017, del Rectorado de la Universidad de
alamanca, por la que se publica la delegacion de competencias del Rector en
diversos 6rganos de gobierno unipersonales de esta Universidad (BOCyL nam. 3,
de 4 de enero de 2018), poderes que no le han sido derogados ni modificados,

Las dos partes se reconocen capacidad legal suficiente para la celebracién
de este acto y

EXPONEN

PRIMERO: Que la Universidad de Salamanca (USAL) tiene como uno de los
objetivos esenciales de su actividad, contribuir a la ampliacién del conocimiento,
mediante el fomento y la coordinacion de la investigacion y la formacion de
investigadores.

SEGUNDO: Que el Excmo. Ayuntamiento de Salamanca y la Universidad de
Salamanca vienen colaborando en materia de investigacién y formacién en un
marco de colaboracién ya consolidado de cooperacion reciproca. Asimismo, la
participacién del Ayuntamiento en el Plan Estratégico General de la Universidad
de Salamanca y en el Campus Europeo de Ciudades Universitarias promueve el
fortalecimiento de los lazos entre este Ayuntamiento y la Universidad de
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Salamanca en el objetivo comun de atraccién y retencién de talento y de apuesta
por la investigacion vinculada al ambito local.

TERCERO: Que con motivo del VIII Centenario de la Universidad de Salamanca,
ambas instituciones pretender continuar con el impulso a sus relaciones de
colaboracién y formacion reciproca otorgandole a esa colaboracién un caracter
institucional, por lo que ambas partes acuerdan suscribir el presente Convenio de
Colaboracion sujeto a las siguientes:

ESTIPULACIONES

PRIMERA: Objeto

El objeto de este convenio es establecer el marco de colaboracion entre las
partes para la ejecucion, por parte de la Universidad de Salamanca, de un
proyecto de investigacion sobre CELULAS MENSENQUIMALES EN EL
PACIENTE TRAUMATIZADO, cuya descripcién figura en el Anexo al presente
Convenio, vinculando su desarrollo al ambito local, con el objetivo de retener
talento investigador.

SEGUNDA: CREDITO PRESUPUESTARIO

Existe consignacién presupuestaria y crédito adecuado y suficiente para
financiar los gastos objeto del presente convenio en la aplicacion presupuestaria
31120,48900 “Salud Publica. Otras transferencias” por importe de 24.000 €,
documento contable RC numero 1009; y en la aplicacién presupuestaria
31120,22699 “Salud Publica. Otros gastos diversos” por importe de 2.880 €,
documento contable RC nimero 1054.

TERCERA: COMPROMISOS DE LAS PARTES

El Excmo. Ayuntamiento de Salamanca se compromete a abonar la cantidad
de 26.880,00 €. La distribucién de la citada cantidad se concreta en los conceptos
siguientes:

- Retribucién de personal investigador en el
oo |- 11 T Ve 21.120,00 €

- Material fungible para el proyecto (no inventariable).....................2.880,00 €
T O T AL ettt et e e e 24.000,00 €
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Por otra parte se abonara, en concepto de gasto corriente, la cantidad de
2.880,00 € tras la presentacién de la correspondiente factura correspondiente al
12% de “Costes generales de la Universidad”.

La Universidad de Salamanca se compromete durante el afio 2019 a llevar a
cabo una investigacion sobre CELULAS MENSENQUIMALES EN EL PACIENTE
TRAUMATIZADO vy a facilitar los recursos humanos y técnicos necesarios para
su desarrollo.

CUARTA. Forma de Pago:

El pago se realizara en un Unico plazo por el 100% del importe a la firma
del presente Convenio, y siempre teniendo en cuenta el plan de disposicién de
fondos de la Tesoreria Municipal.

El pago correspondiente a “Costes Generales de la Universidad”, por
importe de 2.880,00 euros se realizara previa presentaciéon de la correspondiente
factura por parte de la Universidad de Salamanca.

Se dispensa a la Universidad de Salamanca de prestar garantias por los
anticipos fijados, por su caracter de entidad no lucrativa que desarrolla programas
de accién social.

/
NTA. Justificacion.

