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Resumen

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en los paises desarrollados. A lo largo de los ultimos afios se ha visto que
la respuesta inflamatoria que ocurre tras desencadenarse el IAM es muy importante en
el desarrollo clinico de esta patologia. Si se produce una respuesta inflamatoria
exacerbada aumenta el riesgo de remodelado cardiaco adverso y fallo cardiaco, pero el
hecho de que no se desencadene la respuesta inflamatoria también tiene consecuencias
negativas. Debido a la importancia de la respuesta inflamatoria en el IAM, recientemente
se han intentado desarrollar terapias dirigidas frente componentes celulares o
moleculares que participan en esta respuesta. Dentro de estas terapias, la terapia
celular con células mesenquimales estromales (MSC) se ha postulado como un buen
candidato. Las MSC se caracterizan fundamentalmente por su capacidad
inmunomoduladora, lo que ha conducido a su empleo como agentes terapéuticos en
diferentes enfermedades que cursan con procesos inflamatorios. Sin embargo, alo largo
de los ultimos afios, numerosos estudios han mostrado que el efecto terapéutico de las
MSC esta mediado fundamentalmente por las vesiculas extracelulares (EVs) que
liberan. Estas EVs recapitulan los efectos terapéuticos de las células de origen, por lo
que también presentan efectos inmunomoduladores. El empleo de las EVs de MSC
como agentes terapéuticos presenta ventajas respecto al uso de las MSC como, por
ejemplo, una mayor bioseguridad. No obstante, el uso clinico de las EVs todavia tiene
que hacer frente a retos como la obtencién de grandes cantidades de EVs que
constituyan un producto clinico estable y homogéneo.

En este trabajo se ha querido evaluar, por un lado, si las EVs obtenidas de diferentes
biopsias de la misma fuente tisular de MSC pueden constituir un producto biolégico
homogéneo que presente las mismas caracteristicas y funcionalidad. Por otro lado, se
ha evaluado si estas EVs se pueden emplear como agente terapéutico frente a la
respuesta inflamatoria que se desencadena tras el IAM. Para ello se ha estudiado el
efecto inmunomodulador de las EVs sobre células del sistema inmune,
fundamentalmente macréfagos, in vitro y en un modelo in vivo de IAM en ratas. Los
resultados mostraron que las EVs favorecen la diferenciaciéon de los macrofagos M1
proinflamatorios hacia un fenotipo similar al M2, aumentando la expresién de
marcadores M2 y reduciendo la secrecién de citocinas proinflamatorias. Ademas, las
EVs promovieron la activacion de neutrdfilos in vitro y la reduccion de su estrés
oxidativo. La administracion de EVs en ratas sometidas a IAM amortigud la caida de la
funcion cardiaca y limit6 la extension de la zona infartada a los 7 y 21 dias postinfarto.
Las EVs también redujeron el numero de macréfagos y neutréfilos proinflamatorios
dentro de la zona infartada, favoreciendo la resolucion de la inflamacion.

En conclusion, las EVs empleadas en este trabajo han demostrado ser un producto
biolégico estable con independencia de la biopsia de la que proceden, y han demostrado
ser capaces de ejercer respuestas pro-resolutivas eficaces en un modelo de isquemia
miocardica, lo que las convierte en potenciales agentes terapéuticos para tratar la
inflamacién en el IAM.



Summary

Acute myocardial infarction (AMI) is one of the main causes of morbidity and mortality
in developed countries. Over the last few years, it has been shown that the inflammatory
response that occurs after AMI is triggered is very important in the clinical development
of this pathology. If an exacerbated inflammatory response occurs, the risk of adverse
cardiac remodeling and heart failure increases, but failure to trigger the inflammatory
response also has negative consequences. Because of the importance of the
inflammatory response in AMI, recent attempts have been made to develop therapies
that target cellular or molecular components involved in this response. Within these
therapies, cell therapy with mesenchymal stromal cells (MSC) has been postulated as a
good candidate. MSC are mainly characterized by their immunomodulatory capacity,
which has led to their use as therapeutic agents in different diseases involving
inflammatory processes. However, in recent years, numerous studies have shown that
the therapeutic effect of MSCs is mainly mediated by the extracellular vesicles (EVs)
they release. These EVs recapitulate the therapeutic effects of the cells of origin and
therefore also have immunomodulatory effects. The use of MSC-EVs as therapeutic
agents has advantages over the use of MSC, such as increased biosafety. However, the
clinical use of EVs still faces challenges such as obtaining large quantities of EVs that
constitute a stable and homogeneous clinical product.

The aim of this study was to evaluate, on the one hand, whether EVs obtained from
different biopsies of the same MSC tissue source can constitute a homogeneous
biological product with the same characteristics and functionality. On the other hand, we
have evaluated whether these EVs can be used as a therapeutic agent against the
inflammatory response triggered after AMI. To this end, the immunomodulatory effect of
EVs on immune system cells, mainly macrophages, was studied in vitro and in an in vivo
model of AMI in rats. The results showed that EVs favored the differentiation of
proinfammatory M1 macrophages towards an M2-like phenotype, increasing the
expression of M2 markers and reducing the secretion of proinflammatory cytokines. In
addition, EVs promoted the activation of neutrophils in vitro and the reduction of their
oxidative stress. The administration of EVs in rats subjected to AMI blunted the decline
in cardiac function and limited the extent of the infarct zone at 7- and 21-days post-
infarction. EVs also reduced the number of proinflammatory macrophages and
neutrophils within the infarct zone, favoring the resolution of inflammation.

In conclusion, the EVs used in this work have been shown to be a stable biological
product regardless of the biopsy from which they are derived, and have been shown to
be able to exert effective pro-resolving responses in a model of myocardial ischemia,
making them potential therapeutic agents to treat inflammation in AMI.



Resum

L'infart agut de miocardi (IAM) és una de les principals causes de morbiditat i
mortalitat als paisos desenvolupats. Al llarg dels darrers anys s'ha vist que la resposta
inflamatdria que passa després de desencadenar-se I''AM és molt important en el
desenvolupament clinic d'aquesta patologia. Si es produeix una resposta inflamatoria
exacerbada augmenta el risc de remodelat cardiac advers i fallada cardiaca, pero el fet
que no es desencadeni la resposta inflamatoria també té conseqiiéncies negatives. A
causa de la importancia de la resposta inflamatoria a I''AM, recentment s'han intentat
desenvolupar terapies dirigides davant de components cel-lulars o moleculars que
participen en aquesta resposta. Dins aquestes terapies, la terapia cel-lular amb cél-lules
mesenquimals estromals (MSC) s'ha postulat com un bon candidat. Les MSC es
caracteritzen fonamentalment per la seva capacitat immunomoduladora, cosa que ha
conduit a la seva ocupacié com a agents terapéutics en diferents malalties que cursen
amb processos inflamatoris. Tot i aix0, al llarg dels ultims anys, nombrosos estudis han
mostrat que l'efecte terapeutic de les MSC esta intervingut fonamentalment per les
vesicules extracel-lulars (EVs) que alliberen. Aquestes EVs recapitulen els efectes
terapéutics de les cel-lules dorigen, per la qual cosa també presenten efectes
immunomoduladors. L'Us de les EVs de MSC com a agents terapéutics presenta
avantatges respecte a I'is de les MSC com, per exemple, una bioseguretat més gran.
Tot i aixo, I'us clinic de les EVs encara ha de fer front a reptes com I'obtencié de grans
quantitats d'EVs que constitueixin un producte clinic estable i homogeni.

En aquest treball s'ha volgut avaluar, d'una banda, si les EV obtingudes de diferents
biopsies de la mateixa font tissular de MSC poden constituir un producte bioldgic
homogeni que presenti les mateixes caracteristiques i funcionalitat. D'altra banda, s'ha
avaluat si aquestes EVs es poden fer servir com a agent terapéutic davant de la resposta
inflamatdria que es desencadena després de I''AM. Per aix0 s'ha estudiat l'efecte
immunomodulador de les EV sobre cél-lules del sistema immune, fonamentalment
macrofags, in vitro i en un model in vivo d'lAM en rates. Els resultats van mostrar que
les EVs afavoreixen la diferenciacié dels macrofags M1 proinflamatoris cap a un fenotip
similar al M2, augmentant I'expressié de marcadors M2 i reduint la secrecié de citocines
proinflamatories. Amés, les VE van promoure l'activacio de neutrdfils in vitro i la reduccio
del seu estrés oxidatiu. L'administracio d'EVs en rates sotmeses a IAM va esmorteir la
caiguda de la funcié cardiaca i va limitar I'extensioé de la zona infartada als 7 i 21 dies
postinfart. Les EVs també van reduir el nombre de macrofags i neutrofils proinflamatoris
dins de la zona infartada, afavorint la resolucié de la inflamacio.

En conclusio, les EVs emprades en aquest treball han demostrat ser un producte
bioldgic estable amb independéncia de la bidpsia de qué procedeixen, i han demostrat
ser capagos d'exercir respostes pro-resolutives eficaces en un model d'isquémia
miocardica, cosa que les converteix en agents terapéutics potencials per tractar la
inflamacié a I'AM.
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Introduccion

1. Infarto agudo de miocardio

1.1. Definicion

El infarto agudo de miocardio (IAM) se define como un sindrome clinico en el que se
da una combinacion de sintomas concretos, cambios electrocardiograficos y liberacion
de biomarcadores de dafo cardiaco [1]. La primera descripcién del infarto agudo en
humanos fue la de Herrick en 1912, quien observé seis casos diferentes y establecié
que esta patologia se caracterizaba por una serie de sintomas clinicos y cambios en el
electrocardiograma de los individuos [2]. A lo largo de los afos, a medida que el IAM
adquiria mayor importancia e interés global, se fue perfilando su definicién, siendo en el
afio 2000 cuando la Comision Técnica Internacional establecid una definicion
consensuada de esta patologia, que se ha ido ajustando a lo largo de los afios [3]. De
acuerdo a la Definicion Universal del Infarto de Miocardio (UDMI, de sus siglas en inglés)
de 2018, la descripcidon en términos patoldgicos del IAM es la muerte de las células
miocardicas debido a una isquemia prolongada [4]-[6] que se desencadena como
resultado de un desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno.

1.1.1. Sintomas del |IAM

La isquemia miocardica desencadena diferentes sintomas entre los que se incluyen
dolor toracico, que se puede extender hacia las extremidades superiores, la mandibula
o incluso generar molestias epigastricas durante el esfuerzo o en reposo. Ademas de
esto, los pacientes con IAM también pueden sufrir disnea, fatiga, sudoracion, nauseas
o latidos cardiacos anormales [7]. Generalmente estas molestias son difusas, no
localizadas ni afectadas por el movimiento, sin embargo, no son especificas de la
isquemia miocardica, sino que también se pueden dar en otro tipo de patologias como
afecciones gastrointestinales, neurolégicas o pulmonares [5]. Ademas, hay que tener en
cuenta que un elevado porcentaje de pacientes no experimentan estos sintomas,
fundamentalmente el dolor toracico, dando lugar a lo que se conoce como infarto de
miocardio silencioso.

1.1.2. Cambios electrocardiograficos

El electrocardiograma (ECG) es una herramienta esencial para la evaluacion
diagndstica de pacientes con sospecha de IAM. Se debe realizar entre los 5-10 primeros
minutos tras la llegada del paciente, ya que reduce el tiempo de diagnodstico y de
tratamiento, favoreciendo un mejor resultado clinico [5]. La isquemia miocardica aguda
se asocia con cambios dinamicos en la forma de la onda del ECG, fundamentalmente
en el segmento ST, aunque también se pueden dar variaciones en el segmento QRS.
Todo este estudio permite diferenciar entre los distintos tipos de infarto [8] e incluso
permite también determinar el grado de reperfusién que presenta un paciente en funcion
de las variaciones en las ondas electrocardiograficas.
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1.1.3. Biomarcadores de dano cardiaco

La necrosis que se produce tras el dafio isquémico en el miocardio provoca la
liberacion de proteinas estructurales y otras macromoléculas intracelulares hacia el
exterior como consecuencia de la rotura de las membranas celulares. Estas moléculas
acaban liberandose al torrente sanguineo, actuando como biomarcadores de dafio
cardiaco. Entre estos biomarcadores se incluyen la troponina cardiaca | y T (cTnl y
cTnT), la creatina quinasa (CK de sus siglas en inglés), la mioglobina, o la lactato
deshidrogenasa, entre otros [9]. De entre todos los biomarcadores de IM, la troponina
cardiaca es el biomarcador de eleccién debido a su mayor sensibilidad, especificidad y
valor pronéstico. Las troponinas raramente se elevan en afecciones no cardiacas y solo
se elevan ligeramente en otras afecciones cardiacas como la taquicardia, la insuficiencia
cardiaca y afecciones inflamatorias como la miocarditis. Los niveles de troponina
comienzan a elevarse entre 4 y 6 horas después del inicio de los sintomas y alcanzan
su valor maximo a las 18-24 horas, pudiendo permanecer elevados entre 7 y 10 dias
después del IAM [8]. Actualmente se recomienda medir los valores de cTn empleando
ensayos de alta sensibilidad para poder hacer un diagndstico mucho mas preciso [5],
[10], [11].

Como alternativa a la cTn, aunque menos especifica por su presencia en otros
6rganos, esta la isoforma MB de la creatina quinasa (CK-MB). Este biomarcador también
aumenta entre las 4 y las 8 horas tras el inicio de los sintomas, alcanzando su maximo
a las 24 horas y volviendo a la normalidad a las 48-72 horas.

Por otro lado, aunque tienen importancia histérica, la CK total, la lactato
deshidrogenasa y la mioglobina ya no se utilizan para el diagnéstico del IM porque tienen
una baja especificidad para la lesién cardiaca. Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que el uso combinado de varios biomarcadores puede ser util para la
exclusion precoz del IAM [5].

1.2. Epidemiologia

El IAM es la manifestacién mas grave de la enfermedad de las arterias coronarias y
es responsable de mas de un tercio de las muertes anuales en los paises desarrollados.
Actualmente, la mejora en los tratamientos y los cambios en el estilo de vida de la
poblacion han favorecido la reduccion de la mortalidad por enfermedad coronaria a lo
largo de las ultimas décadas. Sin embargo, el IAM sigue teniendo una huella sustancial
en la salud y en la economia mundial, ya que afecta a mas de 7 millones de personas
en todo el mundo cada afio [12].

1.3. Clasificacion clinica

El infarto de miocardio se ha clasificado tradicionalmente en dos grandes grupos en
funcion de la presencia o ausencia de elevacion del segmento ST en el ECG. Los
infartos que presentan elevacion del segmento ST (STEMI, de sus siglas en inglés) se
caracterizan por un bloqueo completo de la arteria coronaria. Por el contrario, los infartos
que no muestran elevacion del segmento ST en el ECG (NSTEMI) se caracterizan
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porque el bloqueo de la arteria coronaria es parcial. Esto tiene diferentes implicaciones
en cuanto a la severidad y al tratamiento que se les da a los pacientes. El STEMI se
considera generalmente mas grave que el NSTEMI debido a que la oclusion completa
de la arteria suele afectar a un area mayor de musculo cardiaco, induciendo mayor
muerte. El tratamiento también suele ser diferente, en los casos de STEMI, se opta por
la reperfusion del tejido cardiaco mediante técnicas como la intervencién coronaria
percutanea (ICP), mientras que en el NSTEMI se suelen emplear tratamientos
farmacologicos que permitan reducir la oclusion coronaria [13]-[15]. En el siguiente
apartado se explicara en mas detalle los tratamientos que se emplean en los distintos
casos de IAM.

Ademas de esta clasificacion, el IAM se puede clasificar también en cinco tipos
distintos en funcién de su etiologia y sus caracteristicas clinicas y patoldgicas [5], [16].

e Infarto de tipo 1: es un tipo de infarto debido a aterotrombosis coronaria que
generalmente se desencadena por la ruptura de la placa aterosclerética, que
produce la oclusion total o parcial de la arteria coronaria [17].

¢ Infarto de tipo 2: se incluyen los infartos que se desencadenan por un desajuste
entre el suministro y la demanda de oxigeno, que no es resultado de una
aterotrombosis aguda. Pacientes con una enfermedad arterial coronaria (EAC)
estable pueden desencadenar un IAM de tipo 2 como consecuencia de un factor
estresante que provoque un flujo sanguineo insuficiente al miocardio. Las tasas
de mortalidad a corto y largo plazo de los pacientes con |IAM de tipo 2 son
generalmente mas altas que las de los pacientes con IAM tipo 1, debido
principalmente a una mayor prevalencia de comorbilidades [18], [19].

e Infarto de tipo 3: este tipo de infarto es el que se produce en pacientes que sufren
muerte cardiaca, que presentan sintomas de isquemia miocardica acompanados
de cambios isquémicos en el ECG o fibrilacién ventricular, pero mueren antes de
que se puedan identificar aumentos en los biomarcadores cardiacos.

e Infarto de tipo 4: este tipo de infarto se subdivide en dos grupos, por un lado, se
incluyen aquellos infartos relacionados con una intervencidon coronaria
percutanea (tipo 4A) y, por otro lado, los infartos con trombosis de un stent
coronario (tipo 4B)

¢ Infarto de tipo 5: son aquellos relacionados con un injerto de derivacion de arteria
coronaria (CABG).

1.4. Tratamiento general del IAM

La primera aproximacion terapéutica que se realiza en los pacientes con IAM es
intentar disminuir el dolor toracico mediante la administracion de oxigeno o farmacos
como la nitroglicerina [8]. Simultaneamente, es de vital importancia identificar si el IAM
es de tipo STEMI o NSTEMI, ya que la aproximacion terapéutica que se lleva a cabo es
distinta en cada caso [16].
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1.4.1. Estrategias terapéuticas en el STEMI

En el STEMI el principal objetivo terapéutico es la reperfusion de la zona miocardica
isquémica para intentar limitar el tamafo del infarto [20]. De acuerdo a las guias clinicas,
la reperfusién se tiene que realizar con la mayor rapidez y eficacia posibles, ya que se
ha demostrado que una reperfusion rapida se relaciona con un tamano de infarto menor
y con una menor mortalidad [21]. Existen diferentes estrategias de reperfusion y en cada
caso concreto la estrategia debe elegirse teniendo en cuenta qué tratamiento tiene mas
probabilidades de restablecer completamente el flujo arterial en el menor tiempo posible.
Las principales estrategias de reperfusion son la Intervencion Coronaria Percutanea
(ICP), lafibrinolisis y la cirugia de baipas coronario (CABG de sus siglas en inglés).

Intervencién coronaria percutanea (ICP)

La ICP es la aproximacion terapéutica de eleccion siempre y cuando se realice antes
de los 90-120 minutos tras el primer contacto clinico del paciente, ya que se ha
observado que esta técnica reduce la mortalidad y la probabilidad de re-infarto respecto
a la fibrinolisis [16], [20]. Dentro de la ICP, las dos técnicas que se emplean
mayoritariamente son la angioplastia con balén y la colocacion de stents. Entre ellas, la
colocacion de stents ha demostrado mejores resultados con una menor tasa de infarto
de miocardio posterior que la angioplastia con balon. Ademas, dentro de los stents, se
han desarrollado nuevos dispositivos capaces de liberar farmacos, que han dado
mejores resultados que los stents de metal, por lo que actualmente, dentro de la ICP lo
que mas esta recomendado en pacientes con STEMI es la implantacion de stents
liberadores de farmacos [20].

Fibrinolisis

En general la fibrinolisis no es el tratamiento de primera eleccion si se puede realizar
una ICP, ya que la capacidad de reperfusion de estos tratamientos no es tan alta. No
obstante, en algunas ocasiones no se puede realizar la ICP y es necesario aplicar
tratamientos fibinoliticos o incluso se puede llevar a cabo las dos aproximaciones
terapéuticas en el mismo paciente. La fibrinolisis Unicamente debe administrarse en los
casos de STEMI, ya que esta contraindicado en NSTEMI, porque los riesgos superan
los beneficios.

Los agentes tromboliticos empleados en la fibrinolisis promueven la conversion del
plasminégeno enddgeno en plasmina, que lisa la fibrina y disuelve los coagulos,
favoreciendo la reperfusion de la zona isquémica [22]. Entre los agentes de reperfusion
farmacologicos disponibles se incluyen la estreptoquinasa, el activador tisular del
plasminégeno (tPA) y sus formas recombinantes (alteplasa, reteplasa y tenecteplasa),
siendo el tPA y sus formas recombinantes mas efectivos para restaurar la perfusion y
reducir la mortalidad que la estreptoquinasa [20].

Cirugia de baipas coronario (CABG)

Consiste en la derivacion vascular uniendo artificialmente la zona coronaria
isquémica que se localiza tras una obstruccion con la arteria aorta para conseguir
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reperfundir la zona dafiada. Actualmente la ICP ha reemplazado a la CABG, aunque
esta técnica sigue siendo importante en pacientes que no responden adecuadamente a
la ICP. Ademas, la CABG también se puede emplear en pacientes con NSTEMI estable
si las guias clinicas lo aconsejan [20], [23].

1.4.2. Estrategias terapéuticas en el NSTEMI

Estos pacientes se caracterizan porque tienen una perfusion residual en la zona
isquémica, por lo que la urgencia de revascularizacion no es tan alta como en el STEMI.
No obstante, a la hora de determinar la aproximacion terapéutica de los pacientes con
NSTEMI es necesario establecer el riesgo de cada paciente a sufrir eventos adversos
debido a la isquemia recurrente. En los pacientes con riesgo alto y NSTEMI inestable
se realiza una ICP urgente, igual que en los pacientes con STEMI. Por el contrario, a los
pacientes con riesgo bajo se les aplican estrategias de isquemia guiada [16].

1.4.3. Terapias antitrombéticas

La trombosis juega un papel importante en la mayor parte de los IAM, por lo que las
terapias dirigidas a reducirla tienen bastante importancia como aproximacién
terapéutica. Dentro de las terapias antitrombodticas se incluyen los agentes
antiplaquetarios como la aspirina o los inhibidores P2Y12, los agentes anticoagulantes
como la heparina, el bivalirudin o el fondaparinuz, y la terapia combinada con ambos
tipos de agentes. Dependiendo de si se trata de un STEMI o NSTEMI, las pautas
farmacoldgicas y el tipo de medicamente sera uno u otro, pero en general las terapias
antitrombaticas se aplican en ambos tipos de infarto [8], [16], [20].

1.5. Papel de la inflamacioén en el IAM

El inicio de la isquemia miocardica en el contexto del IAM induce la muerte celular de
cardiomiocitos y otras células cardiacas en la zona afectada. Esto desencadena una
respuesta proinflamatoria inicial que tiene como finalidad eliminar los restos necréticos
presentes en la zona isquémica. El miocardio necrético se convierte en una region de
debilidad mecanica que requiere la generacion de cicatrices para prevenir la rotura
miocardica y limitar el deterioro funcional. Este remodelado adaptativo es necesario para
prevenir la mortalidad precoz tras un IAM. Sin embargo, un remodelado ventricular
excesivo y progresivo, tanto en el lugar del infarto como en el miocardio remoto, altera
el tamarfio y la funcion ventriculares, dando lugar al sindrome clinico de fallo cardiaco
[24].

Es en este proceso donde la inflamacién juega un papel esencial, ya que su ausencia
promueve resultados clinicos adversos debido a que no se puede formar una cicatriz
adecuada, existiendo un mayor riesgo de rotura cardiaca y, por tanto, mayor mortalidad.
Sin embargo, la persistencia de la respuesta inflamatoria conduce también a resultados
nocivos, ya que promueve el remodelado cardiaco adverso favoreciendo un mayor
riesgo de fallo cardiaco.