La justificacién de la subvencién por importe de 24.000,00 €, se realizara
hasta 1 de febrero del ejercicio siguiente al de la aprobacién de la misma,
mediante la presentacion de la siguiente documentacién, debiendo ejecutarse los
gastos, en todo caso, en la anualidad presupuestaria correspondiente a la
ejecucion del proyecto de investigacién:

La Universidad de Salamanca debera justificar al Ayuntamiento de
Salamanca la aplicacién de la cantidad total concedida mediante certificacion
acreditativa de haber contraido e ingresado en contabilidad el importe de la
subvencion y el certificado de obligaciones reconocidas por el importe de la
cantidad aplicada a los presupuestos del afio 2019, se aceptaran los justificantes
fechados hasta el 31-12-2019. Dicha certificacién se expedira por el responsable
del control interno de la actividad econémica-financiera de la Entidad.

En la relacion de obligaciones reconocidas debera figurar la fecha y
numero de cada uno de los justificantes, asi como el C.I.F. o N.I.LF. de los
acreedores, concepto e importe; si se trata de pago a personal contratado si el
importe es bruto o neto, cuota de la Seguridad Social relativa a la empresa, y
fecha de emision.

Asi mismo, se presentara memoria detallada de las actividades realizadas
y un ejemplar de toda la documentacién impresa generada por la actividad.

La entidad debera reintegrar la parte de la ayuda econdmica no invertida
con caracter previo a la entrega de la justificacion de la misma. El reintegro
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debera hacerse en la cuenta nimero (IBAN) ES06 2103 1000 4000 3000 0499 de
UNICAJA BANCO, y con el documento acreditativo del ingreso debera formalizar
la carta de pago correspondiente en la Tesoreria Municipal que, posteriormente
adjuntara al resto de documentacion justificativa.

SEXTA. COMISION DE SEGUIMIENTO

Para la adecuada evaluacién y seguimiento de este Convenio se crea una
Comisién que estara formada por dos miembros designados por la Universidad de
Salamanca y dos miembros por parte del Ayuntamiento de Salamanca.

La Comisién se reunira de forma ordinaria dos veces durante la vigencia
anual del Convenio, y de forma extraordinaria siempre que lo soliciten la mitad de
sus miembros.

La Comision, aparte de otras funciones que se le puedan asignar, tendra
encomendadas las siguientes:

a) Renovacion y revision del Convenio
b) Establecer los indicadores y mecanismos de evaluacion del programa.
c) Toma de decisiones acerca de las investigaciones a financiar

d) Resolver cuantas discrepancias se produzcan en la ejecucion e
interpretacion del contenido del Convenio.

Por parte de la Universidad de Salamanca sera miembro nato de esta
comision el/la Vicerrector/a de Investigacion y Transferencia.

SEPTIMA. Relaciones laborales.

La Universidad de Salamanca mantendra la titularidad de las relaciones
laborales del personal necesario para el desarrollo de las actividades objeto del
presente convenio, quedando el Ayuntamiento de Salamanca exento de cualquier
relacion laboral con dichas personas.

OCTAVA.- Memoria de Actividades.

La Universidad de Salamanca estara obligada a presentar al Ayuntamiento
de Salamanca, con la justificacién de la subvencién, una memoria anual donde se
recojan pormenorizadamente las diferentes actividades realizadas en el desarrollo
del mismo (actividades realizadas y resultados obtenidos).

Asi mismo se compromete a remitir cuanta informacién le sea requerida por
el Ayuntamiento de Salamanca sobre los programas y actividades a las que se
refiere este Convenio de Colaboracion.
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NOVENA. Vigencia.

El presente Convenio de Colaboracién tendra vigencia desde el 1 de enero
hasta el 31 de diciembre del afio 2019 pudiendo renovarse por otro afio mas,
siempre y cuando no medie denuncia expresa de alguna de las entidades
firmantes formulada con una antelaciéon de al menos un mes antes de la
finalizacion del presente ejercicio, y supeditado en todo caso a la existencia de
crédito suficiente y adecuado que para cada ejercicio se consigne en los
respectivos presupuestos.

DECIMA. Compatibilidad

La aportacién concedida en virtud del presente Convenio sera compatible
con otras ayudas, subvenciones o convenios para la misma finalidad otorgadas
por cualesquiera Administraciones Publicas o Entidades Publicas o Privadas, pero
en ningln caso serd de cuantia tal que, aisladamente o en concurrencia con
éstas, superen el coste total de las actividades.

UNDECIMA.- PUBLICIDAD E IMAGEN CORPORATIVA.

/ Cada una de las partes firmantes se obliga a incluir el nombre, las marcas y
los logos de ambas Instituciones, tanto en la difusion del presente convenio como
en la difusiébn y ejecucion de las concretas actuaciones derivadas de su
desarrollo, ya se realicen dichas actuaciones directamente por las Instituciones
firmantes o por terceros colaboradores. Especificamente la USAL se obliga a
mencionar al Ayuntamiento de Salamanca como entidad financiadora de las
investigaciones cuyos resultados se publiquen en revistas o congresos cientificos.

Cada parte firmante tendra derecho a designar a los representantes que
considere mas idoneos para participar en las ruedas de prensa u otros actos que
se realicen con ocasién de la divulgaciéon y promocién de las actividades incluidas
en el presente Convenio.

DUODECIMA. REGULACION JURIDICA

En lo no previsto en este Convenio, el mismo se regira e interpretara en
todos sus aspectos por el Derecho Administrativo espariol, y en particular por:

— Ley Reguladora de las Bases de Régimen local, Texto Refundido de
las disposiciones legales vigentes en materia de régimen local y sus
reglamentos.

— Texto refundido de la ley reguladora de las Haciendas Locales

— Ley 38/2003, de 17 de noviembre, General de Subvenciones y su
Reglamento aprobado por Real Decreto 887/2006.
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DECIMOTERCERA. Extincién.

Sera causa de extincién del presente Convenio cualquier incumplimiento de
las obligaciones asumidas por cada una de las partes firmantes.

Y, en prueba de conformidad firman el presente convenio en el lugar y fecha
antes sefialados,

Fdo.- Caflos Manuel Garcia Carbayo Fdo.- M2 Susana Pérez Santos
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ANEXO: Descripcién del Proyecto de Investigacion

TITULO DEL PROYECTO:

CELULAS MESENQUIMALES EN EL PACIENTE TRAUMATIZADO. ESTUDIO
COMPARATIVO.

INVESTIGADOR PRINCIPAL:
JUAN FRANCISCO BLANCO BLANCO

RESUMEN DEL PROYECTO

Introduccién

{

as “células madre mesenquimales” (MSC), han demostrado una importante
actividad inmunomoduladora. Por otro lado, sabemos que la evolucién de los
pacientes que sufren un trauma severo se puede ver condicionada por la
aparicion del “Sindrome de respuesta inflamatoria inadecuada’ que puede
conllevar el desarrollo de diversas complicaciones como la sepsis o el fallo
multiorganico. El presente proyecto trata de explorar la posible implicacién de las
poblaciones celulares de MSC en el desarrollo de ese sindrome.

ipotesis
Si las MSC de los pacientes ingresados por un trauma severo presentan
caracteristicas diferentes a las MSC de los pacientes ingresados para cirugia
programada.
Objetivos
Analizar las MSC de los dos grupos y compararlas.
Material y Métodos
Para ello se pretende analizar las MSC de 10 pacientes, mayores de edad,
hombres y mujeres, que ingresen por un traumatismo grave (ISS>16) y otros 10

que ingresan de forma programada. Se analizard la evolucién clinica vy
marcadores inflamatorios (IL1, PCR)

Se extraera un aspirado de la médula 6sea del iliaco de entre 5cc a 7cc que se
remitira al laboratorio de Terapia Celular para su analisis de proliferacién y ciclo
celular, caracterizacion fenotipica, capacidad de diferenciacion.
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El analisis de los datos obtenidos puede suponer una herramienta para la
valoracion y el pronéstico de los pacientes.
ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Los pacientes que sufren un trauma grave pueden desarrollar lo que conocemos
como Sindrome de respuesta Inflamatoria Sistémica Inadecuada y el denominado
Sindrome de respuesta antinflamatoria compensadora que sitia a los pacientes
en un estado de inmunodefensién que con frecuencia termina en un cuadro
séptico que en estos pacientes puede ser muy grave y comprometer su vida.