La reparacion cardiaca tras un IAM consta de varias fases: una fase inflamatoria
temprana que tiene lugar las primeras 72 horas tras el IAM; una fase reparadora y

25



Introduccion

proliferativa, que tiene lugar entre los dias 4-10 tras el IAM y en la que se desencadenan
respuestas antiinflamatorias o pro-resolutivas; y finalmente, una fase de maduracion
[25]. En la fase inicial inflamatoria la muerte de las células cardiacas como consecuencia
de la isquemia induce la infiltracion de numerosas células del sistema inmune que se
van a encargar de eliminar las células necroéticas. En esta fase se producen cambios
que afectan al grosor de la pared ventricular, lo que aumenta aun mas la respuesta
inflamatoria.
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Figura 1. La reparacion cardiaca tras el IAM se divide en una primera fase inflamatoria, seguida de una
fase proliferativa que finalmente da lugar a una fase de maduracion. Tanto las células del sistema inmune
(neutrdfilos, monocitos, macréfagos y linfocitos) como los fibroblastos actian de manera diferente en cada
una de las fases. Adaptada de Forte, E., Furtado, M. B., & Rosenthal, N. 2018. Nature Reviews Cardiology.

Tras esta respuesta inflamatoria inicial se desencadena una fase reparadora
antiinflamatoria o pro-resolutiva que induce la reparacién de la zona isquémica afectada,
la formacién de cicatriz y la neovascularizacion [26]. La transicion entre estas dos fases
esta finamente regulada mediante interacciones complejas entre multiples componentes
del propio corazon (incluyendo cardiomiocitos, células endoteliales, fibroblastos y el
intersticio) y componentes de la respuesta inmune (incluyendo neutréfilos, monocitos,
macrofagos, células dendriticas y linfocitos). Las alteraciones tanto del equilibrio como
de la transicion entre las fases proinflamatoria y antiinflamatoria pueden contribuir al
remodelado adverso y aumentar el riesgo de fallo cardiaco. Por lo tanto, es necesario
alcanzar un equilibrio fisiolégico adecuado entre estas dos fases para una reparacion
oOptima. Una fase inflamatoria desproporcionadamente prolongada, de magnitud
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excesiva o insuficientemente suprimida puede provocar un dafo tisular sostenido,
promoviendo una defectuosa formacion de cicatrices y una mayor pérdida celular y
disfuncion contractil. Esto finalmente puede conducir a la expansion del infarto y a un
remodelado cardiaco adverso [27], [28].

El transito adecuado de la actividad inflamatoria a la antiinflamatoria del sistema
inmunitario es crucial durante la cicatrizacion miocardica. La inhibicion de la inflamacion
parece ser perjudicial para la funcién miocardica e incluso puede conducir a la rotura del
miocardio. Por el contrario, la resolucién adecuada de la inflamacién, definida como la
degradacién de los productos inflamatorios que conduce al cese de la inflamacién y al
restablecimiento de la homeostasis, es esencial para prevenir la cronificacion del
proceso inflamatorio. Los objetivos clave de la resolucion de la inflamacién en el IAM
son la limitacién de la infiltracion del tejido miocardico con células polimorfonucleares,
la disminucidn de la permeabilidad vascular y la eliminacion adecuada de las células
destruidas y los componentes de la matriz extracelular. Comprender el papel que
desempenan las células inmunitarias en la resolucidon de la inflamacion permitira
elaborar planteamientos diagnésticos y terapéuticos adecuados para mejorar los
resultados del IAM [25].

En el contexto actual del IAM, sobre todo en los casos de STEMI, la aproximacién
terapéutica de eleccion es la reperfusion de la zona isquémica mediante ICP. Esta
aproximacién ha permitido reducir la mortalidad de los pacientes, sin embargo, la
reperfusion de la zona isquémica también induce lo que se denomina lesion por
isquemia/reperfusion (IRI, de sus siglas en inglés), que suele producirse entre 6 y 24
horas después de la reperfusion [29], [30]. La IRI puede contribuir hasta en un 50% al
tamano final del IAM, aumentando la probabilidad de que se produzca un remodelado
adverso del ventriculo izquierdo, lo que a su vez incrementa el riesgo a sufrir fallo
cardiaco. La IRI aumenta de forma exacerbada la muerte de los cardiomiocitos en la
zona reperfundida y, por tanto, desencadena una respuesta inflamatoria inicial mayor,
que si no se controla puede contribuir al remodelado cardiaco adverso y favorecer el
riesgo a tener un fallo cardiaco [26], [31].

La patogenia de la insuficiencia cardiaca tras un IM esta estrechamente relacionada
con la reparacion y el remodelado del corazén infartado. El término "remodelado
ventricular postinfarto” describe una constelacion de cambios celulares, moleculares y
protedmicos tanto en el miocardio infartado como en el no infartado que, en ultima
instancia, dan lugar a dilatacion ventricular, hipertrofia de los segmentos viables y
disfuncion miocardica progresiva. La gravedad del remodelado adverso postinfarto
depende del tamafo del infarto, pero también se ve afectada por las caracteristicas
cualitativas de la reparacion cardiaca y por el perfil de alteraciones celulares y
moleculares en el miocardio viable [32].

1.5.1. Fase proinflamatoria

Tras el IAM, la isquemia induce la lesion y la muerte de diferentes células miocardicas
(cardiomiocitos, células endoteliales, fibroblastos), asi como una mayor permeabilidad
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del endotelio que permite la infiltracion de células inmunes en la zona isquémica [31],
[33][35]. Las células necrdticas y la matriz extracelular dafiada comienzan a liberar
sustancias que actuan como patrones moleculares asociados a dano (DAMPs, de sus
siglas en inglés), que son reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs, de sus siglas en inglés) presentes en las células del sistema inmune. El
reconocimiento de los DAMPs por parte de las células inmunitarias activa el inicio de
una respuesta proinflamatoria estéril en la que se ponen en marcha varios procesos
como la activacion de la cascada del complemento, la produccidn de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la liberacion de mediadores proinflamatorios como citocinas y
quimiocinas [36], [37]. La presencia de estos mediadores proinflamatorios induce un
mayor reclutamiento de células inmunes aumentando ain mas la respuesta inflamatoria
para conseguir eliminar todas las células apoptoticas, asi como los restos celulares
necroticos y la matriz extracelular dafnada [26].
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Dentro de los DAMPs que activan la respuesta inmune se incluyen moléculas como
la anfoterina (HBMG1, de sus siglas en inglés), la interleucina (IL)-1a, proteinas de
choque térmico, o el ADN mitocondrial, entre otros [35], [38]. Estos DAMPs activan los
PRRs, principalmente receptores de tipo Toll (TLR, de sus siglas en ingles), receptores
para dominios de oligomerizacién para la union a nucleotidos (NLRs) y el receptor para
compuestos de glicosilacion avanzada (RAGE) [36]. La unién de los DAMPs a los PRRs,
presentes tanto en células del sistema inmune como en ceélulas endoteliales vy
cardiomiocitos, induce la activacion de las vias de sefializacion de las proteinquinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y la via del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), que promueven la sintesis de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesion celular. El reclutamiento
posterior de leucocitos amplifica aiun mas la respuesta inflamatoria, aumenta la
produccion de DAMPs y promueve tanto la eferocitosis de las células apoptéticas como
la digestion de los tejidos a través de la liberacion de proteasas y oxidasas [27]. La
eferocitosis eficiente de los cardiomiocitos apoptoticos es especialmente importante
para la transicién a la fase de resolucion de la inflamacién y la cicatrizacién. Este proceso
estd mediado principalmente por macréfagos que expresan la tirosina quinasa
reproductora del epitelio mieloide (MERTK) [39].

Citocinas y quimiocinas en el IAM

Poco tiempo después del IAM, tanto las células residentes cardiacas como las células
inflamatorias circulantes secretan citocinas proinflamatorias como IL-1, TNFa, IL-6 e IL-
18, que son propagadores clave de la respuesta inflamatoria [40], [41]. Una de las
principales caracteristicas de las citocinas es su pleiotropia funcional y su redundancia,
que consiste en que una Unica citocina es capaz de exhibir una amplia gama de efectos
biolégicos en distintos tipos de células y varias citocinas pueden ejercer acciones
similares y superpuestas en el mismo tipo de células [42]. Estos efectos
multifuncionales, superpuestos y, a menudo, contradictorios de las citocinas han
dificultado la comprension de su papel funcional en el IAM.

Dentro de las citocinas, las quimiocinas, que son citocinas quimioatrayentes, también
desempenan un papel importante en el IAM. Las quimiocinas se encargan de atraer
leucocitos a la zona dafnada y son capaces de provocar distintas respuestas en células
del sistema inmune relacionadas con procesos de activacion, desgranulacion y
apoptosis de los leucocitos. De esta forma, las quimiocinas contribuyen a aumentar la
respuesta inflamatoria que se desencadena en el miocardio tras el proceso isquémico.
Dentro de las quimiocinas se pueden diferenciar los subtipos CC, CXC y CX3C, cada
uno de los cuales ejerce una mayor capacidad quimioatrayente sobre diferentes tipos
de células inmunitarias [43].

A pesar de que hay estudios preclinicos que sugieren que las citocinas y las
quimiocinas sirven para agravar la lesion isquémica y el remodelado cardiaco, también
hay varios estudios que han demostrado que las citocinas y quimiocinas son capaces
de inducir respuestas cardioprotectoras y efectos celulares pleiotrépicos en las células
residentes del miocardio y del sistema inmunitario. Estos estudios indican que las
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citocinas y quimiocinas proinflamatorias inducen efectos en el corazén infartado que no
se pueden catalogar simplemente como "buenos" o0 "malos", sino que son complejos y
variables, ya que dependen de factores como el contexto temporal, la composiciéon
celular prevaleciente en el microambiente y otras respuestas no inflamatorias como el
crecimiento, la apoptosis, el estrés oxidativo o la funcién mitocondrial [27]. Esto muestra
el gran desafio que supone abordar los diferentes componentes de la respuesta
inflamatoria en el IAM.

Es importante tener en cuenta que la inflamacién es un evento necesario para la
reparacion tisular efectiva y, por lo tanto, la supresién de la activacion inflamatoria que
no es excesiva o esta desregulada puede inducir efectos deletéreos sobre el
remodelado cardiaco después del IAM [44], [45].

La supresién inadecuada o la duracion prolongada de la respuesta proinflamatoria
que se produce tras el IAM pueden tener graves consecuencias patologicas, entre las
que se incluyen: la muerte de cardiomiocitos, el deterioro de la funcién sistdlica, la
dilatacién del ventriculo como consecuencia de la extensa degradacion de la matriz, el
compromiso de la integridad de la pared ventricular, la rotura cardiaca o la fibrosis [46],
[47].

1.5.2. Fase pro-resolutiva o antiinflamatoria

La fase antiinflamatoria o pro-resolutiva regenerativa comienza a aproximadamente
a los 4 dias tras el IAM. Esta fase se caracteriza por la supresion, resolucion y
contencién de la respuesta proinflamatoria inicial, mediante la activacién de vias
inhibidoras enddgenas que suprimen la inflamacién e inducen cambios en las funciones
de los leucocitos infiltrantes dentro de la zona del IAM [26].

La transicién de la fase inflamatoria a la fase pro-resolutiva o reparativa tras el IAM
se desencadena por un conjunto de cambios en el microambiente cardiaco, en los que
estan estrechamente implicados los distintos tipos celulares del sistema inmune
infiltrados en la zona dafiada. Para que se produzca una cicatrizacion éptima se tienen
que activar mecanismos que inducen la resolucién del infiltrado inflamatorio y la
transicion al depdsito de tejido fibroso. Estos mecanismos implican la eliminacién del
infiltrado de neutrdfilos y de los restos de la matriz, la inhibicion de la sintesis de citocinas
y quimioquinas, la eliminacién de la matriz provisional de fibrina y finalmente la
activacion de los fibroblastos y la deposicién de colageno. Aunque muy pocos estudios
se han ocupado del proceso de resolucion de la inflamacion en la cicatrizacién tras el
IAM, comprender estos conceptos es esencial para poder desarrollar estrategias
dirigidas a la reparacion cardiaca [35].

Es probable que todos los tipos celulares implicados en la reparacién cardiaca
participen en la represion y resolucion de la reaccion inflamatoria que se produce tras el
IAM, sin embargo, aun se desconocen los efectores celulares clave que impulsan la
inhibicion de la inflamacion [48]. No obstante, se ha observado que poblaciones como
las de los neutrdfilos o los monocitos y macrofagos tienen una gran importancia en estos
procesos.
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décimo dias tras el IAM. En esta fase se produce un cambio hacia un ambiente antiinflamatorio en el que
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Los neutrdfilos son células con un tiempo de vida muy corto y, aunque su
supervivencia se puede prolongar por la presencia de DAMPs, hipoxia o citocinas pro-
inflamatorias, lo normal es que rapidamente, a partir del cuarto dia tras el IAM, entren
en apoptosis o necrosis y mueran [49]. Los neutrdéfilos apoptéticos inducen la resoluciéon
de la inflamaciéon mediante diferentes mecanismos, por un lado, liberando mediadores
pro-resolutivos, como los mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs, de sus siglas en
inglés) o la anexina A1, que impiden el infiltrado de nuevos neutréfilos en la zona
afectada e inducen la expresion de sefiales por parte de los neutréfilos que promueven
la fagocitosis de los mismos por los macréfagos. La fagocitosis de los neutréfilos
apoptoticos induce a su vez la polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo pro-
resolutivo o M2. Estos macrofagos secretan citocinas antiinflamatorias y pro-fibréticas,
asi como factores pro-angiogénicos que suprimen la inflamacién y promueven la
reparacion tisular [27], [50], [51]. Se ha observado que la deplecién de los macrofagos
produce efectos adversos en el tamafio del infarto, en el remodelado ventricular y en la
formacion de trombos, sin embargo, la restauracién de los macréfagos atenua estos
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efectos [52]. Cabe destacar que, en el IAM, los macréfagos no pueden clasificarse
simplemente como M1 o M2, sino que presentan una amplia gama de fenotipos
matizados, que se explicaran con mas detalle en el siguiente apartado. La modulacion
farmacoldgica de la polarizacion de los macréfagos hacia un fenotipo pro-resolutivo o
antiinflamatorio podria constituir una estrategia terapéutica para mejorar la fase
reparativa tras el IAM [26].

Ademas de los neutrdfilos y los macrofagos, hay otros tipos celulares del sistema
inmune que contribuyen en la fase reparativa, como son las células dendriticas o los
linfocitos T reguladores (Treg). Se ha observado también que las células dendriticas
tienen un papel importante en la reparacion y el remodelado cardiaco, ya que su
deplecion promueve la extension de la fase proinflamatoria al aumentar la infiltracion de
macrofagos proinflamatorios y sostener la produccion de citocinas proinflamatorias [26],
[53]. Los Treg también tienen efectos protectores en el IAM, ya que son capaces de
inhibir el reclutamiento de células inflamatorias y la secrecion de citocinas
proinflamatorias [54], asi como de promover la polarizacién de los macréfagos hacia un
fenotipo pro-resolutivo [55] y de prevenir la apoptosis de los cardiomiocitos [56], entre
otras cosas.

1.5.3. Los macréfagos en el IAM

En condiciones normales dentro del miocardio los macréfagos constituyen entre el
6% y el 8% de las células que no son cardiomiocitos. Estos macréfagos cardiacos
desempefian un papel en el desarrollo cardiaco, la inmunovigilancia y pueden contribuir
a importantes funciones cardiacas especializadas, como la conduccion del impulso
eléctrico [24], [57], [58]. Se ha observado que los macréfagos son especialmente
abundantes en el sistema de conduccidon del corazén, donde forman uniones
comunicantes con los cardiomiocitos a través de conexina 43 [57]. En general, se
encargan del mantenimiento de la homeostasis en el miocardio sano, cambiando su
abundancia y fenotipo en respuesta a lesiones o enfermedades tisulares [59].
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Figura 4. Composicion celular del corazén. El 6% del corazédn esta constituido por células inmunes, dentro
de las cuales se incluyen células NK, macrofagos, linfocitos o células dendriticas. Adaptada de Lafuse, W.
P., Wozniak, D. J., & Rajaram, M. V. 2020. Cells.

Mediante estudios de perfiles transcripcionales a partir de muestras de tejido
cardiaco se han podido identificar subconjuntos distintos de macréfagos cardiacos
humanos que se diferencian en su origen, localizacion y funciéon inflamatoria [60]. Los
macrofagos residentes cardiacos provienen de un linaje embrionario distinto al de los
macrofagos derivados de monocitos circulantes y mantienen una poblacion
autoproliferativa en la edad adulta, que es independiente del reclutamiento de
macrofagos derivados de monocitos y que se va reduciendo con la edad [61], [62].

El estudio detallado de los macréfagos cardiacos mostré que en condiciones sanas
hay al menos cuatro subconjuntos, que se diferencian por sus marcadores. Todos los
macrofagos son CD45'F4/80*CD11b*CD64*MERTK®, pero difieren en la expresion del
MHC de clase I, el receptor de quimiocinas CC-2 (CCR2) y el antigeno linfocitario 6C
(Ly6C). Los macrdéfagos residentes mayoritarios son aquellos que no expresan CCR2
(CCR2) y dentro de ellos se identifican dos grupos MHC-I1’#°CCR2" y MHC-II12"°CCR2-
[62], [63]. Los macrofagos CCR2*, aunque pueden ser residentes en condiciones
normales, suelen ser una poblacion muy pequefa, que aumenta notablemente en
condiciones patoldgicas. La cuarta poblacion de macréfagos es la Ly6C*, que es la
menos abundante de todas [57].
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Figura 5. Poblaciones de macrofagos en el corazon. Las poblaciones de origen embrionario no expresan
en su mayoria CCR2, mientras que la poblacion que si que expresa este marcador suele ser de origen
monocitico. Cada una de las poblaciones cumple una funcién diferente. Adaptada de Lafuse, W. P.,
Wozniak, D. J., & Rajaram, M. V. 2020. Cells.

En condiciones sanas, los macréfagos residentes en el corazén (MHC-II°P3°CCR2 y
MHC-1I2"°CCR2") presentan un perfil similar al de los macréfagos M2 [64], aunque
también expresan algunas citocinas proinflamatorias como IL1B, por lo que estos
macroéfagos residentes cardiacos no se ajustan exactamente a la clasificacion general

33



Introduccion

de macréfagos M1/M2 [65]. En el caso de los corazones humanos los macréfagos
proinflamatorios se caracterizan por ser CD14*CD16°, mientras que los pro-resolutivos
son CD14"CD16" [24].

En condiciones patolégicas, se produce un incremento de la poblacion de
macrofagos MHC-II2*°CCR2*, que deriva de monocitos circulantes. Aunque esta
poblacion generalmente se recluta durante los procesos inflamatorios cardiacos, acaba
sustituyendo a los macréfagos cardiacos embrionarios a medida que sus propiedades
proliferativas disminuyen con la edad. [46], [62]. Sin embargo, a diferencia de los
macrofagos residentes, los macréfagos que se generan a partir de monocitos circulantes
no proliferan en el corazén. Estos monocitos se caracterizan por ser Ly-6C2% vy, a
diferencia de los monocitos Ly-6CP¥°, son mucho mas invasivos, inducen una
monocitosis excesiva y se diferencian en macréfagos. Se ha visto que estos monocitos
inflamatorios dependen de CCR2, CCR5 y CX3CR1 para infiltrarse en las zonas de
lesion.

En el IAM, minutos después de que ocurra el dano isquémico, se produce la
degranulacion de los mastocitos residentes [66], la produccion de citocinas vy
quimiocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF y CCL2) por parte de los macréfagos
residentes y los cardiomiocitos [67], [68], y la activacion de las células endoteliales. Todo
esto conduce al reclutamiento de monocitos CCR2*Ly-6C2" procedentes primero de la
circulacion y después del bazo, que se infiltran en la zona infartada mediante
interacciones entre el ligando MCP-1 y el receptor CCR2 [44], [69]. Aproximadamente al
tercer dia tras el IAM el infiltrado de monocitos alcanza su maximo y se diferencian a
macrofagos [70]. Las poblaciones de macréfagos en la zona infartada alcanzan su
maximo entre los dias 5 y 7 tras el IAM. En este momento, los macréfagos
proinflamatorios de tipo M1 dominan la poblacion celular de la zona infartada y se
encargan de secretar citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B8, IL-6 y MMP,
potenciando la respuesta proinflamatoria y facilitando la descomposicién del colageno y
la matriz extracelular. Estos macréfagos proinflamatorios desempenan un papel esencial
en la preparacion del tejido infartado para su reparacion mediante la eliminaciéon de
células inmunitarias apoptéticas, restos celulares y componentes de la matriz [65]. La
fase proinflamatoria disminuye gradualmente dando paso a la fase reparativa, momento
en el cual se produce una transicion fenotipica de monocitos y macréfagos
proinflamatorios (monocitos Ly-6C2" y macréfagos M1) hacia fenotipos pro-resolutivos
(monocitos Ly-6CP3° y macréfagos M2). Estos monocitos y macréfagos anti-
inflamatorios secretan factor de crecimiento tumoral B (TGF-B) y factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) para promover la proliferacién de fibroblastos que generen
una cicatriz y promover la revascularizacion [46]. Los macréfagos M2, tanto humanos
como murinos, se caracterizan por tener niveles altos de expresién de CX3CR1 [71].

En definitiva, tras el IAM se producen dos olas de infiltrado de monocitos, la primera
a los pocos minutos del IAM, donde se infiltran monocitos Ly-6C2" y la segunda a los 4-
5 dias tras el IAM donde se infiltran monocitos Ly-6CP3° que se diferencian a M2.
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En la zona remota del miocardio, la que esta alejada de la zona de infarto, también
se produce una expansion similar a la que ocurre en la zona infartada, aumentando
primero los monocitos y macrofagos proinflamatorios y, posteriormente, los
antiinflamatorios, aunque estas variaciones se producen dias mas tarde que en la zona
de infarto [24].

Algunos estudios han correlacionado la monocitosis con malos resultados tras el IAM,
por lo que se establecid la hipétesis de que la infiltracién excesiva de monocitos es
perjudicial. Sin embargo, el tratamiento con liposomas cargados con clodronato, un
compuesto que depleta los monocitos circulantes, ya sea durante la fase proinflamatoria
temprana o la fase proliferativa posterior, conduce alteraciones en la reparacion del
infarto [70]. Esto sugiere que la presencia de monocitos y macrofagos es esencial en el
proceso de curacion del infarto.

1.5.4. Los neutréfilos en el IAM

A diferencia de los macréfagos, no existe una poblacion definida de neutréfilos que
esté presente en el corazon sano y tenga funciones homeostaticas, debido
principalmente, al corto tiempo de vida que suelen tener estas células. No obstante, en
condiciones patoldgicas, en concreto cuando se desencadena un IAM, se produce una
fuerte granulopoyesis e infiltracion de los neutréfilos en el corazén. En condiciones
normales, la sefalizacion de CXCL12-CXCRA4 evita la salida de neutrdfilos de la médula
Osea, sin embargo, después del IAM esta sefalizacidn se interrumpe [72] y se activa la
sefnalizacion entre CXCL1/2-CXCR2, que impulsa su movilizacion hacia la sangre
periférica [73]-[75] y su infiltracién en el miocardio isquémico [76]. Los DAMPs vy los
mediadores inflamatorios liberados por las células residentes son reconocidos por los
receptores de los neutrdéfilos [77], que comienzan a fagocitar los restos celulares y de
matriz danada generados por la isquemia. Al mismo tiempo, los neutréfilos comienzan
a secretar ROS, enzimas proteoliticas (como MPO o MMPs) y mediadores inflamatorios
que aumentan la inflamacion y pueden causar muerte en los cardiomiocitos [78].

Los neutrdfilos finalmente entran en apoptosis y son eliminados por los macréfagos
en un proceso conocido como eferocitosis [79]. Este proceso estimula la produccion de
mediadores antiinflamatorios y pro-resolutivos como TGF-1, IL10, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) [80] o SPMs [81], que inician el proceso de resolucion de la
inflamacién [82], [83]. Si los neutrdfilos no se eliminan a tiempo del sitio del infarto se
puede desencadenar un proceso inflamatorio no resolutivo que puede dar lugar a un
remodelado cardiaco adverso [84]. No obstante, se ha visto que, aunque los neutrofilos
contribuyen a la patogénesis del IAM, también son esenciales en el proceso de curacion
y resolucion de la inflamacion, ya que su deplecién genera un empeoramiento de la
funcion cardiaca y aumento de la fibrosis [85], [86].