| Las células estromales mesenquimales, que abreviaremos como MSC por su
acrénimo en inglés (de “mesenchymal stromal cells”) son células madre que se
describieron inicialmente en la médula ésea2, donde se encuentran en una
proporcién muy baja dentro de las células mononucleadas (entre 0.1 y 0.01%)3.
Posteriormente, se han identificado MSC practicamente en todos los tejidos de
origen mesenquimal. De hecho, se estan empleando en ensayos clinicos (ademas
de las procedentes de médula 6sea) las obtenidas de tejido adiposo, gelatina de
Wharton del cordon umbilical, placenta, liquido sinovial o pulpa dentaria, entre
otros4.

Los criterios definitorios minimos de las MSC fueron establecidos por la Sociedad
ternacional de Terapia Celular (ISCT) en 2006 5 y se basan en las capacidad de
estas células de adherirse al plastico (lo que facilita su expansién en cultivo), en la
expresion de determinadas moléculas de superficie (CD73, CD90, CD105) junto a
la negatividad para moléculas de clase 2 del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA-DR) y de antigenos hematopoyéticos (CD45, CD34,
CD19 y CD14), y la demostracion de su capacidad de diferenciacion multilineal in
vitro hacia células de estirpe osteocitica, adipocitica o condrocitica tras cultivo con
medios especificos de diferenciacion.

Como se ha mencionado, el interés terapéutico de las MSC excede el campo de
la regeneracion osteoarticular por las propiedades adicionales que estas células
han mostrado no solo in vitro sino también en modelos pre-clinicos y en ensayos
clinicos. Estas propiedades se resumen en la capacidad de secrecion de citocinas
y proteinas tréficas, factores anti-inflamatorios y antiapoptéticos (p. ej. SDF-1,
HGF, VEGF, IGF-1, TSG-6, IL1RA, etc.) y de forma muy relevante factores con
una notable capacidad inmunomoduladora (p. €j. IDO, TGF-betat, LIF, CCL2,
etc.)8-8. En este sentido, las MSC son capaces de inhibir a la mayor parte de las
células clave en la respuesta inmune/inflamatoria. Asi, las MSC inhiben la
activacion y la proliferacion de las células T, suprimen la diferenciacion de las
células Th17, inhiben la proliferacion de linfocitos B, la activacion de células NK, la
activacion de los macrofagos y la maduracion de células dendriticas. Las MSC
reducen la infiltracion neutrofilica en los tejidos. Ademas, favorecen la expansion
de células T reguladoras, que aumentan esta accién inmunomoduladora9.
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Una cuestion muy relevante para la aplicacion de las MSC como agente anti-
inflamatorio e inmunomodulador es el hecho que estas células son mucho mas
eficaces cuando se administran en un modelo preclinico de enfermedad
inflamatoria/inmune establecida en comparaciéon con su administracién preventiva
si el proceso inflamatorio alin no se ha desarrollado aun10. Este hecho plantea la
pregunta cientifica de si las MSC pre-activadas con citocinas pro-inflamatorias (p.
ej. IFN-a y TNF-a) serian mas eficaces que las administradas basalmente. Sobre
este hecho no hay informacién suficiente pero algunos trabajos publicados
orientan en este sentido 11, 12.

Las posibles implicaciones de las MSCs en el politrauma o en pacientes
lesionados han sido ya sefialadas en trabajo previos18,19,20,21,22,23. En
conjunto se ha demostrado la existencia de una movilizacién de esas poblaciones
celulares que ademas de su posible papel como “reparadoras tisulares” ejercerian
un importante papel en la respuesta inflamatoria. Ademas de los sefialados se
dispone de informacion sobre alguno de los mecanismos implicados en esas
acciones celulares en el paciente con trauma24,25.