En concreto, a lo largo del IAM se han descrito dos fenotipos distintos de neutrdfilos,
que se pueden clasificar como neutréfilos N1 (Ly6G*CD2067) y neutrofilos N2
(Ly6G*CD206") [87]. Los neutrdéfilos N1 presentan un perfil proinflamatorio con una alta
expresion de marcadores proinflamatorios como CCL3, IL1B, IL12a y TNFa. Por su
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parte, los neutrofilos N2 expresan altos niveles de moléculas antiinflamatorias como
CD206 o IL10. En general, los neutrofilos N1 siempre son predominantes (>80 % del
total de neutrdfilos), aunque el porcentaje de neutréfilos N2 aumenta progresivamente
después del IAM, pasando de un 2,4% en el dia 1 tras el IAM al 18,1% en el dia 7 [88].
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Figura 6. Los neutrdfilos en el IAM. Inicialmente los neutréfilos presentan un fenotipo N1 proinflamatorio
que tras su degranulacion y NETosis entran en apoptosis. La eferocitosis de los neutréfilos apoptoticos por
parte de macréfagos M1 induce su polarizacion hacia macréfagos M2. Ademas, hay un subtipo de
neutrdfilos N2 en el IAM que expresan CD206 y liberan citocinas antiinflamatorias. Imagen creada con
BioRender.

1.5.5. Los fibroblastos cardiacos en el IAM

Los fibroblastos son las principales células encargadas de la formacién de la cicatriz
tras el IAM. El fenotipo de los fibroblastos cambia a lo largo de las distintas fases que
se producen después del IAM (Figura 7). En un corazdn sano, los fibroblastos cardiacos
interactuan con el entorno extracelular para mantener la homeostasis y contribuyen a la
transduccion de potenciales eléctricos mediante su interaccién con los cardiomiocitos a
través de conexinas [89], [90]. Cuando se desencadena el IAM, los fibroblastos durante
la fase inflamatoria pasan a tener inmediatamente a un fenotipo antimigratorio,
antiproliferativo e inflamatorio, produciendo citocinas proinflamatorias y MMPs [91]. De
esta forma, los fibroblastos contribuyen a eliminar la matriz extracelular (ECM de sus
siglas en inglés) dafiada. Durante la fase proliferativa del IAM, los fibroblastos se
polarizan hacia un fenotipo anti-inflamatorio y proangiogénico. En esta fase aumenta la
expresion de a-SMAy TGFB1 [92]-{94], contribuyendo a la sintesis de componentes de
la ECM [35] y la expresion de VEGF, favoreciendo la angiogénesis en la zona isquémica
[95]. Por ultimo, en la fase de maduracion del IAM, los fibroblastos pasan a tener un
fenotipo antiangiogénico y profibrético, siendo su principal funcién el depésito de ECM
para constituir la cicatriz. Estos fibroblastos se caracterizan por un aumento en la
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sintesis de colageno, fundamentalmente colageno | y Il [96], asi como en la expresién
de fibronectina 1 (FN1) y a-SMA [97]. A partir del séptimo dia tras el IAM, los fibroblastos
comienzan a desactivarse y vuelven a sus funciones homeostaticas.

Los resultados clinicos tras el IAM dependen de la cantidad y la calidad de la cicatriz
formada, por lo tanto, es necesario un equilibrio en el depésito y el entrecruzamiento de
la ECM para minimizar la expansién del infarto y mantener al mismo tiempo una tension
Optima [89].
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Figura 7. Evolucion de los fibroblastos a lo largo del IAM. Modificaciones en su expresiéon génica,
sefializacidn y procesos fisioldgicos en los que participan a lo largo de los dias tras el IAM. Adaptada de
Daseke II, M. J. et al. 2020. Matrix biology.

1.5.6. Tratamientos frente la inflamacion en el IAM

El papel fundamental de la inflamaciéon en todos los aspectos de la respuesta
fisiolégica ante el IAM sugiere que el tratamiento de sefales inflamatorias concretas
puede ser prometedor para reducir la mortalidad y prevenir la insuficiencia cardiaca en
pacientes que sobreviven a un IAM. El disefio de estas estrategias terapéuticas debe
tener en cuenta importantes consideraciones temporales y espaciales, ya que los
procesos inflamatorios tienen diferentes funciones y consecuencias en las distintas
fases tras el IAM. No obstante, es probable que exista una ventana de oportunidad
terapéutica para atacar de forma segura y eficaz sefiales inflamatorias especificas. Sin
embargo, en la actualidad todavia no hay desarrollada completamente ninguna
estrategia terapéutica dirigida frente al proceso inflamatorio en el IAM [32], [98].

Los primeros intentos de inhibir la inflamacién se centraron principalmente en el uso
de estrategias antiinflamatorias amplias, como el uso de glucocorticoides,
antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs de sus siglas en inglés) y estrategias
inmunomoduladoras con ciclofosfamida, metotrexato o ciclosporinas. Todas estas
estrategias solian tener consecuencias adversas, por lo que fracasaron [32], [99]. Estos
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fracasos junto con los avances en la comprension de la respuesta inflamatoria
condujeron al desarrollo de dianas inflamatorias especificas en el IAM. Dentro de estas
dianas se incluyen el complemento, la proteina C reactiva, integrinas y selectinas
concretas, quimiocinas y citocinas. Entre todas ellas, las dianas terapéuticas que mayor
interés han suscitado son las citocinas IL1B, IL6 y TNFa.

La Anakinra es una forma recombinante del antagonista del receptor de IL1 que se
une a él, pero no activa una respuesta de sefalizacion, por lo que funciona como un
inhibidor competitivo de IL1a/IL1B. Por otro lado, los anticuerpos anti-IL1B (como
canakinumab) inhiben selectivamente las respuestas mediadas por esta citocina. En la
mayoria de los estudios experimentales de 1AM, la inhibicién del IL1 con Anakinra o
anticuerpos anti-IL-1B8 mostré efectos protectores, reduciendo el tamafo del infarto y
previniendo el remodelado adverso [100], [101]. Debido a los buenos resultados
preclinicos se inici6 un ensayo clinico, “Estudio de resultados de trombosis
antiinflamatoria de canakinumab (CANTOS)” para estudiar el efecto de canakinumab en
pacientes con enfermedad cardiovascular obteniendo resultados modestos [102]. Por
otro lado, estudios piloto han demostrado que Anakinra se puede administrar de manera
segura en pacientes con STEMI y puede atenuar la el remodelado adverso, al tiempo
que protege del desarrollo de insuficiencia cardiaca posterior al IAM [103], [104].

Se ha estudiado también el efecto de Tozilizumab, un anticuerpo antagonista de IL6
en pacientes con NSTEMI, observando que reduce la respuesta inflamatoria y la
liberacion de cTnT tras una ICP en estos pacientes [105], [106]. Otra de las citocinas
sobre las que se ha intentado actuar en el IAM es TNFa, administrando Etanercept, un
antagonista de esta citocina, en pacientes que acababan de sufrir un infarto. Los
resultados de este ensayo clinico mostraron que la terapia frente a TNFa no inducia
mejoras significativas en los pacientes con IAM, por lo que no estaba indicada [107].

En general, el desarrollo de terapias frente a la inflamaciéon en el IAM no ha
demostrado efectos terapéuticos significativos, debido probablemente a la complejidad
de la respuesta inflamatoria en el infarto. Sin embargo, pese a los resultados modestos
que se han obtenido hasta ahora, existen evidencias de que la terapia frente a la
inflamacién puede ser muy prometedora, por lo que es necesario seguir investigando en
este campo. Teniendo esto en cuenta, se sigue intentado desarrollar nuevas terapias
frente al IAM, que lo traten desde diferentes aproximaciones, entre ellas la inflamacion.
Dentro de estas terapias destaca la terapia celular como posible candidato para tratar el
IAM.

2. Terapia celular: células mesenquimales estromales

Una de las aproximaciones actuales para el tratamiento del IAM es la terapia celular.
Dentro de la terapia celular existen distintos tipos de células que han demostrado efectos
terapéuticos en diferentes estudios. Uno de esos tipos celulares son las células
mesenquimales estromales (MSC de sus siglas en inglés).
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2.1. MSC: origen, definicién, fuentes

Las MSC son células multipotentes descritas por primera vez por Friedenstein en la
década de los 60 [108], que se pueden aislar a partir de diferentes tejidos y expandir in
vitro de forma eficiente. Friedenstein las describié inicialmente como fibroblastos-unidad
de formacion de colonias (CFU-F de sus siglas en inglés) y no fue hasta 1991 cuando
Caplan acuné el término célula madre mesenquimal (MSC, de mesenchymal stem cell)
[109]. En 1999 Pittenger et al. demostraron el potencial de estas células para
diferenciarse a distintos tejidos como adipocitos, osteoblastos y condrocitos in vitro, lo
que potencié aun mas la investigacion con estas células [110]. La nomenclatura de estas
células como células madre mesenquimales fue debatida durante mucho tiempo hasta
que en 2005 la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso que estas
células debian denominarse células mesenquimales estromales (MSC, de
mesenchymal stromal cell), en vez de células madre mesenquimales, debido a la falta
de pruebas concluyentes acerca de su capacidad “stem” [111]. En 2006, la ISCT
establecio las cuatro caracteristicas fundamentales de las MSC [112]: (1) presentar
capacidad de auto-renovacion [113]; (2) ser capaces de adherirse a superficies plasticas
en condiciones de cultivo estandar; (3) ser capaces de diferenciarse in vitro a
osteoblastos, adipocitos y condroblastos en condiciones estandar de diferenciacion; (4)
mas del 95% de la poblacién de MSC debe expresar en su superficie los antigenos
CD105, CD73 y CD90 y no expresar ningun antigeno hematopoyético (CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a, CD19 y HLA-II) [114], [115].
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Figura 8. Fuentes tisulares y caracteristicas de las MSC. Las MSC se pueden aislar a partir de diferentes
tejidos (tejido adiposo, médula dsea, cordon umbilical, pulpa dental o placenta, entre otros). Las
caracteristicas principales de las MSC segun la ISCT son: adhesién al plastico, diferenciacion a
osteoblastos, condroblastos y adipocitos y ser positivas 0 negativas para ciertos marcadores. Imagen
creada con BioRender.
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Aunque inicialmente las MSC se descubrieron en médula 6sea, estas células se han
aislado y caracterizado a partir de diferentes tipos de tejido, entre los que se incluyen la
pulpa dentaria [116], el tejido adiposo [117], el liquido sinovial [118], la placenta [119],
[120] o el corddn umbilical [121], entre otros. Diferentes estudios realizados en la primera
década de los 2000 [122]-[124] mostraron que las células perivasculares y las MSC
compartian marcadores como CD146 o PDGFR vy los pericitos aislados y cultivados
presentaban caracteristicas similares a las MSC. Esto llevé a la teoria de que la mayoria
de las MSC podian provenir de precursores perivasculares [122], [124]. Las MSC tienen
una gran capacidad de responder rapidamente a las lesiones en diferentes tejidos, lo
cual podria explicarse por la amplia distribucion de los precursores perivasculares a lo
largo del organismo [125]. No obstante, todas las MSC no se comportan de la misma
forma, se ha observado que dependiendo de la fuente tisular de la que se obtienen, las
MSC pueden presentar diferencias en cuanto a sus caracteristicas biologicas [126],
[127]. Esta heterogeneidad se refleja a través de la capacidad de proliferacion o
diferenciacion de las MSC e incluso en los mecanismos paracrinos de las mismas. Las
hipotesis indican que esta heterogeneidad se debe a la influencia del microambiente
especifico de cada nicho de origen de las MSC, que presenta sefales quimicas y
mecanicas diferentes que influyen sobre las caracteristicas finales de las MSC [128],
[129]. Ademas, se ha observado que las MSC en cultivo conservan estas caracteristicas
derivadas de su microambiente de origen [128].

2.2. Propiedades terapéuticas MSC

En el auge de la terapia celular, las MSC se postularon como fuertes candidatos para
realizar este tipo de terapias debido a sus propiedades terapéuticas y a su facil
obtencion y mantenimiento en cultivo. Se realizaron numerosos estudios preclinicos que
demostraron las propiedades terapéuticas de estas células en términos de
inmunomodulacion, apoyo tréfico y regeneraciéon y diferenciacion a algunos tipos
celulares [130].

2.2.1. Propiedades tréficas de las MSC

Las MSC secretan una amplia gama de factores paracrinos, que en su conjunto se
denominan secretoma, que favorecen procesos regenerativos [130]. Dentro de estos
factores paracrinos se incluyen quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento o
moléculas de adhesién, entre otros [131]. Estos factores troficos tienen efectos
regenerativos a través de la inhibicién de la muerte celular y la fibrosis, la estimulacion
de la vascularizacion, la promocién de la remodelacion y reparacion tisular o la induccidn
de la cicatrizacion de heridas [132]. Los factores tréficos que suelen liberar las MSC son
el factor de crecimiento transformante p-1 (TGF-B-1), el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), la prostaglandina E2 (PGEZ2), el interferdn y (IFN-y), el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de
crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) y el éxido nitrico. Estas moléculas inducen
la proliferacion celular de fibroblastos y células endoteliales, entre otras, promoviendo la
angiogénesis y reparacion tisular. Ademas, también contribuyen a la quimiotaxis de
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queratinocitos, fibroblastos y células del sistema inmune favoreciendo la regeneracién
tisular y la cicatrizacién de las lesiones [133]-[135].

Fibrosis

Angiogénesisi W \

KGF, HGF,
VEGEF, IGF-1,
EGF, Ang-1

Proliferacion

| Angiogenina, | EGF, HGF,
Angiopoyetina, bFGF, IGFBP-1,
VEGF, TIMP-1, / M-CSF
. MMPs msc
- : o PN

Inmunomodulacién / Apoptosis j/vf%j\
f Chee 4T \
Lo, 1s, ¢ & | ker i |
TNFa, IL6, IDO, Quimiotaxis , ¢, .* \ VEGF. CINC-3 |
PGE2 £ TIMP-1 /

CCL5,
CXCL12,
CCL8

hS

Figura 9. Mecanismos implicados en las propiedades terapéuticas de las MSC. Creada con BioRender.
2.2.2. Propiedades inmunomoduladoras de las MSC

Una de las principales caracteristicas de las MSC que ha aumentado su interés
clinico es la capacidad inmunomoduladora que presentan. Las MSC tienen la capacidad
de interactuar y regular la funcién de la mayoria de las células efectoras implicadas en
la respuesta inmune [136], lo que las convierte en candidatas para la terapia celular de
enfermedades que cursan con trastornos inflamatorios. Las MSC ejercen efectos
inmunomoduladores sobre células tanto de la respuesta inmune innata como de la
adaptativa. Por un lado, son capaces de promover la polarizacion de los macréfagos
desde un fenotipo proinflamatorio (macréfagos M1) hacia un fenotipo pro-resolutivo
(macrofagos M2) [137], [138] mediante la secrecion de moléculas y metabolitos
inmunosupresores como la prostaglandina E2 (PGE2) o el lactato, entre otros [139],
[140]. Ademas, son capaces de limitar la movilizacion de neutréfilos, monocitos y
macrofagos a las zonas dafadas reduciendo su adhesion al endotelio vascular [137],
[141]. Las MSC retrasan la apoptosis espontanea de los neutrdfilos activados y en
reposo mediante un mecanismo dependiente de interleucina (IL)-6, preservandolos en
el nicho de la médula 6sea [114], [134], [142]. En cuanto a las células dendriticas (DCs
de sus siglas en inglés), las MSC han demostrado ser capaces de inhibir la maduracion
de los monocitos hacia este tipo celular [143], [144] y de alterar su funcién presentadora
de antigenos [144], [145]. Por otro lado, las MSC son capaces de inhibir la proliferacién
de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, de sus siglas en inglés)
mediante la inhibicién del complemento [146], [147]. Las MSC también inmunomodulan
a las células asesinas naturales (NK de sus siglas en inglés) inhibiendo su activacion y
reduciendo su actividad citotdxica [148], [149]. En relacion a los mastocitos, las MSC
limitan su degranulacion y secrecidn de citocinas proinflamatorias, asi como su
migracion [150].
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En cuanto a las células de la respuesta inmune adaptativa, las MSC inhiben la
proliferacion de linfocitos B [151] y T (tanto CD4+ como CD8+) [152], reducen la sintesis
de citocinas proinflamatorias y aumentan la secrecion de citocinas antiinflamatorias por
parte de los linfocitos [153]; reducen también la secrecion de inmunoglobulinas por parte
de los linfocitos B [151] y aumentan la poblacion de linfocitos T reguladores (Tregs) [154],
[155], entre otras acciones.
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Figura 10. Efecto inmunomodulador de las MSC sobre las distintas poblaciones de células del sistema
inmune. Adaptada con BioRender de Andrzejewska, A., Lukomska, B., & Janowski, M. 2019. Stem cells.

2.3. MSC en IAM

Las MSC se consideran una opcion interesante en terapia celular por distintas
razones: por un lado, son faciles de aislar, sus propiedades terapéuticas han sido
demostradas en numeros estudios preclinicos aplicados a un abanico amplio de
enfermedades (enfermedades musculoesqueléticas [156], enfermedades neuroldgicas
[157]-159] o enfermedades cardiovasculares [160], [161], entre otras) y se caracterizan
por tener muy poca capacidad inmunogénica debido a la ausencia de moléculas del
complejo de histocompatibilidad (HLA) de clase Il y de moléculas co-estimuladoras de
linfocitos T en su superficie celular [162].

Centrandonos unicamente en la patologia cardiovascular, se han realizado nimeros
ensayos preclinicos en modelos animales de ratéon [163], [164], rata [165]-[168] e
incluso cerdo [169]-[171], que han mostrado la capacidad de las MSC de mejorar la
funcion cardiaca tras el |AM, reducir el remodelado adverso y contribuir a la
regeneracion de la zona cardiaca afectada [172], [173]. Aunque inicialmente se pensaba
que estos efectos beneficiosos se debian, en parte, a la capacidad de las MSC de
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diferenciarse a cardiomiocitos, posteriormente se comprobd que la diferenciacion de las
MSC a células cardiacas era extremadamente dificil, por lo que se establecié que la
accioén terapéutica de las MSC se debe fundamentalmente a sus efectos paracrinos
[174]. El secretoma liberado por las MSC modula numerosos procesos celulares que
contribuyen a la proteccion y reparacion cardiovascular [175]. El tratamiento con MSC
promueve la supervivencia y proliferacién de los cardiomiocitos a través de rutas de
sefalizacién mediadas por Akt [176]; favorece el remodelado de la matriz extracelular
reduciendo la fibrosis y la formacidén excesiva de tejido cicatricial [177]; y favorece la
angiogénesis en la zona afectada [178], [179]. Sin embargo, uno de los principales
mecanismos por los que las MSC ejercen un efecto beneficioso en el IAM es su efecto
inmunomodulador sobre las distintas células del sistema inmune [175]. Las MSC actuan
sobre los macréfagos presentes en la zona infartada promoviendo su diferenciacion
hacia macréfagos pro-resolutivos [180], [181]; reducen la liberacion de citocinas
proinflamatorias y aumentan la secrecién de citocinas anti-inflamatorias; y disminuyen
la activacién de linfocitos T y su actividad citotdxica [182], [183]. En conjunto, promueven
la transicion a la resolucién de la inflamacién en la zona de infarto, favoreciendo una
mejora de la funcion cardiaca y del remodelado.

Los efectos beneficiosos observados en los tratamientos con MSC en el ambito de
las patologias cardiovasculares condujeron a la realizacion de ensayos clinicos con
estas células (Tabla 1) [160], [184]. Estos ensayos han mostrado también ciertas
mejoras en los pacientes, sin embargo, estos beneficios no han sido tan grandes como
se esperaba inicialmente. Una de la hipdtesis de esto es que realmente el efecto
beneficioso de las MSC no se debe a la propia célula en si, ya que, dependiendo de la
via de administraciéon de las mismas, el numero de células que llega a la zona afectada
y que sobrevive ahi es muy bajo, por lo que el efecto beneficioso se debe a su
secretoma. Dentro del secretoma, las vesiculas extracelulares (EVs de sus siglas en
inglés) se han postulado como el principal efector de los beneficios observados con el
tratamiento de las MSC [185], [186]. Esto ha conducido a lo largo de los ultimos afos a
terapias basadas unicamente en las EVs obtenidas de las MSC, logrando efectos
terapéuticos similares o incluso mejores que el tratamiento con las células.

Titulo del estudio Enfermedad | Tratamiento Fase Referencia
) . Enfermedad Inyecciénde
In Vivo T;jg:':”?’ :’; Uﬁp'g Labeled isquémica MSC marcadas | Fasel | NCT03651791
inthe Hea coronaria con USPIO
Intravenous MSC Therapy on Infarto de
Ischemia-Reperfusion Injury in miocardio WJ-MSCs Fase l/ll | NCT03533153
Patients With Myocardial Infarction
UC-MSC Transplantation for Left Disfuncion del VI
Ventricular Dysfunction After AMI AMI UC-MSC Fasel NCT03902067
Treatment of Heart Failure Using Isquemia hUC-MSC
Human Umbilical Cord Mesenchymal miocardica. alogénicas Fase l/ll | NCT04939077
Stem Cells(hUC-MSC) Disfuncion del VI 9
Umbilical Cord Mesenchymal Stem
Cell Improve Cardiac Function on ST- STEMI uc-MSC Faselll | NCT05935423
elevation Myocardial Infarction
(STEMI) Patients
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- . Cardiopatia
Human Umbilical Cord Stroma MSC in isquémica UC-MSC Fase /Il | NCT02323477
Myocardial Infarction crénica
MesenchYmal STROMAL CELL Cardiopatia
Therapy in Patients With Chronic isquémica MSC Fasell | NCT01449032
Myocardial Ischemia (MyStromalCell crénica
Trial)
Bone Marrow-derived Mesenchymal Isquemia
Stem Cells (MSC) Administration in miocardica BM-MSC Fasel | NCT02460770
Weaning From Left Ventricular Assist cronica autdlogas
Device
Prospective Randomized Study of Inyeccionde
Mesenchymal Stem Cell Therapy in | ;¢ g geryy | MSCautologas | ooy [ NeTO0587990
Patients Undergoing Cardiac Surgery a dosisbajay
(PROMETHEUS) alta
Intracoronary Human Wharton's Jelly-
Derived Mesenchymal Stem Cells
(WJ-MSCs) Transfer in Patients With STEMI WJ-MSC Fasell | NCTO1291329
Acute Myocardial Infarction (AMI)
Administration of Mesenchymal Stem Isquemia BM-MSC
Cells in Patients With Chronic miocardica autéloqas Fasell NCT02462330
Ischemic Cardiomyopathy (MESAMI2) crénica g
Clinical Trial of Human Allogenic .
. CardiALLO™
Cu!ture-expanded Bone Marrow- Fallo_ ca’r.dlaco, hBM-MSC Fase | NCTO05925608
derived Mesenchymal Stem Cells sistdlico alogénicas
(CardiALLO) €
Randomized Study of Coronary Fallo cardiaco
Revascularization Surgery With ' i
Injection of WJ-MSCs and Placement EZL?L“;:;‘:CI WJ-MSC Fase l/ll | NCT04011059
of an Epicardial Extracellular Matrix
Combination of Mesenchymal and C-
kit+ Cardiac Stem Cells as Cardiomiopatia MSC y células
Regenerative Therapy for Heart isquémica C-kit+ Fase |l NCT02501811
Failure
Safety Study of Adult Mesenchymal
Stem Cells (MSC) to Treat Acute Infarto de Provacel Fasel | NCT00114452
- - miocardio (hMSC)
Myocardial Infarction
The Transendocardial Autologous Infarto de
Cells (hMSC) or (hMSC) and (hCSC) miocardio hMSC autélogas | Fasel/ll | NCT02503280
in Ischemic Heart Failure Trial.
Prochymal® (Human Adult Stem
Cells) Intravenous Infusion Following L’:ifj::rgiz prf’thhé"g‘)"@ Fasell | NCT00877903
Acute Myocardial Infarction (AMI)

Tabla 1. Ensayos clinicos con MSC en enfermedades coronarias isquémicas. Fuente: clinicaltrials.org

3. Vesiculas extracelulares (EVs)

3.1. Definicion y biogénesis

Las EVs son pequenas particulas liberadas por células tanto procariotas como
eucariotas que estan delimitadas por una bicapa lipidica y no se pueden replicar, ya que
carecen de nucleo funcional [187]. La secreciéon de EVs por parte de las células es un
proceso conservado evolutivamente [188], de forma que las EVs de una determinada
especie tienen potencial para regular procesos celulares en otras especies [189]. En los
organismos pluricelulares, las EVs se liberan al medioambiente extracelular a partir de
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diferentes tejidos, por lo que en humanos se pueden aislar EVs en cualquier fluido
corporal [190], [191]. Las EVs contienen en su interior una gran variedad de moléculas,
entre las que se incluye DNA, RNA mensajero (RNAm), micro-RNAs (miRNAs),
proteinas, lipidos y otros metabolitos [192]. Este cargo de las EVs varia en funcién del
origen celular y de si las condiciones celulares son fisioldgicas o patolégicas [193].