/ De esta manera podemos establecer una posible via de explicacion y quizas de
aplicacion terapéutica de los casos de pacientes con trauma grave y en cuya
evolucion se desarrolle un sindrome de respuesta inflamatoria inadecuada. En
nuestro pais el grupo del Hospital General Gregorio Maraiion y el antes
mencionado del Hospital del Nifio Jesus has abordado en parte esta perspectiva.
Ortiz Espada y col26 analizaron en un grupo de pacientes con politraumatismos
los niveles de citocinas y otros factores. Nosotros mismos analizamos vy
caracterizamos las poblaciones celulares de pacientes con fractura de cadera y
objetivamos su estado proliferativo, asi como algunos aspectos de su actividad.

De una manera general podemos plantear que el presente proyecto trata de
aclarar la posible relacion puesta de manifiesto en los trabajos anteriores
mediante un estudio comparativo con pacientes que ingresan en el ambiente
hospitalario, pero sin el traumatismo. La finalidad del proyecto es la de tratar de
establecer una relacién entre la caracterizaciéon de las poblaciones celulares de
MSC de pacientes con traumatismo grave y la evolucion clinica de esos
pacientes. Comparando a su vez con los datos de las poblaciones celulares de
MSC de pacientes sin trauma. Secundariamente podremos establecer diferencias
en el estado y caracterizacion fenotipica y funcional de las MSC de los dos grupos
de pacientes. De esta manera y de una manera preliminar se podrian sentar las
bases para establecer un estudio de valoraciéon del empleo de las MSC para el
tratamiento de pacientes con trauma grave. Conocemos algunos trabajos que se
han orientado en esta linea como alguno de nuestro propio grupo que demuestra
la utilidad de las MSC en la enfermedad del injerto contra el huésped u algun otro
en casos de lesién pulmonar.

REFERENCIAS INCLUIDAS EN EL APARTADO ANTERIOR
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OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
Objetivo general: comparar las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las

MSC de los pacientes ingresados por un trauma grave con los ingresados para
una cirugia programada.
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Objetivo: describir las caracteristicas de las poblaciones de MSC de pacientes
con trauma grave, en cuanto a:

-Capacidad de Proliferacién

-Caracterizacion inmunofenotipica

-Ciclo celular

-Capacidad inmunomoduladora

Objetivo: Correlacionar las caracteristicas funcionales de las MSC con la
evolucién o situacion clinica de los pacientes con trauma grave.

PACIENTES/MATERIALES/METODOS

Se trata de un estudio comparativo prospectivo entre dos grupos de pacientes
elegidos en funcion de los criterios mas adelante sefialados y de su deseo de
participar en el estudio.

1) Se incluiran en este estudio 10 pacientes que ingresen por un trauma grave
(ISS>16, Injury Severity score) y a 10 pacientes que vayan a ser sometidos a
tratamiento quirdrgico por coxartrosis mediante prétesis total de cadera, todos
ellos con el consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Universitario de Salamanca. En ambos casos se establecen los
siguientes criterios de inclusion:

- Edad entre 18 y 75 arios.

- Ausencia de enfermedad tumoral, proceso hematolégico o patologia
inflamatoria o autoinmune.

- Ausencia de enfermedades infecto-contagiosas (VIH, VHC, VHB)

2) Se registraran los datos habituales de la historia clinica en ambos grupos, asi
como los registros de los indicadores clinicos habituales.

3) Obtencidn de las muestras de aspirado en cresta iliaca

El aspirado de cresta iliaca procedera de pacientes ingresados en la Unidad de
Cuidados Intensivos se procedera durante las primeras 24 horas de su ingreso a
la puncién del iliaco con una aguja InterV® de 15gx4in, obteniéndose una muestra
de 5 a 10 ml de contenido medular que se depositara en un tubo estéril con
heparina sin aditivos. Las muestras se enviaran en un contenedor al laboratorio
de Terapia Celular, para comenzar el aislamiento y expansion de las MSC a partir
de ambas fuentes celulares.

4) AISLAMIENTO Y EXPANSION DE LAS MSC

4-a) A partir del aspirado en cresta iliaca:

Las células mononucleadas se diluirdn en Hanks y se separaran en gradiente de
densidad (Ficoll), con posterior contaje en la camara de Neubauer.

Las células seran plantadas en placas de cultivo a una densidad inicial de 106
células/cm2, en atmdsfera con 5% CO2 y ambiente hipéxico (5% O2), dado que
dicho ambiente mejora su crecimiento. El medio de cultivo en el que se plantaran
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en cultivo consistira en DMEM con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de
penicilina-estreptomicina. Cada 3-4 dias dicho medio sera recambiado (con lo que
se eliminaran también las células hematopoyéticas no adherentes), y cuando la
confluencia de la placa de cultivo supere el 80%, las células adherentes seran
separadas mediante tripsinizacion, y posteriormente re-plantadas en nuevas
placas de cultivo a una concentracién determinada. Este proceso de recoleccion y
siembra se denomina “pase” del cultivo, y las CSM se expandiran hasta el 3°
pase, siendo posteriormente analizadas de la siguiente forma, de acuerdo con los
objetivos del proyecto.

5) EVALUACION DE LA EFICIENCIA CELULAR;:

Se analizara el nimero total de MSC obtenidas a partir de la cabeza femoral y del
aspirado de cresta iliaca mediante contaje con cdAmara de Neubauer, con respecto
a las células monucleares totales obtenidas tras la separacién en gradiente de
densidad a partir de ambas fuentes celulares, teniendo en cuenta que se utilizaran
750.000 células mononucleadas para la cuantificacion de CFU-F (ver a
continuacion).

' 6) ANALISIS DEL CONTENIDO EN UNIDADES FORMADORAS DE

FIBROBLASTOS (CFU-F):

Tras el aislamiento de las células mononucleadas mediante centrifugacién en
gradiente de densidad (Ficoll), se plantaran 750.000 células en una placa de
cultivo de 25 cm2 con 5 mL de medio de cultivo consistente en IMDM con 12.5%
de FBS, en ambiente con 5% de CO2 recambiando el medio cada 4-5 dias. Tras
14 dias en cultivo, se retirara el medio y tras lavar con PBS, se fija la placa con
metanol puro durante 5 minutos, tras los cuales se decanta el metanol y se espera
a que se evapore. Despues se tefiira con May-Griinwald durante 10 minutos, con
lavado con agua destilada, y posteriormente con Giemsa durante 3 minutos,
procediéndose a contar el nimero de colonias CFU-F.

7) ANALISIS DE PROLIFERACION y CICLO CELULAR:

El estudio de proliferacién se realizara con el calculo del “Population Doubling” y
el “Cumulative Population Doubling”, conociendo el nimero de células plantadas y
recogidas en cada uno de los pases de cultivo, hasta el pase 6. Para este
apartado sera importante establecer unas condiciones de cultivo constantes para
cada muestra a analizar, como es el tiempo de cultivo hasta el siguiente pase (7
dias) o la densidad celular plantada.

Se analizara el ciclo celular mediante la determinacién del contenido en DNA
celular de una poblacién de MSC en pase 3. Este analisis se realizara por medio
del kit MUSE Cell Cycle Reagent (Sigma-Aldrich) en el MUSE Cell Analyser
(Sigma-Aldrich). Con ello se determinara el porcentaje de células en fase G0/G1,
S y G2/M del ciclo celular.

8) ANALISIS INMUNOFENOTIPICO:

Para analizar comparativamente las caracteristicas inmunofenotipicas de las MSC
de ambas fuentes celulares, se empleardn las siguientes combinaciones
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cuadruples de anticuerpos monoclonales, siguiendo las recomendaciones de la
International Society for Cellular Therapy (Cytotherapy 2006; 4. 315-317):

. CD90-FITC/CD73-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD34-APC
. CD105-FITC/CD166-PE/HLA-DR PerCP/CD19-APC
. CD14-FITC/CD106-PE/CD45-PerCP-Cy5.5

Se emplearan un minimo de 1x105 células por cada uno de los 3 tubos anteriores.
Tras 20 minutos de incubaciéon con los anticuerpos monoclonales y posterior
lavado, las muestras seran adquiridas en un citometro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson-BD) empleando el software CellQuest (BD). Para el analisis
inmunofenotipico se empleara el programa informatico Infinicyt (Cytognos,
Salamanca), analizandose comparativamente tanto el porcentaje de células
positivas para cada uno de los marcadores como la intensidad media de
fluorescencia (MFI).