Tradicionalmente, las EVs se han dividido en tres grupos diferentes en funcion de su
biogénesis: exosomas, microvesiculas (MVs) y cuerpos apoptoticos. Los exosomas son
EVs de origen endosomico de entre 30-200 nm de diametro que se originan por
invaginacion de las membranas de los endosomas. Esto conduce a la formacién de
vesiculas intraluminales (ILVs, de sus siglas en inglés) que posteriormente pasan a
formar parte de cuerpos multivesiculares (MVBs, de sus siglas en inglés) que se liberan
en el espacio extracelular al fusionarse con la membrana plasmatica [194]. Por su parte,
las MVs, que presentan un tamafno de entre 150-1000 nm, se ensamblan en la
membrana plasmatica a partir de la cual se liberan por gemacion [190] y su biogénesis
implica distintos mecanismos que la biogénesis de los exosomas [192]. El tercer tipo de
EVs, los cuerpos apoptoéticos, se liberan cuando la célula de origen sufre un proceso
apoptético y se caracterizan por ser heterogéneas y tener un mayor tamano (entre 50-
5000 nm) [192], [195].
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Figura 11. Clasificacion tradicional de las EVs en exosomas, microvesiculas (MVs) y cuerpos apoptoticos.
Los exosomas tienen origen endosémico a partir de la invaginacion de la membrana. Las MVs se generan
por gemacion de la membrana y los cuerpos apoptoéticos se originan cuando la célula entra en apoptosis.
Adaptada de Dispertech.

Aunque tradicionalmente esta ha sido la clasificacién empleada, actualmente, debido
a la falta de marcadores especificos de los distintos subtipos de EVs y al solapamiento
en tamafio y cargo de los exosomas, MVs y cuerpos apoptdticos, la Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV de sus siglas en inglés) ha decidido
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realizar una nueva clasificacién de las EVs. Segun la normativa actual, las EVs se
dividen en funcion de su tamafo en EVs de pequeno tamano (sEVs de sus siglas en
inglés), que tienen menos de 200 nm de diametro, y EVs de mediano o gran tamano
(m/IEVs de sus siglas en inglés), que tienen mas de 200 nm de diametro [196].

Aunque las EVs se descubrieron hace mas de cuatro décadas, el interés por ellas se
ha incrementado a lo largo de los ultimos afios, al comprobar que tienen una gran
importancia en la comunicacion intercelular [197], [198] y que participan en procesos
tanto fisiologicos como patoldgicos [199]. Las sEVs, que se corresponderian con lo que
antes se denominaba exosomas, son el tipo de EVs mas estudiadas y con mayor interés
terapéutico. Tal y como se ha mencionado anteriormente, las sEVs se generan como
ILVs dentro de los MVBs, que al fusionarse con la membrana plasmatica liberan al medio
extracelular las ILVs en forma de sEVs. Los procesos que gobiernan la formacién de
ILVs dentro de los MVBs y la subsiguiente fusion con la membrana plasmatica para
liberar las sEVs al espacio extracelular todavia no se conocen completamente, aunque
si que se ha establecido parte de la maquinaria molecular que participa en esta
biogénesis [192], [200]. EI mecanismo de generacion de sEVs mejor descrito es en el
que participa la maquinaria de los complejos de clasificacién endosémica necesarios
para el transporte (ESCRT, por sus siglas en inglés). Esta maquinaria constituida por
diferentes proteinas con funciones especificas se encarga de promover la gemacién y
liberacion de las ILVs [201] y es importante a la hora de establecer el cargo de las EVs.
Sin embargo, también hay otros mecanismos independientes de ESCRT [202] en los
que se cree que las ILVs y la formacion de sEVs implica la conversion de esfingomielina
en ceramida por esfingomielinasas [203], aunque esta via no esta completamente
investigada. Dependiendo de la ruta de biogénesis por la que se generen las sEVs el
cargo y los marcadores de membrana de las vesiculas seran distintos en su composicién
0 en su proporcion [194].

Una vez liberadas en el espacio extracelular, las EVs pueden llegar a las células
receptoras y liberar su contenido modificando su expresion génica de forma pre y/o post-
transcripcional y promoviendo cambios fenotipicos que pueden afectar su estado
fisioldgico o patolégico [204]. Las EVs pueden inducir cambios en las células receptoras
a través de una simple interaccién entre los receptores de superficie y los ligandos de
las células diana, mediante su internalizacion o mediante la fusidén de su membrana con
la membrana plasmatica de la célula receptora [187]. En concreto, se han descrito cuatro
mecanismos diferentes por los que las EVs interaccionan con las células diana:

e Union superficial: consiste en una interaccién directa entre los lipidos o las
proteinas transmembrana de las EVs con receptores presentes en la
membrana plasmatica de la célula diana, promoviendo la activacién de
cascadas de sefializacion intracelular [194].

e Fusion de membranas: consiste en la fusién directa de la membrana de las
EVs con la membrana plasmatica de la célula diana, liberando su contenido
en el citoplasma celular. Este proceso no se comprende todavia
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completamente, pero parece ser uno de los mecanismos mas importante en
la liberaciéon de acidos nucleicos [200], [205].

o Captacion: las EVs pueden internalizarse en la célula diana mediante
macropinocitosis, fagocitosis, endocitosis mediada por caveolina, endocitosis
mediada por clatrina o endocitosis mediada por balsas lipidicas. Una vez
dentro de la célula las EVs pueden liberar su contenido en el citosol [206].
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3.2. Composicion

Las EVs estan constituidas por una bicapa lipidica que envuelve un pequefio citosol
libre de organulos en el que hay una mezcla heterogénea de distintas macromoléculas
[194], [207]. El cargo de las EVs contiene predominantemente proteinas citosdlicas
derivadas de la célula de origen, mientras que la composicion de la bicapa lipidica
normalmente difiere de la de la membrana plasmatica de la célula de la que provienen
[208]. En cuanto al cargo proteico, las proteinas tipicas que se encuentran en los
exosomas incluyen aquellas involucradas en la formacion de MVBs (Alix, TSG101), en
el transporte y fusion de membranas (anexinas, flotilinas, GTPasas), en la adhesién
(integrinas) o en la presentacion de antigenos (moléculas MHC clase | y IlI). Ademas,
también son tipicas las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), las proteinas de choque
térmico (HSP70, HSP90) y proteinas relacionadas con los lipidos [209]-[211]. Todas
estas proteinas suelen identificarse en las EVs independientemente del tipo celular de
origen. Sin embargo, ademas de estas proteinas comunes, las EVs suelen tener una
firma proteica especifica de tejido o tipo celular [209]. Algunas proteinas especificas se
cargan preferentemente en las EVs, pero aun no esta claro el mecanismo por el cual
esto ocurre.

Ademas de proteinas, las EVs también estan enriquecidas en lipidos particulares,
principalmente ceramida, colesterol, fosfatidilserina y esfingolipidos [212]. Se ha
observado que los lipidos no solo tienen un papel estructural en las membranas de las
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EVs, sino que también son esenciales en la formacion y liberacion de las vesiculas al
entorno extracelular [213]. La abundancia relativa de los lipidos en las membranas de
las EVs puede variar segun el tipo de célula de la que se originan, el estado fisioldgico
de la célula y el destino y la funcion de la vesicula [214]. Ademas, estudios lipiddomicos
recientes han mostrado que algunos lipidos se distribuyen de forma exclusiva o
preferencial en ciertos tipos de EVs, lo que sugiere la existencia de varios procesos
altamente controlados que involucrados en la biogénesis y el empaquetamiento del
cargo en los que los lipidos juegan un papel indispensable.

Otro de los componentes moleculares presentes en el interior de las EVs es el RNA.
Se ha descrito que las EVs transportan RNAm, miRNAs y algunos RNAs no codificantes
[204]. Cuando se transfieren a las células diana, los RNAmM se traducen en proteinas
[215] y los miIRNAs pueden silenciar los genes diana [216]. Estos hallazgos han dado
paso al estudio del papel del RNA extracelular liberado por las EVs en diferentes
procesos biolégicos, como la respuesta inmunitaria, el cancer o las infecciones virales,
entre otros. Sin embargo, los mecanismos que controlan la carga especifica de ciertos
RNAs en las EVs todavia no se conocen perfectamente.

Las EVs también incorporan DNA gendmico mediante mecanismos que todavia se
desconocen. Probablemente, este proceso esté mediado por la liberacion de fragmentos
de DNA en el citoplasma celular durante la mitosis después de la ruptura de la
membrana nuclear. Las EVs pueden contener tanto oncogenes como elementos
transponibles del DNA gendémico [217]. No obstante, la funcion del DNA incorporado en
las EVs aun no esta clara y se necesitan mas estudios para comprender su posible papel
en los procesos fisiolégicos y patoldgicos.
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3.3. Métodos de aislamiento y caracterizacion de las EVs

3.3.1. Aislamiento de las EVs

En la actualidad se han desarrollado muchas técnicas para la separacion de las EVs
que dependen en gran medida de sus rasgos biofisicos y/o bioquimicos, como el
tamano, la densidad, la forma y los marcadores de superficie que presentan [218]. La
seleccion de la técnica de aislamiento es importante, ya que se ha comprobado que
afecta a la integridad estructural y a la actividad funcional de las EVs [219]. Aunque
existen diferentes técnicas de separacion, todavia no se desarrollado ninguna estrategia
de aislamiento ideal que combine una alta pureza, un alto rendimiento e integralidad
estructural y funcional [220].

Los métodos de aislamiento de EVs que mas se emplean actualmente son:
ultracentrifugacion diferencial, centrifugacién en gradiente de densidad, ultrafiltracion,
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, de sus siglas en ingles), precipitacion,
captura por inmunoafinidad y otras técnicas de separacion basadas en la carga de las
EVs [218], [221], [222].

La ultracentrifugacion diferencial (UC) es la técnica mas comunmente empleada
para el aislamiento de las EVs [223]. Se basa en la eliminacion de particulas de mayor
tamano y otros deshechos mediante la centrifugacion a baja velocidad, de manera que
estos precipitan, mientras que las EVs se quedan en el sobrenadante. A continuacion,
para aislar estas EVs libres de otras impurezas se realizan centrifugaciones a
velocidades mas elevadas. Se trata de una técnica facil y de bajo coste, pero la pureza
con la que se obtienen las EVs no es demasiado elevada, ya que se arrastran
contaminantes que coprecipitan junto con las EVs [224]. La centrifugacion en gradiente
de densidad se basa en el principio de que las particulas con una densidad especifica
permaneceran suspendidas tras la centrifugacion en una capa liquida que presenta una
densidad similar [218].

La ultrafiltracién (UF) es una técnica de aislamiento basada en el tamafo de las EVs.
Se utilizan membranas con un corte determinado de peso molecular, lo que permite
separar las particulas por su tamafo. Esta técnica permite concentrar las EVs en
volumenes mas pequefios, con los que posteriormente realizar otra técnica de
separacion. Dentro de la ultrafiltracion, recientemente ha cobrado importancia la técnica
de filtracién de flujo tangencial (TFF de sus siglas en inglés), en la que las particulas
fluyen paralelas a la membrana en vez de perpendicularmente, evitando problemas de
obstruccién [225].

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC de sus siglas en inglés) es un
método ampliamente conocido que utiliza polimeros para formar una fase estacionaria
porosa en una columna cromatografica. Las EVs se separan del resto de componentes
por el tiempo que tardan en salir de la columna, que depende directamente de su
tamano. El aislamiento con SEC permite conservar mejor la estructura fisica y las
funciones bioldgicas de los EVs en comparacion con otras técnicas como la UC vy
ademas, permite obtener rendimientos altos de aislamiento [226].
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Alo largo de los ultimos afos, varios estudios han demostrado que el aislamiento de
EVs mediante la combinacion de varias técnicas da mejores resultados [227].
Concretamente, la combinacion de TFF seguida de SEC permite aislar EVs con un
mayor rendimiento, preservando las caracteristicas biofisicas de las vesiculas y
manteniendo su funcionalidad [228], [229].

Los métodos de precipitacion consisten en anadir agentes precipitantes que
permiten separar las EVs mediante un proceso de centrifugacién. No obstante, los
agentes precipitantes a veces son dificiles de separar de las EVs aisladas y en muchas
ocasiones también arrastran otros contaminantes [218]. La captura por inmunoafinidad
se basa en el aislamiento de las EVs en funciéon de marcadores especificos presentes
en su superficie. Se suelen emplear anticuerpos especificos unidos a beads magnéticas
que reconocen ligandos presentes en las EVs. De esta forma, mediante el uso de un
iman, se pueden aislar las EVs de interés del resto de componentes [221].
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Figura 15. Métodos de aislamiento de EVs mas empleados. Cada uno de los métodos presenta
caracteristicas diferentes en cuanto a la facilidad y rapidez de realizacion o la pureza del producto obtenido.
Algunos de estos métodos se pueden combinar como la filtracion de flujo tangencial y la cromatografia de
exclusién por tamafo. Adaptada de Wang, Y. et al. 2020. Cancers.

3.3.2. Caracterizacion de las EVs

La ISEV ha establecido una serie de requisitos minimos para la caracterizacién de
las EVs [196]. Por un lado, actualmente es necesario describir cuantitativamente tanto
la fuente a partir de la que se han obtenido las EVs (numero de células, volumen de
partida o peso del tejido) como la preparacién de EVs obtenida (cantidad total de
proteinas o lipidos, cantidad total de particulas o ratios entre estos valores). Ademas, es
necesaria una caracterizacion general en la que se muestren al menos tres marcadores
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proteicos positivos, dentro de los cuales uno tiene que ser una proteina transmembrana
y otro una proteina citosdlica. La técnica por la que se hace normalmente esto es
Western Blot, caracterizando marcadores tipicos como CD9, CD81, HSP70 o TSG101.
Actualmente también es necesario mostrar un marcador proteico negativo para las EVs,
como la calnexina, para demostrar que el extracto de EVs es puro. Finalmente es
necesario realizar una caracterizaciéon de vesiculas individuales empleando dos tipos de
técnicas, la microscopia electronica, que permite describir el tamafo y la morfologia de
las particulas y el analisis de seguimiento de particulas (NTA, de sus siglas en inglés) u
otra técnica similar, que permite describir la trayectoria de las EVs y analizar su tamafio
y su concentracion.

3.4. Efectos terapéuticos de las EVs derivadas de MSC

Las EVs derivadas de MSC (MSC-EVs) recapitulan los efectos terapéuticos de las
células de origen. Como se ha mencionado previamente, diversos estudios realizados
a lo largo de los ultimos afos demostraron que el efecto de las MSC en diferentes
patologias estaba mediado por las EVs liberadas por estas células. Todos estos estudios
cambiaron la forma de ver la terapia con MSC, que a partir de ese momento se ha
centrado mayoritariamente en la terapia con las EVs derivadas de estas células. Este
tipo de terapia permite recapitular los efectos beneficiosos de las células, eliminando a
su vez los riesgos que conlleva la terapia celular.

Los mecanismos subyacentes que se atribuyen a la accidn terapéutica de las EVs
son diversos e incluyen la reduccion o induccion de respuestas inmunitarias, la
reduccion de la inflamacion, la inhibicién de la apoptosis, la minimizacion del estrés
oxidativo, la estimulacion de la regeneracion de heridas y la promocion de la
angiogénesis, que actuan en conjunto para mejorar los efectos adversos de las
enfermedades, promover la curacion y restaurar la funcion del tejido dafiado [230].

3.4.1. Efecto inmunomodulador de las EVs

Diferentes estudios, tanto in vitro como in vivo han demostrado que las MSC-EVs
pueden ejercer efectos sobre las diferentes células del sistema inmune, modulando la
respuesta inmunitaria. Los efectos inmunomoduladores de las EVs estan relacionados
con las moléculas bioactivas que cargan (miRNAs, proteinas o lipidos) que son capaces
de regular las respuestas de macréfagos, células T, células B, DCs y otras células
inmunes [231]. Ademas, las EVs también pueden inducir cambios en el fenotipo de las
células inmunitarias y, en su conjunto, reducir la respuesta proinflamatoria.

Efecto inmunomodulador de las EVs en macréfagos

Los macréfagos, tal y como se ha descrito previamente, son células del sistema
inmune derivadas de monocitos que participan activamente en los procesos
inflamatorios, siendo uno de los componentes clave al inicio de la respuesta inflamatoria.
Como se ha comentado anteriormente y a grandes rasgos, los macréfagos se pueden
clasificar en macrofagos activados clasicamente o M1, que tienen caracteristicas
proinflamatorias y macrofagos alternativamente activados o M2, que tienen
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caracteristicas pro-resolutivas o antiinflamatorias [232]. Se ha observado que las MSC-
EVs son capaces de inducir la polarizacién de los macréfagos M1 hacia macréfagos M2
[233], [234]. Esto conlleva el cese de la secrecion de citocinas proinflamatorias como
TNFa, IL18 o IL12 y la liberacion de citocinas antiinflamatorias como IL10. Se cree que,
en parte, las EVs son capaces de repolarizar los macréfagos mediante la accion de los
mMiRNAs presentes en ellas, que inducen cambios en la sefalizacion celular de los
macrofagos, favoreciendo la liberacién de citocinas antiinflamatorias y suprimiendo la
liberacion de citocinas proinflamatorias [231]. Algunos de los miRNAs presentes en las
MSC-EVs con capacidad de repolarizar los macrofagos hacia el fenotipo M2 son el miR-
223-5p [235] y el miR146a [236]. El aumento de los macréfagos M2 en presencia de las
EVs ha mostrado resultados clinicos beneficiosos en modelos de colitis [237], [238] 0 de
regeneracion de tendones [239], entre otros. Ademas de inducir la polarizacién de
macrofagos M1 hacia M2, las MSC-EVs también han demostrado reducir la infiltracion
de los macrofagos M1 en la zona dafada [240].

Efecto inmunomodulador de las EVs en neutréfilos

Los neutrdfilos son otro de los tipos celulares clave en la respuesta inflamatoria.
Estas células se encargan de fagocitar los restos celulares y de matriz de la zona
dafiada, liberando ROS Yy citocinas proinflamatorias. En general su tiempo de vida es
corto y entran en apoptosis, siendo fagocitados por los macréfagos (eferocitosis) que
reciben sefiales para cambiar su fenotipo hacia uno mas pro-resolutivo. En algunas
enfermedades como la neutropenia congénita severa o la enfermedad granulomatosa
cronica, el tiempo de vida de los neutrdfilos esta acortado, de forma que no pueden
realizar correctamente sus funciones. En estos casos se ha observado que el
tratamiento con MSC-EVs aumenta el tiempo de vida de los neutrdfilos y su capacidad
fagocitica [241]. En otros estudios se ha visto que las EVs inhiben la activacion mediada
por el complemento de los neutrdfilos, reduciendo la formacion de NETs por parte de
estas células [242]. No obstante, el efecto de las MSC-EVs sobre los neutrdfilos en
distintas enfermedades, como enfermedades cardiovasculares, todavia no esta
explorado.

Efecto inmunomodulador de las EVs en células dendriticas

Las DCs son las células presentadoras de antigenos (APCs de sus siglas en inglés)
mas eficientes. Ingieren y procesan los antigenos para presentarselos posteriormente a
los linfocitos T y activar la respuesta inmune adaptativa. Se pueden encontrar en estado
inmaduro (iDCs), que se caracteriza porque expresan niveles bajos de citocinas y
moléculas co-estimuladoras, o en estado maduro (mDCs), en el aumenta la expresion
de las moléculas co-estimuladoras y las citocinas, favoreciendo la activacién de los
linfocitos T [243]. En este proceso de maduracién y activacion de las DCs es donde se
pueden ejercer efectos inmunomoduladores [244]. Las MSC-EVs han demostrado en
diferentes estudios que son capaces de limitar la activacion y migracion de las DCs, asi
como de favorecer el estado inmaduro de estas células [245], [246]. De esta forma se
consigue reducir la presentacion de antigenos a los linfocitos T y la activacion de los
mismos.
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Efecto inmunomodulador de las EVs en NKs

Las células NK son linfocitos que se encargan de la destruccion de células infectadas
y células cancerigenas mediante la citélisis de su membrana plasmatica [247]. Las
MSC-EVs ejercen sus funciones inmunomoduladoras sobre las NKs regulando su
proliferacion, activaciéon y liberacion de compuestos citotdxicos. Varios estudios han
demostrado la capacidad de las EVs de reducir el infiltrado de NKs en los sitios de lesion
disminuyendo la expresion de CX3CL1 y TLR2 [248], asi como de inhibir la activacion y
la citotoxicidad de estas células, reduciendo la sefalizacion de la via de TGF{ [249].

Efecto inmunomodulador de las EVs en linfocitos By T

Los linfocitos B son células del sistema inmune adaptativo que, tras su activacién y
proliferacién, sintetizan grandes cantidades de anticuerpos especificos y los secretan al
torrente sanguineo [247]. Existen resultados controvertidos acerca de como las MSC-
EVs regulan los linfocitos B [250], ya que estudios distintos han dado lugar a resultados
diferentes. Se cree que esto se puede deber en parte a la fuente de MSC a partir de la
cuales se obtienen las EVs, siendo algunas de ellas, como las MSC de médula dsea,
mas efectivas a la hora de regular los linfocitos B. Ademas, también se ha hipotetizado
que el método de aislamiento puede estar relacionado con la obtencion de resultados
distintos. En general, se ha observado que algunas MSC-EVs son capaces de inhibir la
proliferacién y diferenciacion de los linfocitos B, inhibiendo asi la sintesis de
inmunoglobulinas por estas células [251], [252]. Por otro lado, también se ha visto que
las MSC-EVs son capaces de inducir un incremento en la poblacién de linfocitos B
reguladores (Bregs) a través de la modulacion de la via de sefializacion PI3K-AKT [253].

Los linfocitos T son células especializadas del sistema inmune adaptativo. Tienen
multiples funciones, dentro de las cuales se incluyen tanto la eliminacion directa de
células diana, como la regulacion de la produccién de anticuerpos por parte de los
linfocitos B. Los linfocitos T se pueden clasificar en varias subpoblaciones, los CD4+ o
linfocitos cooperadores, que activan cascadas de respuesta inmune, y los CD8+ o
citotoxicos, que destruyen células diana [247]. Muchas proteinas presentes en el cargo
0 en la superficie de las MSC-EV son capaces de modular a los linfocitos T. Entre ellas
se incluyen la proteina del gen 6 estimulada por TNF (TSG-6), el factor de crecimiento
tumoral B (TGFB), CD73, el ligando de muerte programada-1 (PD-L1) o GM-CSF, entre
otras [254]-[256]. Varios estudios han demostrado que las MSC-EVs son capaces de
inducir un incremento en la poblacién de linfocitos Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) mediante
el incremento de FOXP3 [255]. Ademas, son capaces de inhibir la activaciéon y
proliferacion de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+ y de inducir la apoptosis de linfocitos
T activados [244], [257], [258].
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Figura 16. Efecto inmunomodulador de las EVs derivadas de MSC. Las EVs son capaces de actuar sobre
las diferentes células del sistema inmune disminuyendo, en muchos casos, su activacion y promoviendo un
fenotipo menos inflamatorio. Adaptada mediante BioRender de Liu, X., et al. 2023. Frontiers in Immunology.

3.4.2. Efecto regenerativo

Las MSC-EVs han demostrado que su efecto terapéutico no se debe exclusivamente
a su capacidad inmunomoduladora, sino que también son capaces de inducir la
regeneracion de tejidos dafiados mediante otros mecanismos como la induccion de la
angiogénesis o la disminucién de la fibrosis. Esta capacidad de regeneracion a través
de multiples mecanismos ha hecho que las MSC-EVs se empleen en el desarrollo de
terapias frente a numerosas enfermedades, como la osteoartritis, las lesiones cutaneas,
o afecciones renales, cerebrales o cardiacas, entre otras [259].

Varios estudios han mostrado la capacidad de estas EVs de inducir la proliferacion
y migracion de ceélulas endoteliales para constituir nuevos vasos sanguineos [260]-
[265], proceso que se conoce como angiogenesis. Se ha visto que las EVs son capaces
de inducir angiogénesis en diferentes modelos de enfermedad, como la lesion de
médula 6sea [266], lesiones cutaneas [267], infarto de miocardio [268], [269] o isquemia
de miembros [270].

Ademas, las MSC-EVs son capaces de reducir la fibrosis y promover la regeneraciéon
de tejidos dafiados, como nuestro grupo demostré en el caso de la fibrosis inducida por
agonistas de los receptores B-adrenérgicos [271]. La fibrosis es el proceso por el cual
se genera nueva matriz extracelular para restablecer la integridad del tejido danado.
Este proceso estd estrechamente relacionado con la inflamacién y, cuando se
desregula, se produce una acumulacién excesiva de componentes de la matriz
extracelular que pueden conducir a la disrupcién de la arquitectura tisular y a la
disfuncion del 6rgano dafado, lo que finalmente puede provocar el fallo organico [272].
La fibrosis esta implicada en muchas enfermedades, por lo que el desarrollo de
estrategias terapéuticas que permitan controlar la fibrosis es muy importante. Diferentes
estudios han demostrado que las MSC-EVs pueden reducir la fibrosis en varios modelos
animales de enfermedad mediante distintos mecanismos, entre los que se incluyen la
inhibicién de la diferenciacion de los fibroblastos hacia miofibroblastos [273], [274] y la
reduccion del depdsito excesivo de componentes de la matriz extracelular como el
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colageno de tipo | [273], [275]. Muchos de estos mecanismos se regulan a través de la
via de TGFpB y la sintesis de MMPs y de inhibidores tisulares de MMPs (TIMP). Los
efectos beneficiosos de las MSC-EVs a la hora de reducir la fibrosis se han observado
en modelos de fibrosis cardiaca [276], [277], hepatica [278], renal [279], [280] y pulmonar
[281], [282], entre otros. No obstante, la regulacién de la fibrosis por parte de las MSC-
EVs es muy compleja, ya que en otras ocasiones el tratamiento con estas EVs puede
favorecer la activacion de los fibroblastos para generar nueva matriz extracelular y
regenerar el tejido dafiado, como puede ocurrir en las lesiones cutaneas [283] o en el
IAM.

3.5. Efecto terapéutico de las MSC-EVs en IAM

Al igual que las MSC, las EVs derivadas de estas células se han estudiado
ampliamente en el IAM debido a sus caracteristicas terapéuticas. Multiples estudios
preclinicos han demostrado que el tratamiento con MSC-EVs es capaz de reducir el
tamano del infarto significativamente [269], [284], [285]. Los mecanismos por los que las
MSC-EVs inducen mejoras en el IAM van desde la induccion de la angiogénesis hasta
la reduccién de la apoptosis de células cardiacas, pasando por la modulacién de la
respuesta inmune o la inhibicion de la formacion de cicatrices desadaptativas [286].

La angiogénesis, como se ha comentado previamente, es el proceso fisiolégico por
el que se generan nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente. Tras el
IAM, la zona isquémica pierde parte de su capacidad angiogénica [287] de forma que,
si esta pérdida es muy grave, la falta de suministro de oxigeno provoca disfuncion
contractil e insuficiencia cardiaca. Las MSC-EVs han mostrado tener potencial pro-
angiogénico en el 1AM [288], lo que las convierte en una aproximacion terapéutica
prometedora. Diferentes estudios han mostrado que el tratamiento con EVs aumenta la
produccién de VEGF, factor clave en la induccion de la angiogénesis. El efecto pro-
angiogénico de las EVs no solo se debe a la liberacion de moléculas angiogénicas
contenidas en su cargo, como VEGF, TGFb, PDGF o el inductor de metaloproteinasa de
matriz extracelular (EMMPRIN) [289], [290], sino también al efecto que tienen los
mMiRNAs presentes en las EVs sobre las células diana [291]. Uno de estos miRNAs es
el miR-21-5p, que promueve la activacion de rutas de sefializacion pro-angiogénicas
[292] como la via de sefializacion de NFkB, la de Wnt4/B-catenina [293]. En este sentido,
nuestro grupo ha descrito recientemente que el miR-4732-3p también es capaz de
inducir angiogéniesis en el contexto de la isquemia cardiaca [276]. Se ha observado que
el efecto en la angiogénesis de las MSC-EVs depende del origen tisular de las células,
siendo las EVs obtenidas a partir de tejido adiposo las que mayor potencial angiogénico
presentan [294]. Se ha comprobado también que someter a hipoxia a las MSC o la
sobreexpresion de HIF-1a en dichas células hace que las EVs obtenidas a partir de ellas
tengan un mayor potencial pro-angiogénico [293].

Otro de los mecanismos por los que las MSC-EVs ejercen efectos beneficiosos tras
el IAM es la reduccion de la apoptosis de los cardiomiocitos. En el IAM muchos
cardiomiocitos entran en apoptosis provocando una pérdida de miocardio que puede
conducir a la insuficiencia cardiaca [295]. Las MSC-EVs son capaces de reducir la
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apoptosis de los cardiomiocitos mediante varios mecanismos [296], [297]. Por un lado,
modulan la via de senalizacion PI3K/AKT [298]-[300], que es clave en la regulaciéon de
la apoptosis y la supervivencia. Por otro lado, se ha visto que las MSC-EVs reducen la
fosforilacion y la activacion de las quinasas c-Jun N-terminal (c-JNK), que son
activadoras de senales pro-apoptéticas. También se ha observado que el tratamiento
con MSC-EVs de cardiomiocitos en cultivo, preserva su contractilidad y previene la
pérdida de conexina 43 [276]. Ademas, las EVs liberan enzimas oxidativas que reducen
el estrés oxidativo en la zona de infarto y restauran la bioenergética de los cardiomiocitos
reduciendo su apoptosis [301], [302]. En definitiva, las EVs reducen la apoptosis de los
cardiomiocitos mediante diferentes vias moleculares, incluso a través de algunos de los
mMiRNAs presentes en ellas.

El efecto inmunomodulador de las MSC-EVs también se ha estudiado en el ambito
del IAM. Se ha visto que las EVs son capaces de reducir la respuesta inmune que se
produce en el IAM, favoreciendo el desarrollo de un entorno mas pro-resolutivo.
Diferentes estudios han demostrado que las EVs reducen el infiltrado de células
inmunes [303] y la proliferacién de células T CD3+ en el IAM [268], [304], asi como la
sintesis de citocinas proinflamatorias [304]-[308]. Ademas, también se ha visto que las
MSC-EVs reducen la lesién por isquemia reperfusion mediando la polarizacion de los
macrofagos hacia un fenotipo M2 o pro-resolutivo [309]. Sin embargo, el efecto de estas
EVs sobre los macréfagos en el ambito del IAM todavia no se conoce demasiado bien.

Es necesario comprender que las MSC-EVs promueven efectos beneficios en el IAM
ejerciendo todos estos mecanismos de forma simultanea y coordinada, existiendo una
sinergia entre ellos. De esta forma, la reduccion de la apoptosis de las células cardiacas
junto con la reduccién de la inflamacion y el aumento de la angiogénesis en la zona
dafiada promueven un remodelado cardiaco adaptativo y la generacidon de una cicatriz
adecuada. Esto en su conjunto favorece la reduccion del tamarfio del infarto y promueve
mejores resultados clinicos de la funciéon cardiaca. Pese a los buenos resultados
obtenidos en todos los estudios preclinicos del tratamiento con EVs del IAM, todavia es
necesario investigar en mayor profundidad los mecanismos por los que las EVs ejercen
todos sus efectos beneficiosos y la interaccion entre todos estos mecanismos para
poder desarrollar un producto biologico que sea mas trasladable a la clinica.

3.6. Las MSC-EVs como producto biolégico terapéutico:
ventajas y retos

Las terapias basadas en EVs han adquirido gran importancia durante los ultimos
afnos debido a las ventajas que presenta respecto a la terapia celular. Sin embargo, el
camino hacia el desarrollo de un producto biolégico basado en MSC-EVs que consiga
llegar a la clinica como cualquier otra terapia todavia es largo y tiene que superar
nuMerosos retos.

3.6.1. Ventajas de las terapias basadas en MSC-EVs

Las terapias basadas en EVs para la regeneracion de tejidos ofrecen numerosas
ventajas respecto a la terapia celular [310]. Por un lado, la terapia con EVs es mas
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segura que la terapia con células debido a que las EVs carecen de capacidad de
autorreplicacién, lo que reduce el riesgo de transformacion maligna y formacién de tejido
ectopico [311]. Por otro lado, aunque las MSC generalmente tienen wuna
inmunogenicidad baja y son adecuadas para el trasplante alogénico, la falta de proteinas
inmunogénicas en la superficie de las EVs reduce aun mas la probabilidad de que se
desencadene una respuesta inmunogénica, lo que permite su uso clinico directo para la
realizacion de alotrasplantes [312]. Ademas, la presencia de la bicapa lipidica mejora la
estabilidad de las EVs y reduce la toxicidad de su cargo durante su administracion in
vivo. Las EVs tienen la capacidad intrinseca de cruzar el epitelio y la barrera
hematoencefalica, lo que las convierte en vehiculos potenciales para la administracion
de farmacos con baja biodisponibilidad oral y escasa penetracién epitelial [313]-[315].
Por ultimo, a lo largo de los ultimos afos, se ha visto que las MSC-EVs se pueden
modificar para mejorar sus capacidades terapéuticas y para dirigirlas especificamente a
los lugares de interés. Estas modificaciones se pueden realizar directamente sobre las
EVs, cambiando su superficie o su cargo [316], [317], o sobre las MSC de las que se
derivan, ya que se ha visto que las modificaciones genéticas o microambientales de las
MSC modifican las capacidades terapéuticas de sus EVs [318]-[320]. Esto ha hecho
que aumente el interés por las MSC-EVs como portadores de farmacos especificos que
permitan una mayor regeneracion de los tejidos dafiados. Todas estas ventajas, junto
con el menor coste y la facilidad de almacenamiento de las EVs [321], han hecho que
las MSC-EVs constituyan una potencial alternativa terapéutica a las MSC en la
regeneracion de tejidos.

Los buenos resultados obtenidos a nivel preclinico con las MSC-EVs y las ventajas
que suponen como estrategia terapéutica han llevado a la realizacion de ensayos
clinicos con las MSC-EVs. Actualmente hay 34 ensayos clinicos en marcha en los que
se emplean MSC-EVs como agente terapéutico. El resumen de estos ensayos clinicos
aparece detallado en la Tabla 2.
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Titulo del estudio Enfermedad | Tratamiento Fase Referencia
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Sindrome de BMSC-EVs
Derived Extracellular Vesicles Infusion dificultad (ExaoFlo)
Treatment for Acute Respiratory : . humanas Fase /Il NCT05127122
. ] respiratoria .
Distress Syndrome: A Phase I/lI aquda alogénicas.
Clinical Trial ¢ 10M15ml IV
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
Derived Extracellular Vesicles Infusion Sindrome de BMSC-EVs
Treatment: A Global Expanded dificultad (ExoFlo) Acceso
Access Protocol for Patients With respiratoria humanas expandido NCT04657458
COVID-19 Associated ARDS Who Do aguda asociado alogénicas. IV P
Not Qualify for Phase || Randomized a COVID-19
Control Trial
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Sindrome de
Derived Extracellular Vesicles Infusion dificultad B(h:lgig;i\)/s
Treatment for COVID-19 Associated respiratoria Fasell NCT04493242
. . . humanas
Acute Respiratory Distress Syndrome aguda asociado alogénicas. [V
(ARDS): A Phase || Clinical Trial a COVID-19 9 '
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Sindrome de
Derived Extracellular Vesicles as Early dificultad B?&ig’;i\)/s
Goal Directed Therapy for COVID-19 respiratoria h Faselll NCT05354141
. . umanas
Moderate-to-Severe Acute Respiratory | aguda asociado alogénicas. [V
Distress Syndrome (ARDS) a COVID-19 g '
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell BMSC-EVs
Derived Extracellular Vesicles Infusion (ExoFlo)
- COVID-19 humanas Fasell NCT051255862
Treatment for Mild-to-Moderate alogénicas. IV
COVID-18: A Phase Il Clinical Trial 7-101-10,5-10"
BMSC-EVs
ExoFlo™ Infusion for Post-Acute Sindorme (ExoFlo)
COVID-19 and Chronic Post-COVID- agudo y crénico humanas Fase /1l NCTO05116761
19 Syndrome post-COVID alogénicas. IV
10,5-108
Intermediate Size Expanded Access
for the Use of ExoFloin the Treatment
of Abdominal Solid Organ Transplant Rechazo al B(r\rlzigl;i\)/s Acceso
Patients Who Are at Risk of trasplante de . NCT05215288
. - . . humanas expandido
Worsening Allograft Function with organos -
. . alogénicas. IV
Conventional Immunosuppressive
Therapy Alone
A Phase | Study of ExoFlo, an ex Vivo
Culture-expanded Adult Allogeneic BMSC-EVs
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Enfermedad de (ExoFlo)
- - Crohn Fase | NCT05130983
Derived Extracellular Vesicle Isolate refractaria humanas
Product, for the Treatment of alogénicas. IV
Medically Refractory Crohn’s Disease
A Phase | Study of ExoFlo, an ex Vivo
Culture-expanded Adult Allogeneic BMSC-EVs
ch(aT Marrow Mesenchymgl Stem Cell Colitis ulcerosa (ExoFlo) Fase | NCTO5176366
Derived Extracellular Vesicle Isolate refractaria humanas
Product, for the Treatment of alogénicas. IV
Medically Refractory Ulcerative Colitis
BMSC-EVs
A Pilot Safety Study of the . humanas
Administration of Mesenchymal Stem uHe‘ra\:I:::r::rde alogénicas Fase | NCTO5078385
Cell Extracellular Vesiclesin the qse undo arado (AGLE-102).
Treatment of Burn Wounds ¢ g Aplicacién
directa
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A Safety Study of the Administration of

Osteoarthritis (ExoOA-1)

Herida de BMSC-EVs
Mesenchymal Stem Cell Extracellular id lisi h
Vesiclesin the Treatment of epIasimolsIs umanas Fase l/lIA | NCT04173650
Dystrophic Epidermolysis Bullosa bullosa alogénicas
Wounds distréfica (AGLE-102)
A Safety Study of Intravenous Infusion BMSC-EVs
of Bone Marrow Mesenchymal .Stem Displasia hurr'[ar]as Fase | NCT03857841
Cell-derived Extracellular Vesicles broncopulmonar alogénicas
(UNEX-42) in Preterm Neonates (UNEX-42) IV
Effectof Adipose Derived Stem Cells
Exosomes as an Adjunctive Therapy ADSC-Exos Fase |
to Scaling and Root Planning in the Periodontitis autélogos. ¢ NCT04270006
Treatment of Pericdontitis: A Human Inyeccidnlocal emprana
Clinical Trial
Study of Exosomes Derived from .
Mesenchymal Stem Cells on the SfePSIde d MSC-Exos Fase_:o NCT04850469
Therapy for Children with Severe eniermeada especifica
- critica da
Infection
A Pilot Clinical Study on Inhalation of ADSC-Exos
Mesenchymal Stem Cells Exosomes Neumonia por alogénicos.
Treating Severe Novel Coronavirus COVID-19 Inhalacién Fase NCT04276987
Pneumonia aerosoles
Exosome of Mesenchymal Stem Cells
for Multiple Organ Dysfunction ) Faseno
Syndrome After Surgical Repair of multilzsncé,nico la-:gN:éSn?coEsxcl)\s/ especifica | NCT04356300
Acute Type A Aortic Dissection: A g g ' da
Pilot Study
Effect of Umbilical Mesenchymal Stem
Cells Derived Exosomeson Dry Eye Enfermedadde HUMS,C.-EXOS
. . . . . alogénicos. Fase l/ll NCT04213248
in Patients with Chronic Graft Versus ojo seco
. Gota ocular
Host Diseases
ADSC-Exos
A Tolerance Clinical Study on Aerosol Voluntari humanos
Inhalation of Mesenchymal Stem Cells oluntarios alogénicos. Fasel NCT04313647
Exosomes in Healthy Volunteers sanos Inhalacién
aerosoles
Mesenchymal Stem Cells Derived Agujeros
Exosomes Promote Healing of Large maculares HUIMS,C.'EXOS 4 Fase | NCT03437759
and Refractory Macular Holes refractarios alogenicos emprana
Exosomasy
Phase 1 Study of The Effect of Cell- microvesiculas
Free Cord Blood Derived Diabetes de MSC
. ; - . - derivadas de la Fasel NCT02138331
Microvesicles On B-cell Mass in Type Mellitus tipo 1 sanare del
1 Diabetes Mellitus (T1DM) Patients "9 -
cordénumbilical
alogénico
Sindrome de
Mesenchymal Stem Cell Exosomes dificultad
for the Treatment of COVID-19 respiratoria MSC-Exos
Positive Patients with Acute aguday perinatales Fase l/ll NCT04798716
Respiratory Distress Syndrome and/or neumonia alogénicos
Novel Coronavirus Pneumonia asociadoa
COVID-19
A Phase | Study Aiming to Assess
Safety and Efficacy ofa Single Intra- MSC-Exos
articular Injection of MSC-derived Osteoartritis de alogénicos.
Exosomes (CelliStem®0OA-sEV)in rodilla Inyeccidénintra- Fasel NCT05060107
Patients with Moderate Knee articular
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A Phase |l Trial to Investigate Clinical MSC-Exos
Efficacy of Autologous Synovial Fluid Lesion derivados de
Mesenchymal Stem Cell-Derived degenerativa de liquido sinovial Fasell NCT05261360
Exosome Applicationin Patients with menisco qautélo os
Degenerative Meniscal Injury g
The Protocol of Evaluation of Safety .
and Efficiency of Method of Exosome Neun_’lonla MSC-Exos F i NCT04491240
Inhalation in SARS-CoV-2Associated | ~ 250ciadaa | (EXO1y EXO2) | Fase
Two-Sided Pneumonia COVID-19 inhalados
The Extended Protocol of Evaluation .
of Safety and Efficiency of Method of Neun_'lonla MSC-Exos E I NCT04602442
Exosome Inhalation in COVID-19 asociadaa | (EXOTy EXO2) ase
Associated Two-Sided Pneumonia CovID-19 inhalados
A Multiple, Randomized, Double-
blinded, Controlled Clinical Study of Sindrome de MSC-Exos
Allogeneic Human Mesenchymal dificultad humanos
Stem Cell Exosomes (hMSC-Exos) respiratoria alogénicos Fase l/ll NCT04602104
Nebulized Inhalation in the Treatment ap uda inhgalados
of Acute Respiratory Distress g
Syndrome
A Clinical Study of Allogeneic Human Infecciones
Adipose-derived Mesenchymal ulmonares Exos derivados
Progenitor Cell Exosomes (haMPC- cF;usadas or de células Fase I/ll NCT04544215
Exos) Nebulizer for the Treatment of bacteriag mesenquimales
Carbapenem-resistant Gram-negative resistentes progenitoras
Bacilli-induced Pulmonary Infection
Open-Label, Single-Center, Phase /11
Clinical Trial to Evaluate the Safety
and the Efficacy of Exosomes Derived ADSC-Exos
from Allogeneic Adipose Alzheimer alogénicos. Fase I/ll NCT04388982
Mesenchymal Stem Cells in Patients Gotec nasal
with Mild to Moderate Dementia Due
to Alzheimer’'s Disease
Phase | Study of Mesenchymal .
Stromal Cells-Derived Exosomes with Car"ltt_:er MSCd-Exos
KrasG12D siRNA for Metastatic P e | A Fasel/ll | NCT03608631
Pancreas Cancer Patients Harboring
KrasG12D Mutation KrasG12D KrasG12D. IV
Safety and Efficacy of Allogeneic MSC-Exos
Mesenchymal Stem Cells Derived Accidente alogénicos
Exosome on Disability of Patients with cerebrovascular enriquecidos en
Acute Ischemic Stroke: A isquémico miR-124. Fase l/ll NCT03384433
Randomized, Single-blind, agudo Estereotaxis/intr
Placebo-controlled, Phase 1, 2 Trial aparenquimal
Safety and Efficacy of Injection of i
Human Placenta Mesenchymal Stem Fistulas anales MSC-Exos de
. . placenta Fase l/ll NCT05402748
Cells Derived Exosomes for refractarias aloaénicos
Treatment of Complex Anal Fistula g
Efficacy and Safety of EXOSOME-
MSC (Mesenchymal Stem Cell-
%iﬂﬁ‘li’ﬁsem?nf:iffﬁ © COVID-19 MSC-Exos Faselll | NCT05216562
Moderate COVID-19 (2019- New
Corona Virus Disease) Patients
Exosome-based NanoplatformforLdir | Hipercolesterole BMSC-Exos
MRNA Delivery in Familial mia familiar cargados con Fase /Il NCT05043181
Hypercholesterolemia homocigota Ldir
The Effectof Wharton Jelly-derived
Mesenchymal Stem Cells and Stem Retinitis WJMSC-Exos Fase /111 NCTO05413148
Cell Exosomes on Visual Functions in pigmentosa
Patients with Retinitis Pigmentosa
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Tabla 2. Ensayos clinicos con EVs de MSC actualmente en marcha. Fuente clinicaltrials.org
3.6.2. Retos de las terapias basada en MSC-EVs

A pesar del éxito terapéutico de las MSC-EV en numerosos estudios preclinicos, el
salto a la clinica tiene que venir acompafado de la solucién de varios aspectos
relacionados con la obtencién y seguridad de las EVs [322].

Uno de estos aspectos es la produccion a gran escala de las MSC-EVs. Los métodos
tradicionales para el mantenimiento y la expansién de las MSC se basan en el cultivo
bidimensional, realizando pases de estas células. Sin embargo, la realizacién de pases
durante un largo periodo de tiempo para producir cantidades suficientes de EVs puede
hacer que las células pierdan su capacidad clonal y sufran alteraciones [323]. Para evitar
que se produzcan estas alteraciones es necesario aislar periddicamente nuevas
biopsias de MSC, lo cual conlleva a su vez una variabilidad inter-biopsia que se puede
ver reflejada en las EVs. Por ello, existe una necesidad urgente de desarrollar métodos
que permitan la expansion confiable de MSC para producir cantidades enormes de EVs
para su uso clinico. Se ha planteado el empleo de biorreactores para la expansion de
las MSC, pero todavia es necesario poner a punto estos métodos de cultivo. Otra de las
posibilidades es la inmortalizacion de los cultivos de MSC, que permitiria aumentar la
produccién de EVs. No obstante, esto conlleva un aumento de las pruebas de seguridad
que tendrian que pasar las EVs como producto biolégico antes de llegar a clinica.