9) ESTUDIO DE DIFERENCIACION IN VITRO:

9-a) Diferenciacién hacia adipocito:

Para la diferenciacion hacia adipocito, las MSC seran cultivadas en una placa de
cultivo sobre porta (SlideFlask), a una concentracién aproximada de 2 x104
células/cm2, con 3 mL con medio de cultivo NH AdipoDiff® de Miltenyi Biotech.
Dicho medio se recambiara cada 3-4 dias. Tras 21 dias en cultivo, se analizara la
diferenciacion a adipocitos mediante tincién inmunocitoquimica con Qil-Red-O.
9-b) Diferenciacién hacia osteoblasto:

Para la diferenciacion hacia osteoblasto, las MSC seran cultivadas en una placa
de cultivo sobre porta (SlideFlask), a una concentracién aproximada de 5x103
células/cm2, con 3 mL con medio de cultivo NH OsteoDiff® de Miltenyi Biotech.
Dicho medio se recambiara cada 3-4 dias. Tras 10 dias en cultivo, se analizara la
diferenciacién a osteoblastos mediante tincién inmunocitoquimica con fosfatasa
alcalina.

9-c) Diferenciacién hacia condrocito:

Para la diferenciacion hacia condrocito, las MSC seran cultivadas en un pocillo de
una concentracién aproximada de 5x103 células por pocillo, con 1 mL de medio
de cultivo NH CondroDiff® de Miltenyi Biotech. Dicho medio se recambiara cada
3-4 dias. Tras 21 dias en cultivo, se analizara por PCR los niveles de expresién
de genes determinados.

Se comparara la capacidad de diferenciacién hacia las 3 lineas mesodérmicas
(adipocito, osteocito y condrocito) de las MSC obtenidas a partir de aspirado de
médula 6sea

10) ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA

Con el fin de evaluar las propiedades inmunomoduladoras de las MSC, las PBMC
(células monoculares de sangre periférica) de donantes se cocultivan con MSC de
ambos pacientes del estudio. En este ensayo, las PBMC se tefiiran previamente
con CFSE, se activaran con PHA (5 ug/ml) e IL-2 (50 U/ml) y se agregaran sobre
las MSC, en una relacion 10: 1 (PBMC: MSC). Después de 5 dias en cultivo a
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37°C y 5% de CO2, la capacidad de las MSC para inhibir la proliferacién,
principalmente de la poblacion de células T, sera determinada por citometria de
flujo usando el FACS-Cantoll y el indice de proliferacién calculado usando el
software ModFit LT (Verity Software House).

11) ANALISIS ESTADISTICO

Al final del estudio una vez obtenido los datos de los dos grupos de pacientes se
procedera al analisis estadistico de los datos mediante un estudio descriptivo y
otros de analisis de regresion variable mediante el programa SSPS 23.0.

La principal limitacion del estudio es el niumero de pacientes reducido en funcién
de que se trata de un estudio preliminar exploratorio. Asi mismo es posible y
debido a ello que ninguno de los pacientes presente una evolucion clinica
desfavorable hacia un sindrome de respuesta inflamatoria inadecuada lo que

| ocasionaria una pérdida de informacién.

UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN RELACION CON LA SALUD Y
RELEVANCIA

1) Los hallazgos podrian indicar la posible implicacién de las MSC en la respuesta
organica al trauma. Aunque ya sabemos que de alguna manera se produce una
migracion de estas células ante una lesion, el presente estudio, al ser
comparativo, nos permitiria comprender mejor los fenémenos que ocurren.

2) Los hallazgos podrian mostrar la posible utilidad de las MSC como herramienta
terapéutica en el manejo de pacientes con trauma grave, y como se ha
demostrado para otras entidades podria ayudar a mejorar o corregir el sindrome
de respuesta inflamatoria inadecuada que es causa de mortalidad en estos
pacientes.

3) Los resultados podran ser publicados en revistas dentro del JCR como el J of
Trauma, JBJS, Stem Cells etc.
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