Por otro lado, existe la necesidad de desarrollar técnicas de aislamiento de EVs con
un alto rendimiento y alta pureza que permitan estandarizar y escalar la obtencion de
las MSC-EVs. Esto se debe a que actualmente, dependiendo de la técnica de
aislamiento que se emplee, las EVs obtenidas pueden variar en cuanto a sus
caracteristicas y funcionalidad [219]. Ademas, muchas de las técnicas empleadas son
laboriosas, lo que dificulta su escalado.

Finalmente, es necesario estudiar en profundidad la biodistribucion y la seguridad
de las EVs. Se han realizado diferentes estudios de biodistribucion marcando las EVs
en los que se ha comprobado que estas no solo llegan al sitio de lesion, sino que también
se distribuyen por distintos érganos como el higado, el bazo o los rifiones [324]. En
cuanto a la seguridad de las EVs como producto biolégico, aunque parten con ventajas
respecto a las terapias celulares en aspectos como la inmunogenicidad o la
tumorogenicidad, es necesario demostrar que el tratamiento con ellas no genera efectos
adversos graves para que puedan llegar a la clinica.
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1. Hipotesis

Las EVs derivadas de MSC han demostrado recapitular los efectos terapéuticos de
sus células de origen, lo que ha incrementado su interés como agentes para el
tratamiento de diferentes patologias. Uno de los mecanismos por lo que ejercen su
funcién terapéutica es la inmunoregulacion, lo que ha llevado a su estudio para el
tratamiento de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios. Aunque el
desarrollo de terapias basadas en EVs derivadas de MSC ha evolucionado mucho a lo
largo de los ultimos afos, todavia hay aspectos que mejorar y que seguir investigando.
Por un lado, la mayor parte de los estudios preclinicos y clinicos realizados con EVs se
han llevado a cabo con EVs derivadas de MSC de médula 6sea o de tejido adiposo,
mientras que otras fuentes celulares de MSC estan poco exploradas. Ademas, el
problema de la heterogeneidad entre fuentes celulares o entre biopsias aun no se ha
investigado en profundidad. Teniendo en cuenta todo esto, en este trabajo se
establecieron dos hipétesis diferentes:

La hipdtesis de este trabajo postula que las EVs derivadas de distintas biopsias de
MSC de pulpa dental (DP-MSC) actuan sobre las poblaciones leucocitarias durante de
la inflamacién generada por el IAM, induciendo un efecto inmunomodulador y el proceso
resolutivo de la inflamacion en el contexto de la lesién miocardica.

Como hipétesis secundaria se postulé que las EVs de diferentes biopsias de DP-
MSC contenian una composicion similar, lo que permitiria estandarizar su produccion y
utilizarlas como agentes terapéuticos libres de células.

2. Objetivos

Para evaluar si las EVs derivadas de DP-MSC presentaban las mismas
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales y se podian emplear como producto
terapéutico se establecieron los siguientes objetivos:

e Caracterizar en profundidad las EVs obtenidas a partir de tres biopsias de DP-
MSC inmortalizadas.

e Comparar el contenido en proteinas, lipidos y miRNAs de las EVs obtenidas a
partir de las tres biopsias de DP-MSC.

e Analizar funcionalmente la capacidad inmunoreguladora de estas EVs sobre
macréfagos, neutréfilos y PBMCs in vitro, asi como su efecto sobre fibroblastos
cardiacos

Para evaluar si las EVs de DP-MSC tienen efecto inmunoregulador y se pueden
emplear como agente terapéutico en el IAM se establecieron los siguientes objetivos:

o Determinar el efecto terapéutico de la administracion de EVs en un modelo de
IAM en rata estudiando la funcién cardiaca, la extensién del tejido fibrético
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(cicatriz del infarto) y la formacion de nuevos vasos 7 y 21 dias después de
realizar el infarto.

Determinar el efecto inmunoregulador de la administracion de EVs en un modelo
de IAM en rata evaluando el efecto sobre los macrofagos y los neutréfilos
presentes en la zona de infarto, asi como el ambiente pro o antiinflamatorio a 7
dias tras la realizacién del infarto.
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Materiales y métodos

1. Declaraciones éticas

Todos los donantes que participaron en el estudio firmaron previamente un
consentimiento informado. Ademas, los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki y el protocolo realizado fue anteriormente aprobado por
el Comité de Etica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, Espafia.

Los procedimientos animales fueron aprobados por los comités éticos institucionales
y locales de cuidado de animales conforme a las directrices de la Directiva 2010/63/EU
del Parlamento Europeo en la proteccion de animales empleados con fines cientificos,
reforzada por la ley espafiola bajo el Real Decreto 1201/2005. Protocolo
N°2020/VSC/PEA/0122 para el modelo de infarto agudo de miocardio en rata.

2. Cultivos celulares

2.1. Cultivos primarios
2.1.1. MSC inmortalizadas mediante la sobreexpresion de hTERT

Las MSC empleadas en este trabajo provienen de pulpa dentaria (DP, del inglés
dental pulp). Estas células se aislaron y se inmortalizaron en el laboratorio para obtener
una fuente celular estable. El aislamiento de las DP-MSC se realiz6 a partir de terceros
molares de donantes sanos y jovenes, que fueron extraidos por razones ortodénticas.
Inmediatamente después de la extraccion, los molares se sumergieron en una solucién
fisiolégica con antibidticos para evitar contaminaciones provocadas por
microorganismos presentes en la cavidad bucal. Se fracturé la corona dental y el tejido
de la pulpa dentaria se aislé y proceso en condiciones estériles. Para su procesamiento
la pulpa fue fragmentada y estos fragmentos se digirieron durante 90 minutos a 37°C en
una solucion de Colagenasa/Dispasa® (3 mg/ml) (Merk, Kenilworth, NJ, EE.UU.). Los
explantes resultantes de la digestion se sembraron en placas de cultivo con medio de
MSC (Tabla 3) a 37°C y 5% COZ2. A las 48 horas se cambi6 el medio de cultivo para
eliminar las células no adherentes. Se siguieron realizando cambios de medio de cultivo
cada 72 horas y tras 10-12 dias, las células se tripsinizaron y se volvieron a cultivar a
una densidad de unas 2-10° células/cm?.

Las distintas biopsias de DP-MSC aisladas se inmortalizaron mediante transduccién
con un lentivirus que contiene el gen de la telomerasa humana (hTERT) y resistencia a
higromicina (pLV-hTERT-hygro) como método de seleccion de las células infectadas vy,
por tanto, inmortalizadas. Una vez aisladas las MSC inmortalizadas (MSCrerr), se
sembraron y amplificaron hasta conseguir un stock que permitiese utilizar las MSCrerr
como una linea celular.

2.1.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Los cultivos primarios de monocitos se aislaron a partir de sangre periférica de
donantes sanos tras su consentimiento informado a través del Banco de Sangre del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe. La sangre obtenida se diluy6 a partes iguales
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con Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 1X (Gibco, ThermoFisher Scientific) y se
centrifugd a 3950 rpm durante 9 minutos sin freno ni aceleracion. Se recogio la capa del
medio y las PBMCs se aislaron mediante centrifugacién por gradiente de densidad
empleando Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania). Las PBMCs,
dentro de las cuales se incluyen linfocitos, monocitos y otros tipos celulares, se quedan
formando una capa de menor densidad que el Histopaque®-1077, que es facil de
recoger tras la centrifugacién. Una vez aisladas, las PBMCs se cultivaron en medio
RPMI completo, en condiciones estandar de cultivo (37°C y 5% CO2).

2.1.3. Aislamiento y diferenciacion de monocitos

Los monocitos se aislaron a partir de las PBMCs obtenidas mediante el gradiente de
densidad. Se empled el kit comercial CD14 Dynabeads® Flow-Comp™ (Invitrogen,
Waltham, MA, EEUU) para aislar los monocitos por separacién magnética positiva
mediante la unién a CD14, un marcador de monocitos presente en su membrana. Para
el aislamiento, se siguieron los pasos descritos por el fabricante. Resumidamente, las
PBMCs se incubaron a 4°C con un anticuerpo frente a CD14 y, tras hacer un lavado, se
incubaron con Dynabeads® capaces de unirse al anticuerpo. Posteriormente,
empleando un iman se aislaron las células CD14 positivas, que son las que estaban
unidas a las beads magnéticas y se eliminaron el resto de tipos celulares. Finalmente,
se realiz6 una incubacion con un buffer especifico del kit comercial que permitia separar
las beads magnéticas de las células CD14 ya aisladas. Los monocitos aislados se
cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 10
pag/mL de ciprofloxacino. La densidad celular utilizada para llevar a cabo la diferenciacion
de los monocitos fue 1-108 células/ml. Para diferenciar los monocitos hacia los fenotipos
de macréfagos M1 y M2, se afiadié al medio completo, en el dia 0 de diferenciacion, 5
ng/ml de factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos recombinante
humano (rhGM-CSF, Invitrogen, Waltham, MA, USA) o 20 ng/ml de factor estimulante
de colonias de macrofagos recombinante humano (rhM-CSF, Invitrogen)
respectivamente. La adicion de estas citocinas se repitié al tercer dia de diferenciacion.
En el dia 5 de diferenciacion, se administraron 10 ng/ml de lipopolisacarido (LPS,
Invitrogen) y 20 ng/ml de interferon y (IFN-y, R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.)
a los macréfagos M1, mientras que a los macréfagos M2 se les administré 40 ng/ml de
interleucina-4 (IL-4, Pepro-Tech, Londres, Reino Unido) y 20 ng/ml de interleucina-13
(IL-13, PeproTech). En algunos de los pocillos destinados a diferenciarse a M1 se
anadieron a dia 0, 2-10° 0 4-10° particulas/ml de EVs de DP-MSC.

2.1.4. Aislamiento y cultivo de neutréfilos

Los neutréfilos humanos se aislaron a partir de sangre periférica de donantes, previo
consentimiento informado. La sangre se diluyé en una proporcién 1:1 con HBSS 1X 'y
se centrifugd durante 60 minutos a 450 rcf (sin aceleracion ni freno) en un gradiente de
densidad generado por Lympholyte®-poly (Cedarlane®, Burlington, Canada).
Lympholyte®-poly es una mezcla de metrizoato sddico y Dextrano 500 estéril que
permite el aislamiento de granulocitos de la sangre, generando dos bandas separadas.
En la banda superior se localizan los monocitos y linfocitos, mientras que en la inferior
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se encuentran separados los granulocitos polimorfonucleares (PMNSs), entre los que
predominan principalmente los neutréfilos. Teniendo esto en cuenta, se recogié la banda
inferior de PMNs y se lavaron las células centrifugandolas en tampodn fosfato salino
(PBS) durante 10 minutos a 400 rcf. Las células se resuspendieron en PBS o RPMI, de
acuerdo al experimento en el que se fuesen a utilizar, y se cultivaron. En algunos
experimentos, los neutrofilos se cultivaron con 10 ng/ml de LPS para simular un
ambiente inflamatorio. 2:10° o 4-10° particulas/ml de EVs se afiadieron a los pocillos de

neutrdfilos correspondientes.

SEEID G Tipo celular Compuesto Concentracion Casa
cultivo comercial
DMIEM 1g/L i Gibco
DMEM bajo en glucosa
glucosa MSC FBS 10% Gibco
completo i .
Ciprofloxacino 10 pg/mL ill?j:]cah
Monocitos, RPMI 1640 - Gibco
e 5 ,
RPMI completo neutréfilos FBS 10% Gibco
PBMCsy . . Sigma-
THP1 Ciprofloxacino 10 pg/mL Aldrich
Diferenciaciéon | Macroéfagos | RPMI completo -
M1 M1 GM-CSF 10 ng/ml Peprotech
Diferenciacion | Macrofagos | RPMI completo -
M2 M2 M-CSF 20 ng/ml Peprotech
L ) RPMI completo -
Actn{acmn de Macrofagos LPS 10 ng/mL Invitrogen
macréfagos M1 M1
IFNy 50 ng/ml R&D
P Macrof RPMI completo -
ctivacion de acréfagos _
macréfagos M2 M2 IL-4 40 ng/ml Peprotech
IL-13 Peprotech
Fibroblast
Medio Fibroblastos Growth - PromoCell
crecimiento de cardiacos Medium 3
fibroblastos 3 humanos i -
Ciprofloxacino 10 pg/mL ill?irr?cah
DMEM 4,5g/L i Gibco
. glucosa
Medio basal Fébarrodt;;acsot(s)s FBS 0,5% Gibco
fibroblastos hUManos NAAS 1% Qibco
Ciprofloxacino 10 pg/mL ill(g:l:?c?h

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo utilizados en los distintos tipos celulares. FBS = suero bovino
fetal, NAAS = aminoacidos no esenciales.
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2.1.5. Cultivo de fibroblastos cardiacos humanos

El cultivo primario de fibroblastos cardiacos humanos (HCF, de sus siglas en inglés)
se adquirid de Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EE.UU.) (C-12375). Las células se
expandieron y se congelaron en crioviales con 1 millén de células. Los HCF se cultivaron
en medio de crecimiento 3 (C-23130, PromoCell, Heidelberg, Alemania). Para realizar
los experimentos con EVs, se sembraron los HCF a una densidad de 25000 células/cm?.
Se dejaron durante 24 horas en cultivo con el medio de crecimiento y, al dia siguiente,
se cambioé el medio de cultivo por un medio basal compuesto por DMEM alto en glucosa
con 0,5% de FBS, 1% de aminoacidos no esenciales (NEEA, de sus siglas en inglés) y
10 pg/ml de ciprofloxacino. Este cambio de medio se realiza porque el medio de
crecimiento tiene una cantidad de suero elevada, lo que provoca un estado activado de
los fibroblastos. Para observar variaciones en aspectos relacionados con fibrosis
conviene reducir la cantidad de suero presente en el medio, de forma que los
fibroblastos no se encuentren activados. Los HCF se dejaron en cultivo durante 24 horas
en medio basal y, transcurrido este tiempo se indujo la activacion de los mismos
afiadiendo 10 ng/ml de TGFB (Sigma-Aldrich). Se afiadié6 ademas las EVs (2:10° o 4-
10° particulas/ml). Como control se utilizaron células no estimuladas con TGFB y células
no tratadas. 24 horas después se recogié el RNA para determinar cambios en la
expresion génica.

3. Aislamiento de vesiculas extracelulares

Para obtener las EVs, las MSC se cultivaron durante 48 horas en medio de
extraccién de vesiculas, cuya diferencia con el medio de MSC habitual (Tabla 3) es que
el FBS que contiene ha sido previamente depletado para eliminar las vesiculas que hay
en él de forma natural. EI FBS depletado se obtuvo mediante ultracentrifugacion a
100000 g durante 16 horas de FBS normal mezclado en una proporcién 1:1 con DMEM
bajo en glucosa. De esta forma nos aseguramos de eliminar las vesiculas presentes en
el suero, consiguiendo que las EVs que obtenemos en el proceso final de aislamiento
sean unicamente de MSC. Cada extracciéon de EVs se llevd a cabo a partir de 200 ml
de medio de extraccion. El aislamiento de las EVs se realizé mediante dos técnicas
diferentes que fueron comparadas entre si en cuanto a rendimiento. En ambos casos,
tras recoger el medio de extraccion del cultivo de MSC, se realiz6 una centrifugacion del
mismo a 2000 g durante 25 minutos (centrifuga de sobremesa Eppendorf 5804, rotor A-
4-62) para eliminar el debris celular de mayor tamanio.

3.1. Ultracentrifugaciones seriadas (UC)

El medio de extraccion obtenido tras la centrifugacion arriba mencionada se
centrifugdé a 10000 g durante 70 minutos (centrifuga Hitachi CP100NX, rotor Beckman
Coulter 50.2 Ti) para eliminar, en este caso, el debris de menor tamano. El sobrenadante
resultante se filtré con filtros de 0,22 ym de tamafio de poro y las EVs se concentraron
mediante dos rondas de ultracentrifugacion a 100000 g de dos horas cada una
(centrifuga Hitachi CP100NX, rotor Beckman Coulter 50.2 Ti). Entre ambas
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ultracentrifugaciones se realizé un paso de lavado del pellet de EVs con PBS. Tras la
ultima ultracentrifugacion, las EVs, que se encontraban formando un pellet, se
resuspendieron en PBS y se filtraron con un filtro de 0,22 ym para esterilizarlas y
poderlas usar en experimentos in vitro.

3.2. Filtracién de flujo tangencial-cromatografia de exclusion
por tamano (TFF-SEC)

El otro método de aislamiento de EVs que se llevé a cabo fue la combinacion de la
filtracion de flujo tangencial (TFF, del inglés tangential Flow filtration) seguida de una
cromatografia de exclusion por tamafo (SEC, del inglés size exclusion
chromatography). Con la TFF consigues concentrar las EVs presentes en el medio de
extraccién en un volumen mas pequefio, mientras que con la SEC separas estas EVs
del resto de componentes presentes en el medio. Resumidamente, los 200 ml de medio
de extraccion se pasaron por un filtro de flujo tangencial (TFF Easy, HansaBioMed,
Tallinn, Estonia) hasta conseguir un volumen final de 2 ml. A continuacion, las EVs
contenidas en los 2 ml de medio concentrado se aislaron mediante columnas SEC de
vesiculas extracelulares (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canadd) siguiendo las
instrucciones del fabricante hasta conseguir EVs resuspendidas en PBS. Estas EVs se
filtraron mediante un filtro de 0,22 ym para esterilizarlas y se utilizaron en experimentos
de analisis funcional y de caracterizacion de las propias EVs.

4. Caracterizacion de EVs

4.1. Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)

Las muestras de EVs se resuspendieron en PBS estéril y se diluyeron hasta obtener
una concentracion adecuada para el analisis en cada caso. La distribucion del tamano
y la cuantificacion del numero de particulas se realizé utilizando el sistema Nanosight
NS3000 (Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido).

4.2. Microscopia electronica de transmisién

La microscopia electrénica fue llevada a cabo por la unidad de microscopia del
Centro de Investigacion Principe Felipe, tal y como se describe anteriormente [325]. Las
EVs se diluyeron en PBS, se cargaron en rejillas recubiertas de carbon Formwar y se
contrastaron con acetato de uranilo al 2%. Finalmente, las EVs se examinaron con un
microscopio electréonico de transmision FEI Tecnai G2 Spirit. Las imagenes se
adquirieron con una camara CCD Morada (Olympus Soft Image Solutions GmbH,
Munster, Alemania).

4.3. Analisis por dispersién dinamica de luz (DLS)

La caracterizacion de las EVs mediante DLS fue realizada en la unidad de Quimica
Analitica de la Universidad de Valencia. Brevemente, el sistema AF4 (AF2000 MultiFlow
FFF, Postnova Analytics Inc., Landsbergam Lech, Alemania) se acoplé en linea al
detector SPD-20AV UV-Vis (Shimadzu Corporation, Japén) y al detector Zetasizer Nano
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ZS DLS (Malvern, Reino Unido). Los caudales se obtuvieron mediante dos bombas
isocraticas PN1130 separadas (Postnova Analytics Inc.) equipadas con el
desgasificador PN7520. El flujo cruzado se obtuvo mediante una bomba de pistén
separada que se podia ajustar constantemente. El soporte liquido AF4-UV-Vis-DLS (0,1
pm filtrado) se prepardé con PBS. El detector DLS también puede funcionar en modo
discontinuo y mediante microelectroforesis doppler laser permite obtener la magnitud
del potencial zeta.

4.4. Caracterizacion mediante reflectancia total atenuada -
Infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Para caracterizar las EVs se estudié también su espectro infrarrojo en el rango de
4000 a 400 cm-1. Para ello se utilizdé un espectrometro Alpha Il (Bruker Optics GmbH,
Ettlingen, Alemania) equipado con un ATR de platino con elemento de interfaz de
medicion de diamante monolitico (reflexiéon simple), una fuente IR CenterGlow™ y un
detector DTGS de temperatura estabilizada sin necesidad de sistema de purga. Para el
analisis de datos se empled el software OPUS 8.5 (Bruker Optics GmbH). Se
depositaron 2 ul de la suspensidon de EVs sobre el cristal ATR y se secaron durante 20
segundos a temperatura ambiente utilizando una corriente intermitente de aire. Los
espectros se recogieron coadjuntando 32 barridos con una resolucion de 4 cm-1 con un
tiempo de adquisicion de 20 segundos.

4.5. Imagenes de florescencia e interferometria de una sola
particula con ExoView®

La tecnologia ExoView® se basa en imagenes obtenidas por interferometria de una
Unica particula de EVs. Permite realizar el analisis de una unica vesicula para determinar
el tamano y el perfil proteico de la misma. Las EVs son capturadas en un chip de sustrato
de silicio, constituido por una matriz de puntos impresos en la que hay diferentes
anticuerpos. Esto se puede combinar con la inmunotincién de las EVs empleando
anticuerpos conjugados a fluoréforos, de manera que se pueden caracterizar diferentes
marcadores en la misma vesicula de forma simultanea. Para la caracterizacién de las
EVs se utilizo el kit comercial ExoView® Human Tetraspanin Kit (NanoView Biosciences,
Brighton, MA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se caracteriza
porque cada chip tiene unidos anticuerpos frente a CD9, CD81 y CDG63, tres
tetraspaninas que son marcadores caracteristicos de exosomas. Las EVs aisladas se
diluyeron 1:10 en la Solucion de Incubacién 1X del kit y se anadieron 50 pl de la muestra
diluida sobre un chip de silicio depositado en un pocillo de p24. Las muestras se
incubaron con los chips durante toda la noche y posteriormente se realizaron 3 lavados
de 3 minutos en agitacioén utilizando la Solucion A. A continuacion, los chips se incubaron
en agitacién durante 1 hora con una mezcla de anticuerpos fluorescentes constituida
por anti-CD81 (CF® 555), anti-CD9 (CF® 488A), y anti-CD63 (CF® 647) en solucion de
bloqueo. Tras esto, se realizé un lavado con Solucién A, 3 con Solucién B y un ultimo
lavado en agua desionizada. La adquisicion de datos e imagenes se realizd en un
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ExoView® R100 (NanoView Biosciences) y el analisis de los datos se llevé a cabo con
el software ExoView Analyzer 3.1.4.

5. Analisis proteémico de las EVs

El analisis protedmico se realizé en la instalacién de proteémica de la SCSIE
Universidad de Valencia, perteneciente a Proteored, PRB3, y cuenta con el apoyo de la
subvencion PT17/0019, del PE 1+D+i 2013-2016, financiada por el ISCIll y FEDER. Las
EVs obtenidas a partir de diferentes biopsias se sometieron a un analisis protedmico
para comparar su cargo proteico. Las muestras se resuspendieron en buffer RIPAy la
concentracién de proteina se determind mediante el kit comercial de ensayo de
proteinas Qubit™ (Invitrogen). Se mezclaron 10 pg de muestra proteica de cada biopsia
con bicarbonato aménico (ABC) hasta una concentracion final de 50 mM. Los residuos
de cisteina se redujeron con DL-Ditiotreitol (DTT) 2 mM en 50 mM de ABC a 60°C
durante 20 minutos. Los grupos sulfhidrilos se alquilaron con 5 mM de yodoacetamida
en 50 mM de ABC en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. El exceso
de yodoacetamida se neutralizé con 10 mM de DTT en 50 mM de ABC durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se sometieron a una digestién utilizando
tripsina modificada de grado de secuenciacion (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.)
a 37°C durante toda la noche. La reaccion se detuvo con acido tri-fluoroacético (TFA) a
una concentracion final del 0,1%. La mezcla de digestion se seco en una centrifuga de
vacio y se resuspendié en 25 ul de ACN al 2% y TFA al 0,1%. Para la cromatografia
liquida y la espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) se cargaron 4 ul de cada
muestra en una columna trampa (NanoLC Column, 3y C18-CL, 350 mm x 0.5mm;
Eksigent) y se desalaron con TFA al 0,1% a 5 pl/min durante 5 min. A continuacion, los
péptidos se cargaron en una columna analitica (34 C18-CL 120 A, 0.075 x 150 mm;
Eksigent) equilibrada en acetonitrilo al 5% y acido férmico (AF) al 0,1%. La elucion se
realizo con un gradiente lineal de entre 10-37% de B en A durante 45 min (A: 0,1 % FA;
B: ACN, 0,1 % FA) a un caudal de 300 nL/min. Los péptidos se analizaron en un
espectrometro de masas nanoESI qQTOF (6600plus TripleTOF, ABSCIEX). Las
muestras se ionizaron en una fuente de electrospray Optiflow < 1 uL Nano aplicando 3,0
kV al emisor del spray a 175 °C. El analisis se realiz6 en modo dependiente de datos.
Se adquirieron barridos MS1 de sondeo de 350-1400 m/z durante 250 ms. La resolucion
del cuadrupolo se ajusté a "BAJA" para los experimentos MS2, que se adquirieron a
100-1500 m/z durante 25 ms en modo de "alta sensibilidad". Se utilizaron los siguientes
criterios de conmutacion: carga: 2+ a 4+; intensidad minima; 250 cuentas por segundo
(cps). Se seleccionaron hasta 100 iones para la fragmentacion después de cada barrido
de sondeo. La exclusién dinamica se fijé en 15 s. La sensibilidad del sistema se controlo
analizando 500 ng de extracto digerido de proteinas de K562 (SCIEX). En estas
condiciones, se identificaron 1900 proteinas (FDR <1%) en un gradiente de 45 minutos.
Se utilizaron los parametros por defecto de ProteinPilot para generar listas de picos a
partir de los archivos wiff del sistema TripleTOF 6600 plus. El algoritmo Paragon [326]
de ProteinPilot v 5.0 se utilizé para buscar en SwissProt (version 200601) con los
siguientes parametros: especificidad de tripsina, cis-alquilaciéon, taxonomia no

75



Materiales y métodos

restringida y taxonomia humana, y el esfuerzo de busqueda se fijo6 en mediante analisis
FDR. Las proteinas que mostraron una puntuacion del valor unused >1,3 se identificaron
con una confianza = 95%.

Finalmente, los datos se analizaron con el software String. Las proteinas con un
valor de unused > 1,3 se utilizaron para el analisis de enriquecimiento funcional que
permitia detectar asociaciones entre GOs y grupos experimentales. Esta caracterizacion
funcional mostré procesos bioldgicos relacionados con las proteinas seleccionadas que
fueron representados en un TreeMap utilizando la pagina web REVIGO.

6. Analisis lipidomico de las EVs

Para el analisis de las muestras se utilizé un equipo de cromatografia liquida (UPLC)
acoplado a un espectrometro de masas (MS) de alta resolucién con detector Orbitrap
UPLC-QExactive Plus (UPLC-TOF/MS-Orbitrap QExactive Plus MS) disponible en la
Unidad Analitica del Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe (lISLaFe, Valencia,
Espafa), encargada del analisis de las muestras.

La separacién cromatografica se realizé utilizando una columna Acquity UPLC CSH
C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 ym) de Waters. La fase mévil en el modo de ionizacién positiva
fue acetonitrilo/agua (60:40, v/v) con formiato de amonio (10 mM) (A), y alcohol
isopropilico/acetonitrilo (90: 10, v/v) con formiato de amonio (10 mM) (B); mientras que
en el modo de ionizacidon negativa, fue acetonitrilo/agua (60:40, v/v) con acetato de
amonio (10 mM) (A) y alcohol isopropilico/acetonitrilo (90:10, v/v) con acetato de amonio
(10 mM) (B). El procesamiento de datos, la seleccion de picos, la alineacion del tiempo
de retencion y la integraciéon de picos se realizaron utilizando el paquete LipidMSv3 R
[327] para obtener los lipidos presentes en las muestras.

7. Secuenciacién de miRNAs presentes en las EVs

Las EVs se resuspendieron en PBS y se enviaron a la Unidad de Gendmica del
Centro de Regulacién Gendmica de Barcelona, donde se llevd a cabo la secuenciacion
de los miRNAs de las EVs. Las bibliotecas se prepararon utilizando el kit NEBNext®
Small RNA Library Prep Set de lllumina® (E7330, San Diego, California, EE.UU), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, entre 1-5 ng de ARN aislado
de las EVs se sometieron a ligadura de adaptadores 3'y 5' y a la sintesis de ADNc de
primera cadena. La amplificacion de las bibliotecas se realiz6 mediante PCR utilizando
los cebadores indexados suministrados en el kit. Todos los pasos de purificaciéon se
realizaron con beads AgenCourt AMPure XP (ref. A63882, Beckman Coulter). Las
bibliotecas finales se analizaron con el bioanalizador Agilent (5067-4626) para estimar
la cantidad y comprobar la distribucion de tamarfios. Se realizdé un pool para realizar la
seleccion de tamano utilizando geles Novex TBE PAGE al 6 % (EC6265BOX) y el
conjunto final se cuantific6 mediante gPCR utilizando el kit KAPA Library Quantification
(KK4835, KapaBiosystems, Wilmington, MA, EE.UU.). Finalmente se secuenciaron en
el NextSeqg2000 de lllumina.
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El analisis de la secuenciacion fue llevado a cabo por el Grupo de Ingenieria
Estadistica Multivariante (GEIM) de la Universidad Politécnica de Valencia. Los archivos
FASTQ fueron tratados con Cutadapt y alineados con Kallisto para obtener la tabla de
conteos de cada miRNA. Se emplearon varios métodos de expresion diferencial para
buscar miRNAs alterados entre grupos: prueba binomial negativa de edgeR, modelos
de regresion de lima y prueba no paramétrica de NOISeq. El modelo edgeR se aplico a
los recuentos de miARN no normalizados y a la normalizacién proporcionada por CQN,
mientras que el modelo limma se aplicd solo a los datos normalizados por CQN, que
incluian una transformacion logaritmica de los valores de expresion. Los datos
normalizados por CQN sin transformacion logaritmica se analizaron con el modelo
NOISeq. Para seleccionar los miRNAs expresados diferencialmente a partir de los
resultados de edgeR y limma se utilizé un valor de corte p de 0.05, mientras que para el
valor p ajustado por FDR de NOISeq se utilizé un valor de corte de 0.10.

8. Analisis de expresion génica

8.1. Extraccion de ARN

Para aislar el ARN de las células y las muestras de tejido, estos se mantuvieron en
hielo y se lavaron con PBS. Se afiadié a cada una de las muestras tampén de lisis RLT
y se recogio6 el lisado celular en tubos eppendorf. En este punto del procedimiento, se
puede continuar con la extraccion del ARN, o el lisado celular se puede congelar a -80°C
para realizar la purificacion del ARN en otro momento. Para continuar con la extraccion,
el lisado se mezclé con el mismo volumen de etanol al 70% y se siguieron los pasos
establecidos en el kit comercial de purificacion de ARN en columna RNeasy Plus Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La concentracion de ARN se determiné utilizando un
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). La calidad del ARN
extraido se determind en base a los ratios de absorbancia 260/280, que indica
contaminacion por proteinas, y 260/230, que indica contaminacion por componentes
organicos.

8.2. Retrotranscripcion de ARN

Una vez aislado y cuantificado el ARN, este se utiliz6 como molde para obtener ADN
complementario (ADNc) mediante retrotranscripcion. Se utilizd el kit comercial
PrimeScript RT Reagent Kit (Takara, Kusatsu, Japdn), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se partié de 1 ug de ARN de todas las muestras y la reaccion se llevé a cabo
en un termociclador Eppendorf. Se realizé un unico ciclo de 15 minutos a 37°C y 5
segundos a 85°C, manteniendo después las muestras a 4°C. EI ADNc se almacen¢ a -
20°C hasta la realizacion de la RT-gPCR.

8.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
qPCR)

La RT-qPCR permite cuantificar la cantidad de ARNm que hay en las muestras y
comparar los niveles relativos entre diferentes muestras. Para realizar la RT-gPCR se
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necesita anadir a la reaccién cebadores sentido y antisentido que permitan amplificar el
producto de PCR. Los cebadores utilizados en este trabajo, tanto humanos como de
rata, se disefharon mediante la herramienta informatica Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y se compraron a Condalab (Madrid,
Espafia). Para realizar la RT-gPCR se utilizd el kit comercial TB Green® Premix Ex
Taq™ (Takara). Cada reaccion se llevo a cabo con 2 ul de ADNc diluido, (previamente
se diluyé 1:10 en agua libre de nucleasas), 0,34 ul de cada cebador, 2,32 yl de agua
libre de nucleasas y 5 ul del Master Mix. El volumen total de cada reaccion fue de 10 pl.
Se realizaron triplicados para cada muestra y gen. Las reacciones se llevaron a cabo en
placas de 384 pocillos (A36931; Thermo Fisher Scientific) en un termociclador Viia 7
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, EE. UU.). El protocolo de la
reaccion consiste en un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C de 10 minutos, seguido
de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minutos a 60°C, en los que se produce la
desnaturalizacion y la hibridacién/extension. Tras estos 40 ciclos se lleva a cabo la fase
de enfriamiento a 4°C. Los cebadores empleados en este trabajo son los que aparecen
detallados en la Tabla 4.

Gen Cebador forward Cebador reverse
hGAPDH CCCCTCTGCTGATGCCCCCA TGACCTTGGCCAGGGGTGCT
hCD206 ACCTGCGACAGTAAACGAGG TGTCTCCGCTTCATGCCATT
hCD163 GCTCATCCCGTCAGTCATCC TCCCGGTATTGAATTTGGTGGA
hALOX15 TTCTATGCCCAAGATGCGCT TGCAGCCCGATTTCAGTGAT
hCXCL10 | TGCAAGCCAATTTTGTCCACGTGT GCAGCCTCTGTGTGGTCCATCC
hCXCL11 TGTCTTTGCATAGGCCCTGGGGT AGCCTTGCTTGCTTCGATTTGGGA
hCCL5 TACATTGCCCGCCCACTGCC GGGTTGGCACACACTTGGCG
hMPO GCCCATCCTTGACTCTCTTGG CCTTTACAACCAGGGGTCCA
hTLR2 AGGCAGCGAGAAAGCGCAGC CCCCCAAGACCCACACCATCCA
hTLR4 CCCTGCGTGGAGGTGGTTCCTA CTCCCAGGGCTAAACTCTGGATGGG
hALX TTGCTCCACAGGAAGCCAAG CAGGGCCAGGTTCAGGTAAC
hCOL3A1 GCCCTCCTAATGGTCAAGG TTCTGAGGACCAGTAGGGCA
hCOL1A1 GCTCGTGGAAATGATGGTGC ACCCTGGGGACCTTCAGAG
hACTA2 AGCGTGGCTATTCCTTCGTT GCAGTGGCCATCTCATTTTC
hTIMP1 GGATACTTCCACAGGTCCCAC CAGGGGATGGATAAACAGGGA
hMMP1 GTGTCTCACAGCTTCCCAGCGAC GCACTCCACATCTGGGCTGCTTC
rTnfa GATCGGTCCCAACAAGGAGG GCTTGGTGGTTTGCTACGAC
riNos AGTCAACTACAAGCCCCACG GCAGCTTGTCCAGGGATTCT
rGapdh GCATCTTCTTGTGCAGTGCC GATGGTGATGGGTTTCCCGT
rCd274 CTCCTCGCCTACAGGTAAGTC ACACCACTAAGGCAAGCAGG
rCxcl10 GCAAGTCTATCCTGTCCGCA CTAGCCGCACACTGGGTAAA
rCcl5 CTGCTTTGCCTACCTCTCCC TCTTCTCTGGGTTGGCACAC
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rMsr1 CTGTGGGCCAGATGCTGAAA CCTGAACGGAGGAGCCATTT
rAlox12 ACTTGACTTGGATCGCCTCC AGTCCTCGGCAACATCGAAA
rCx3cr1 TCGTCCTGCCCTTGCTTATC GTCTCCGTCACACTAAGGGC
rii10 CTGGCTCAGCACTGCTATGT GCAGTTATTGTCACCCCGGA
rCcl17 ATCAGGAAGCTGGTGACGTG TCTCCAAATGACTCGCTGGG
rCol3 TCCACCTGGTGGCCAGAATT GATAGCCACCCATTCCTCCG
rCol1 GTACATCAGCCCAAACCCCA TCGCTTCCATACTCGAACTG
raSma ACCATCGGGAATGAACGCTT TAGGTGGTTTCGTGGATGCC
rTimp1 AGAAGGGCTACCAGAGCGAT GACCCCAAGGTATTGCCAGG
rSod1 GTCCAGCGGATGAAGAGAGG TTCCACCTTTGCCCAAGTCA

Tabla 4. Listado de los cebadores utilizados en las reacciones de RT-gPCR
9. Analisis de expresion proteica

9.1. Western Blot

El western blot es una técnica analitica que permite identificar proteinas especificas
en una muestra biolégica mediante una reaccion antigeno-anticuerpo. La técnica se
divide en tres pasos: la separacion de las proteinas mediante electroforesis, la
transferencia de las proteinas a una membrana y la inmunodeteccion de las mismas. No
obstante, previo a estos pasos es necesario obtener el extracto de proteina y
cuantificarlo para poder afiadir la misma cantidad de cada una de las muestras.

9.1.1. Extraccion de proteina

Las células, las vesiculas extracelulares o el tejido se lisaron en una solucién de
tampdn RIPA (1% NP40, 0,5% desoxicolato, 0,1% dodecil sulfato sédico en solucién
salina tamponada con Tris) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EE.UU.) suplementado con
inhibidor de proteasas (Complete, Sigma-Aldrich) e inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP,
Sigma-Aldrich). Las muestras se mantuvieron en hielo durante todo el proceso para
evitar la degradacion proteica. El lisado se recogié en tubos eppendorf y se centrifugd a
12000 g y a 4°C durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf 5417 R para eliminar
los restos celulares. El sobrenadante, que contenia las proteinas se recogio en tubos
nuevos y se almacend congelado a -80°C. Antes de su almacenamiento se guardaron
10 ul de muestra para su cuantificacion.

9.1.2. Cuantificacion de proteinas mediante ensayo de BCA

La cuantificacion de proteinas en las muestras extraidas se realizé mediante un
ensayo BCA, empleando el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific). Se trata de un ensayo colorimétrico en el que la reaccion entre las proteinas
y los reactivos del kit generan un color morado que se puede cuantificar por absorbancia.
Para realizar el ensayo se emplearon placas de 96 pocillos. En cada uno de los ensayos
se realiz6 una curva patrén para lo cual se anadieron 10 ul de distintas concentraciones
conocidas (de 20 a 2000 ug/ml) de albumina de suero bovino (BSA) diluida en RIPA.
Ademas de la curva patrén, se afadieron 10 ul del extracto de proteinas de cada una
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de las muestras. Para iniciar la reaccién colorimétrica se agregdé a cada uno de los
pocillos 190 ul de una mezcla 1:50 de los reactivos A y B del kit comercial. Se incubd
durante 30 minutos a 37°C vy, transcurrido este tiempo, se determiné la absorbancia a
550 nm de cada pocillo en un lector de placas Halo LED 8. Con los datos de absorbancia
de la curva patron y la concentracién de proteina de esos pocillos se establecié una
recta a partir de la cual se podia determinar la concentracion de proteina de las muestras
de interés.

9.1.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Este paso permite la separacion de las proteinas a lo largo de un gel poroso al
aplicar un campo eléctrico constante. Los geles utilizados para esta técnica son de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS). La adicion del SDS, un detergente
anionico, provoca la desnaturalizacion de las proteinas y les aporta una carga neta
negativa, enmascarando su carga intrinseca. Esto permite que la separacion de las
proteinas en este tipo de electroforesis se base Unicamente en su peso molecular. La
fabricacion de los geles se llevd a cabo con una solucion de acrilamida 30%/
bisacrilamida 0,8% (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). El porcentaje de esta
solucién de acrilamida en el gel es lo que determina el tamafio de poro que se genera
al polimerizarse, de forma que un mayor porcentaje de acrilamida dara lugar a geles con
un tamafo de poro mas pequefio y, como consecuencia de esto, las proteinas tardaran
mas en migrar a lo largo del gel. Los geles de mayor porcentaje de acrilamida se utilizan
para separar proteinas de bajo peso molecular, mientras que los geles de bajo
porcentaje de acrilamida se utilizan para separar proteinas de alto peso molecular. El
porcentaje de acrilamida utilizado en los geles de este trabajo fue del 10% vy la
polimerizacion se realizé siguiendo la receta que aparece detallada en la Tabla 5. Ala
hora de fabricar los geles se dividen en dos fases, el stacking, que se localiza en la parte
superior y es donde se cargan las proteinas, y el running, que es donde realmente se
produce la separacion de las proteinas.

Geles de poliacrilamida

Running (10%) Stacking (8%)
Agua MilliQ 9,6 ml Agua MilliQ 7,2 mi
Tris 1,5M pH 8,8 5ml Tris 1M pH 6,8 1,5 ml
Acrilamida 29:1 40% 5ml Acrilamida 29:1 40% 1,5 ml
SDS 10% 200 pl SDS 10% 100 pl
APS 10% 200 pl APS 10% 100 pl
TEMED 8 ul TEMED 10
Volumen total 20 ml Volumen total 10 ml

Tabla 5. Composicién de los geles de poliacrilamida empleados en el Western Blot.

Ademas de preparar los geles, antes de comenzar la electroforesis se prepararon
las muestras de proteina que se iban a cargar. Para ello, 30 uyg de cada una de las
muestras de proteina de interés se mezclaron con tampdén de carga Laemmly 6X (Bio-
Rad Laboratories) suplementado con 3-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y se incubaron
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a 95°C durante 5 minutos para su desnaturalizacidon. Las muestras de proteinas ya
preparadas se cargaron en el gel, junto con el marcador de peso molecular Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Bio-Rad) para identificar el tamano de las proteinas. La
electroforesis se llevd a cabo a amperaje constante de 50 mA en un tampén compuesto
por 25 mM de Tris, 190 mM de glicina y 0,1% de SDS.

9.1.4. Transferencia a membrana de PVDF

Tras la electroforesis, las proteinas separadas se transfirieron del gel a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P; Millipore). La membrana
se activé previamente pasandola por metanol puro durante 15 segundos, agua ultrapura
durante 2 minutos y 15 minutos en tampén de transferencia (0,25 M Trizma Base, 2 M
glicina y 20% de metanol). La transferencia se llevé a cabo en frio en el mismo tampén
antes mencionado, manteniendo el amperaje constante a 250 mA durante 3 horas.

9.1.5. Inmunodeteccion

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon durante 1 hora
a temperatura ambiente y agitacion para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos.
Para ello, se utilizé una solucién de bloqueo constituida por leche desnatada en polvo
al 5% (p/v) diluida en tampén salino Tris (TBS). El TBS esta compuesto por 50 mM de
Tris-HCl y 150 mM de NaCl a pH 7,6. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron con
los anticuerpos primarios de interés (diluidos en tampén de bloqueo) durante toda la
noche a 4°C y en agitacion. Al dia siguiente, se lavaron las membranas 3 veces con TBS
durante 10 minutos en agitacién y a temperatura ambiente. Tras esto, se incubaron con
los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP)
correspondientes durante 90 minutos en agitacién y temperatura ambiente. Se volvieron
a realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno en TBS y agitacion. Finalmente, se
revelaron las membranas utilizando el kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Fisher Scientific) en un revelador Amershan Imager 600 (GA
Healthcare, Chicago, IL, EE.UU.). La expresion proteica se determino por densitometria
utilizando el software ImagedJ (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.).
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Anticuerpos primarios
Anticuerpo Especie Dilucién Referencia Casa comercial
Anti-tubulina Raton 1:4000 T5168 Sigma-Aldrich
Anti-GAPDH Conejo 1:1000 #5174 Cell Signaling
Technology®
Anti-CD81 Raton 1:200 $C-7637 Santa Cruz
Biotechnology
Anti-HSP70 Conejo 1:500 #4876 Cell Signaling
Technology®
Anti-TSG101 Raton 1:200 | (C-2)Sc-7964 Santa Cruz
Biotechnology
Anti-CD9 Raton 1500 | (C-4)Sc-13118 | >antaCruz
Biotechnology
Anti-ALIX Raton 1:200 | (3A9)sc-53538 | >anta Cruz
Biotechnology
Anti-Calnexina |  Conejo 1:1000 | (H-70) Sc-11397 | Santa Cruz
Biotechnology
Anti-hTERT Conejo 1:500 | 600-401-252S Rockland
Immunochemicals
o . _ (1H14L7) Thermo Fisher
Anti-CX3CR1 Conejo 1:500 702321 Scientific
. . ] Thermo Fisher
Anti-CCR2 Conejo 1:500 PA5-23037 no Fi
Scientific
. . ] ABclonal
Anti-PDL1 Conejo 1:500 A11273
Technology
Anti-MSR1 Conejo 1500 | PA5-102519 | 1nermo Fisher
Scientific
Anti-ARG1 Conejo 1:5000 | PA5-29645 Thermo Fisher
Scientific
Anti-iNOS Conejo 1:500 PA1-036 Thermo Fisher
Scientific
Anti-CD206 Conejo 1:1000 Ab64693 Abcam
Anticuerpos secundarios
MRIEEE Gl Cabra 1:5000 P0448 Dako
conejo
HAHEOEE Conejo 1:5000 A9044 Sigma-Aldrich
raton

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en Western Blot.

9.2. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Los niveles de las citocinas IL-10, IL-1B8 y TNFa presentes en los sobrenadantes de
los macréfagos se determinaron mediante kits comerciales de ELISA (BMS215-2,
BMS224-2, BMS223-4, ThermoFisher Scientific), siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Una vez finalizada la diferenciacion de los monocitos, se recogieron los
sobrenadantes de los macréfagos M1 tratados y no tratados y M2 y se centrifugaron
para eliminar el debris celular. Los sobrenadantes ya centrifugados se utilizaron
directamente para realizar el ensayo o se guardaron a -80°C si el ELISA no se iba a
realizar a continuacién. Para llevar a cabo el ensayo, se lavaron los pocillos con solucién
de lavado vy, tras secarse, se plaqued la curva patrén tal y como viene detallado en el
protocolo. A continuacién, se afadieron las muestras de interés diluidas en la Solucion
de Ensayo a los pocillos y se incubaron con Conjugado de Biotina durante 2 horas a
temperatura ambiente y agitacion. Se realizaron 3 lavados de los pocillos y se afiadieron
100 ul de Streptavidina-HRP diluida a todos los pocillos, dejandolo incubar durante 1
hora en agitacion a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se volvieron a
realizar 3 lavados y se anadieron 100 ul de Solucién de Sustrato TMB a cada pocillo,
incubandolo durante 10-20 minutos en oscuridad. Finalmente, se detuvo la reacciéon
enzimatica anadiendo 100 ul de Solucién de Stop a cada pocillo. Los valores de
absorbancia se determinaron en un espectrofotometro Halo LED 8 a 450 nm. La
concentracién de cada muestra se determiné teniendo en cuenta los valores de la curva
patron y la dilucidn de la muestra.

9.3. Ensayo MPO

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima lisosomal que se encuentra
abundantemente en los granulos de los neutrdfilos. Esta enzima cataliza la produccion
de acido hipocloroso (HCIO) a partir de peroxido de hidrégeno (H20) y anién cloruro
(Cl-). El ensayo colorimétrico de actividad MPO se basa en que el HCIO producido en
esta reaccion enzimatica reacciona con la taurina para generar la cloramina taurina.
Este compuesto reacciona posteriormente con la sonda DTNB presente en el kit
comercial, lo que produce una reduccion del color, de manera que la absorbancia que
se mide es inversamente proporcional a la cantidad de enzima MPO presente en las
muestras. Para realizar el ensayo se utilizé el kit comercial Ensayo Colorimétrico de
Actividad MPO (Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo los pasos indicados por el
fabricante. Resumidamente, se afiadié Solucién de ensayo a los pocillos de la curva
estandar, las muestras y el control positivo, que se incubaron durante 90 minutos a
temperatura ambiente con el mix de reaccién, que incluia una solucion de H2O..
Transcurrido este tiempo se afiadié Solucion de Stop a cada uno de los pocillos y se
incubd la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se afiadié el
TNB a las muestras y a los pocillos de la curva estandar, se incubd durante 10 minutos
y se leyo la absorbancia a 412 nm en un lector de placas Synergy H1 (BioTek, Winooski,
VT, EE.UU.). La cantidad de TNB en cada una de las muestras (B) se extrapolé a partir
de la curva estandar y a partir de este valor se determind la actividad MPO aplicando la
siguiente férmula:

Actividad MPO = x Factor de dilucién

AT xV
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10. Analisis de marcadores de monocitos por citometria
de flujo

Una vez diferenciados los monocitos in vitro, se determind la presencia de
marcadores de macrofagos M1 y M2 mediante citometria de flujo. Para realizar este
analisis, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS. A continuacion, se incubaron
durante 10 minutos en solucion de bloqueo, hecha de PBS con un 10 % de suero normal
de ratén (NMS, del inglés normal mouse serum). Transcurrido este tiempo, se afiadieron
los anticuerpos primarios de interés conjugados con fluorocromos y se incubaron las
muestras durante 1 hora a 4°C. La concentracién de los anticuerpos utilizada fue la
recomendada en cada caso por el fabricante. La lista de anticuerpos primarios
conjugados que se han utilizado en este trabajo aparece descrita en la Tabla 7.
Finalmente, tras la incubacion con los anticuerpos, se realizé un lavado de las muestras
con PBS y se llevé a cabo el analisis en un citdmetro FACS Canto Il (BD Bioscience,
San Diego, CA, EE.UU.). El porcentaje de células positivas para los marcadores se
analizé utilizando el programa informatico FlowJo X (TreeStar Inc., Ashland, OR,
EE.UU.).

Anticuerpos citometria
Anticuerpo Fluorocromo Referencia Casa comercial
Anti-CD14 RPE TUK4 Dako
Anti-CD163 PerCP-Cy GHI/61 BD Biosciences
Anti-CD80 Pacific Blue FUN-1 BD Biosciences
Anti-CD86 APC V450 BD Biosciences
Anti-HLA-DR FITC AC122 Miltenyi Biotec

Tabla 7. Anticuerpos conjugados a fluorocromos empleados en citometria de flujo

11. Ensayo funcional de eferocitosis

Los neutrdfilos aislados se cultivaron en PBS durante 24 horas para inducir su
apoptosis. Al dia siguiente, se levantaron con la ayuda de un raspador de células, se
centrifugaron y se resuspendieron en 1 ml de PBS. A continuacion, se tifieron con rojo
Texas (APC, Thermo Fisher Scientific), anadiendo 1 ul de este compuesto a la
suspension de neutrdfilos y dejandolo incubar a 37°C durante 20 minutos en oscuridad.
Una vez transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS y se centrifugaron para eliminar
los restos de la tincion. Los neutréfilos apoptoticos tenidos se co-cultivaron con
macrofagos diferenciados M1 y M2 (en una proporcion celular 1:1) durante 2 horas.
Algunos de los monocitos diferenciados a M1 se trataron con EVs en el dia 0 de
diferenciacion. Los macréfagos se lavaron después del co-cultivo y se tiferon con anti-
CD14 humano (RPE, Dako, TUK4). Se utilizé citometria de flujo para analizar el
porcentaje de células CD14 y APC doblemente positivas, que representaban
macroéfagos que habian eferocitado los neutréfilos apoptoticos.
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12. Ensayo de apoptosis con Anexina V y ioduro de
propidio (Pl)

La determinacion del porcentaje de células apoptéticas se realizé6 mediante la tincion
con Anexina V-FITC y ioduro de propidio (PI, de sus siglas en inglés) (R&D Systems,
Mineapolis, MN, EE. UU.). La anexina V es una proteina de union a fosfolipidos que, en
este caso, se une a la fosfatidilserina que queda expuesta en la hemimembrana celular
externa cuando las células entran en apoptosis. El Pl se une a las células que han
perdido la integridad de la membrana, de forma que, con el doble marcaje, se pueden
diferenciar las células que estan en apoptosis temprana (solo Anexina V-FITC positivas)
y las que estan en apoptosis tardia o necrosis (Anexina V-FITC y PI positivas).

La tincion se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
células se lavaron con PBS, guardando el sobrenadante antes y después del lavado. Se
despegaron las células con tripsina/EDTA y se juntaron con los sobrenadantes
guardados. Tras centrifugarlas se resuspendieron en el buffer de unién con Anexina V-
FITC y Pl y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se afadid el mismo volumen del tampon de unién y se
cuantifico el porcentaje de células positivas para Anexina V y Pl mediante citometria de
flujo empleando un citémetro FACS Canto II.

13. Ensayo de proliferacion de linfocitos T

Se realizé un ensayo de proliferacion de linfocitos T siguiendo el protocolo descrito
anteriormente [328]. Las PBMCs aisladas se tifieron con CFSE (compuesto fluorescente
éster de succinimidil-carboxifluoresceina) 5 uM durante 15 minutos a 37°C utilizando el
kit comercial CellTrace CFSE Cell Proliferation (ThermoFisher Scientific). Tras realizar
un lavado de las células, se activaron con Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28
(ThermoFisher Scientific), utilizando una proporcién 1:1 de beads y PBMCs. Para
evaluar su potencial inmunosupresor, se afiadieron 2-10° particulas/ml de EVs a 5-10*
PBMCs tefidas y activadas en 250 ul de medio RPMI completo en placas de 48 pocillos.
Se mantuvieron 5 dias en cultivo y se recogieron las PBMCs en tubos eppendorf.

En general, los linfocitos T, que se caracterizan por el marcador CD3, constituyen
entre el 45-70% de las PBMCs. Ademas, la activacion de estas células con las
Dynabeads CD3/CD28 induce una mayor expansion de la poblacién de linfocitos, por lo
que, al cabo de 5 dias de cultivo, la mayor parte de las PBMCs eran linfocitos T CD3+.
No obstante, para garantizar el analisis de esta poblacién, las PBMCs recogidas se
tiferon con el anticuerpo primario CD3-PerCP-Cy (SK7; BD Biosciences, Nueva Jersey,
EE.UU.).

Una vez identificada esta poblacién por citometria, se estudio la proliferacion de los
linfocitos T utilizando como método la diluciéon del CFSE. Este compuesto atraviesa la
membrana celular y se une de forma estable a los grupos aminos de moléculas
presentes en el citoplasma, confiriendo fluorescencia a las células. Cuando la célula se
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divide, esta intensidad de fluorescencia se divide también a partes iguales entre las
células hijas, por lo que, con cada divisién celular, la fluorescencia del CFSE en las
células se va dividiendo aproximadamente a la mitad. Esto permite estudiar por
citometria de flujo la proliferacién de las poblaciones celulares en distintas condiciones,
en este caso, la proliferacién de los linfocitos T activados en presencia y ausencia de
EVs. Teniendo esto en cuenta, a partir de los datos obtenidos por citometria de flujo, se
determind el indice de expansion (IE) [329]. Este valor tiene en cuenta el numero de
divisiones y el numero de células que se han dividido en cada ciclo (N°D). Se utilizaron
PBMCs no activadas como control, en las cuales la fluorescencia del CFSE era maxima,
ya que no se habian producido ciclos de divisién. El porcentaje de células en un ciclo
determinado (N°D) se divide por dos elevado a la potencia del N°D para calcular el
porcentaje de células originales, sin dividir, de las que surgieron (niUmero de cohorte
indivisa). La suma de estos valores para cada ciclo da como resultado la cohorte indivisa
total de cada cultivo. La suma de las cohortes que se han dividido representa el nimero
de precursores que se han activado y han proliferado a lo largo de los 5 dias de
activacion.

El porcentaje de inmunosupresién de las EVs se determind normalizando los datos
a una escala de 0 a 100%, en la que el 0% de inmunosupresion es el IE de las PBMCs
activadas sin tratar y el 100% de inmunosupresion es el IE de las PBMCs no activadas.
Se aplicé la siguiente formula:

IEPBMC act __ IEPBMC EVs

o . Sl
% de inmunosupresiéon = [EPBMCact — [EPBMCnoact x 100

14. Ensayo de estrés oxidativo in vitro con DCFH-DA

Se llevo a cabo el estudio de la cantidad total de especies reactivas de oxigeno
(ROS) utilizando una tincién con DCFH-DA (2’,7-diclorofluoresceina diacetato; Sigma-
Aldrich). Este compuesto atraviesa la membrana celular y sufre un proceso de
desacetilacién, dando lugar a un producto que es sensible a las ROS. Cuando el
producto desacetilado es oxidado por las ROS da lugar a un compuesto que emite
fluorescencia verde. Por tanto, cuanto mayor sean las cantidades de ROS presentes en
la célula, mayor intensidad de fluorescencia verde va a emitir. Para realizar el ensayo,
los neutréfilos se lavaron con PBS y se incubaron con DCFH-DA 5 uM en medio de
cultivo sin suero durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se realizé un
lavado de las células con PBS para eliminar el exceso de tincion. Finalmente, se
determiné la intensidad de fluorescencia de las células mediante citometria de flujo en
un citdmetro FACS Canto Il. Los datos se analizaron con el software FlowJo X.
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15. Modelo experimental de infarto agudo de miocardio
in vivo
15.1. Animales

En este este estudio se utilizaron ratas macho nude atimicas (cepa Hsd:RH-
Foxn1™, Envigo, Indianapolis, Indiana, EE.UU.) de 250-300 gramos. Los animales se
estabularon en las instalaciones del Instituto de Investigaciéon Sanitaria La Fe en la
seccion SPF (del inglés specific pathogen free) debido a su condicién de ratas nude. El
nuamero inicial de animales que se incluyeron en el estudio fue 35, 6 de los cuales
murieron antes de finalizar los experimentos debido a complicaciones en el
procedimiento. Todos los procedimientos realizados fueron aprobados previamente por
los comités institucionales de ética y cuidado de los animales.

15.2. Procedimiento de infarto agudo de miocardio vy
administracion de EVs

El infarto agudo de miocardio (IAM) se realizé mediante ligadura permanente de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (LAD, del inglés left anterior descending
artery). Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de O y sevoflurano (Sevorane™,
AbbVie Limited, Dublin, Irlanda) en una camara estanca. Una vez dormidas, las ratas
fueron intubadas para poder mantener la respiracion artificial y la anestesia a lo largo de
todo el procedimiento. Para ello, se empled el respirador de oxigeno para pequefios
animales (modelo 683, Hardvard Apparatus, Cambridge, Massachusetts, EE.UU.) a un
flujo de 100 ventilaciones por minuto y 2 ml de volumen tidal con un porcentaje de
sevoflurano del 3%. Se administr6 a las ratas una dosis de Fentanilo al 20% en suero
fisiolégico, que actia como analgésico y sedante, evitando asi que los animales sientan
ningun tipo de dolor durante el procedimiento. Se colocaron los animales en posiciéon
lateral y se rasuraron en la zona de las costillas, lugar por el cual se realizé una incision
que permitia observar el corazén del animal. Cuidadosamente se retir6 el pericardio del
animal con unas pinzas y se procedié a realizar la ligadura de la arteria coronaria
descendente utilizando sutura de polipropileno 6/0 (B. Braun, Melsungen, Alemania). La
zona infartada se visualizé tras la ligadura por el desarrollo de un color palido en el
miocardio distal. Inmediatamente después de Ila ligadura, se inyectaron
intramiocardicamente 2,5-10° EVs o solucion salina divididas en dos inyecciones de 10
Ml, las cuales se realizaron en dos localizaciones discretas de la zona del borde del
infarto con una jeringa Hamilton™ 80350 (Hamilton, Reno, Nevada, EE.UU.). Tras esto,
se procedid a cerrar al animal. Una vez finalizada la operacion, se inyectd a las ratas
0,5 ml del analgésico Buprex 0,3 mg diluido 1:5 en suero fisiolégico y se procedié a
retirar la anestesia inhalada y la respiracion artificial. Una vez recuperados los animales
se volvieron a estabular.

Concretamente, en este trabajo se dividieron los animales en dos grupos
(eutanasiados a 7 y 21 dias tras el IAM), divididos a su vez en dos subgrupos (salino y
tratamiento con EVs).
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15.3. Ecocardiografia en ratas

La ecocardiografia transtoracica es una prueba diagnéstica de imagen que permite
evaluar el funcionamiento del corazén. En este ensayo in vivo se utilizd esta técnica
para estudiar la funcion cardiaca de las ratas antes y después del procedimiento. La
ecocardiografia transtoracica se realizd bajo anestesia inhalatoria (Sevorane™)
empleando un sistema ecocardiografico (General Electrics, Milwaukee, WI, EE. UU.)
dotado con un transductor de matriz lineal de 10 MHz, tal y como se ha descrito
previamente [330]. Se realizaron mediciones al inicio del estudio y a los 7 y 21 dias tras
la intervencion. Se realizaron ecocardiografias en modo M y bidimensionales (2D) a nivel
de los musculos papilares en el eje corto paraesternal. Los parametros funcionales se
calcularon durante cinco ciclos cardiacos consecutivos utilizando métodos estandar ya
descritos [331]. Se tomaron medidas del ventriculo izquierdo (LV) en fin de diastole
(LVDd) y fin de sistole (LVDs), el grosor de la pared anterior y la posterior (AWT y PWT)
en diastole y sistole y el area de fin de diastole (EDA) y de sistole (ESA). EI cambio
porcentual de area (CAP) se calculd con la siguiente formula: CAP = [(EDA-
ESA)/EDAJ-100. La fraccién de acortamiento (FA) se calculé como FA = [(LVDd-
LVDs)/LVDd]-100.

15.4. Sacrificio de los animales

Las ratas se sacrificaron 7 o 21 dias después del IAM y se extrajeron los corazones.
En primer lugar, se inyecto intraperitonealmente a cada rata 0,5 ml de tiopental sédico,
un agente anestésico, y 0,1 ml de fentanilo, que actia como agente analgésico. Se
comprobo que los animales estaban completamente anestesiados mediante la pérdida
del reflejo podal, que consiste en que el animal no retira la pata trasera al apretarla con
una pinza. A continuacion, se procedié a la apertura de la cavidad toracica para dejar
expuesto el corazon. En este punto, dependiendo de si los corazones se iban a utilizar
en técnicas histoldgicas o en técnicas moleculares (como qPCR o WB), el protocolo que
se sigui6 es ligeramente distinto. En el caso de los corazones destinados a histologia
se llevd a cabo una fijacién por perfusién del érgano, mientras que en el caso de los
corazones destinados a técnicas moleculares se realizé una criopreservacion de los
mismos.

15.4.1. Fijacion por perfusion

Los corazones de las ratas destinadas a histologia se fijaron por perfusion. Para
ello, una vez abierto el térax y expuesto el corazdn, se clavd una palometa en el apex,
en la zona del ventriculo izquierdo, y otra palometa en la vena cava. A través de ambas
palometas se inyectaron de forma simultanea 5 ml de una solucion compuesta por
cloruro de cadmio 62 mM y cloruro de potasio 1,5 M para detener el corazén en diastole.
A continuacién, se retird la palometa de la vena cava y con unas tijeras se cort6 esta
vena. Por la palometa que todavia seguia inyectada en el ventriculo, se administraron
10 ml de PBS para lavar el corazén y, seguidamente, 5 ml de paraformaldehido (PFA)
al 2%. Se retir6 la palometa que todavia seguia conectada al ventriculo izquierdo y se
inyectd una nueva por la aorta, a través de la cual se perfundié PFA al 2% durante 15
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minutos utilizando una bomba de perfusién a velocidad 4,3 ml/min. Una vez finalizada
la perfusion se extrajo el corazén y se lavé con PBS. Se cortd ligeramente la parte
superior de las auriculas para favorecer la entrada del PFA al tejido y se dejo el corazén
incubando en PFA al 2% durante toda la noche en agitacion para finalizar la fijaciéon del
tejido.

15.4.2. Criopreservacion de tejido

Los corazones que iban destinados a técnicas moleculares se criopreservaron.
Para ello, una vez abierto el térax, con el corazén expuesto, se corto la vena cava y la
aorta. Con la ayuda de pinzas y tijeras se fue separando el corazon hasta extraerlo
completamente. Se lavd en PBS y la zona de infarto se dividié en dos fragmentos, cada
uno de los cuales se introdujo en un tubo eppendorf y se congeld directamente en
nitrogeno liquido. Posteriormente, se guardaron los tubos a -80°C para su
almacenamiento.

15.5. Técnicas histologicas

15.5.1. Inclusion en parafina y corte de los corazones

Tras fijar los corazones, se procedi6 a incluirlos en parafina para poder cortarlos
posteriormente. A lo largo del proceso de inclusién, el agua presente en el tejido va
siendo sustituido por parafina, que es sdlida a temperatura ambiente. Esto hace que el
tejido sea lo suficientemente consistente para obtener secciones muy finas con un
microtomo. El protocolo de inclusion en parafina que se llevé a cabo fue el siguiente:

e Incubar en etanol 70% durante toda la noche en agitacion (225 rpm) a 4°C.
e Incubar en etanol 70% durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.
e Incubar en etanol 96% durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente

(2 veces).

¢ Incubar en etanol 100% durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente
(2 veces).

e Incubar en xilol durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion (2
veces).

e Dejar el tejido en parafina liquida durante 1 hora a 60°C en estufa.

e Cambiar el tejido a parafina “limpia” y dejarlo durante toda la noche en la
estufa a 60°C

e Hacer los bloques de parafina al dia siguiente y dejar que se solidifiquen en
una placa fria a -15°C. Una vez hechos los bloques, se pueden almacenar a
temperatura ambiente durante meses antes de cortar el tejido.

Ala hora de cortar los bloques se utilizé un microtomo para obtener secciones de
5 um de grosor. Los cortes se depositaron en portaobjetos recubiertos previamente de
gelatina-alumbre. Estos portaobjetos con el tejido se guardaron a temperatura ambiente
y posteriormente se utilizaron para realizar las tinciones o las inmunofluorescencias.
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15.5.2. Desparafinacion del tejido

Para realizar inmunofluorescencias o cualquier otra tincidon acuosa es necesario
desparafinar los cortes, ya que la parafina no se puede mezclar con el agua. El protocolo
de desparafinaciéon que se realizé fue el siguiente:

Mantener los cortes en una estufa a 60°C durante 25 minutos.

Incubar dos veces los cortes en xilol durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Incubar los cortes dos veces en etanol 100% durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Incubar los cortes dos veces en etanol 96% durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Incubar los cortes dos veces en etanol 70% durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Mantener los cortes en PBS a 4°C hasta realizar la tincion o la
inmunofluorescencia de interés.

15.5.3. Tincion de Tricromico de Masson

El tricrémico de Masson es una tincion que permite diferenciar las fibras de
colageno de tipo | del resto del tejido. Esto se debe a que estas fibras se tifien de color
azul, mientras que el resto de tejido muscular se tifie de color rojo. Esta tincion es muy
util a la hora de cuantificar el dano que se produce tras un IAM, ya que la zona afectada
se tefiira de azul (debido a una mayor proporcién de tejido fibrético, rico en colageno),
mientras que la zona sana se quedara tefiida en rojo. El protocolo de tincién que se llevo
a cabo fue el siguiente:
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Incubar los portaobjetos con los cortes desparafinados en una cubeta con
solucion de Bouin (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos a 56°C.

Lavar con agua corriente hasta enfriar los cortes.

Incubar los cortes en una cubeta con hematoxilina férrica de Weigert (Sigma-
Aldrich) durante 5 minutos en oscuridad.

Lavar los cortes en tres cubetas con agua corriente caliente de mayor a
menor temperatura.

Aclarar los cortes con agua destilada.

Incubar los cortes en una cubeta con fucsina acida-escarlata (Sigma-Aldrich)
durante 2 minutos.

Aclarar con agua destilada.

Incubar los cortes en una cubeta con 4cido fosfomolibdico (Sigma-Aldrich)
durante 15 minutos en oscuridad.

Incubar 1 minuto los cortes en azul de anilina (Sigma-Aldrich).

Incubar 1 minuto los cortes en acido acético al 1%.

Hacer 20 pases de los cortes por etanol al 70%.

Hacer 20 pases de los cortes por etanol al 96%.

Hacer 20 pases de los cortes por etanol al 100%.
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o Mantener los cortes en xilol hasta el montaje.

Para el montaje de los cortes, se empled el medio de montaje para histologia DPX
(Sigma-Aldrich) y una vez unido los portaobjetos a los cubres se dejaron secar y se
almacenaron a temperatura ambiente. Los cortes se visualizaron en un microscopio
optico invertido Leica DM6000 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania).

15.5.4. Inmunofluorescencia en tejido

Los cortes de tejido desparafinado se sometieron a un proceso de
desenmascaramiento antigénico incubandolos en tampon citrato 10 mM a 90°C durante
25 minutos. A continuacion, se pasaron por dos cubetas de agua corriente para reducir
la temperatura y se lavaron con PBS. Posteriormente, los cortes se incubaron con
solucion de bloqueo durante 90 minutos a temperatura ambiente y se incubaron con los
anticuerpos primarios (Tabla 8) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS y se incubaron una hora con los anticuerpos
secundarios correspondientes (Tabla 9). Se volvieron a lavar y se incubaron 15 minutos
con DAPI. Transcurrido este tiempo, los cortes se lavaron brevemente con PBS y se
montaron con FluorSave™. Finalmente, los cortes se visualizaron con un microscopio
de fluorescencia Leica DM2500 y se analizaron con ImageJ.

Anticuerpos primarios
Anticuerpo Especie Dilucién Referencia Casa comercial
Anti-elastasa Conejo 1200 | PA5-115648 | |nermo Fisher
Scientific
Anti-aSMA Conejo 1:200 14395-1-AP Proteintech®
Anti-vimentina Raton 1:200 | (V9) MA5-11gg3 | 'nhermo Fisher
Scientific
Anti-F4/80 Rata 1:200 Ab6640 Abcam
= . , (1H14L7) Thermo Fisher
Anti-CX3CR1 Conejo 1:200 202321 Scientific
Anti-CCR2 Conejo 1:50 PA5-23037 Thermo Fisher
Scientific
Anti-PDL1 Conejo 1:200 A11273 ABclonal
Technology
Anti-MSR1 Conejo 1200 | PA5-102519 | 'nermo Fisher
Scientific
Anti-ARG1 Conejo 1:200 PA5-29645 | 1nermo Fisher
Scientific
Anti-iNOS Conejo 1:50 PA1-036 Thermo Fisher
Scientific
Anti-CD206 Conejo 1:200 Ab64693 Abcam

Tabla 8. Listado de anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencias de tejido
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Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Especie Dilucién Referencia Casa comercial
Alexa Fluor® .
555 Cabra 1:200 A21434 Thermo Fisher
. Scientific
anti-rata
Alexa Fluor® .
555 Cabra 1:200 A21428 Thermo Fisher
. . Scientific
anti-conejo
Alexa Fluor® .
488 Burro 1:200 A21206 Thermo Fisher
. . Scientific
anti-conejo
Alexa Fluor® .
555 Cabra 1:200 A21424 Thermo Fisher
. . Scientific
anti-raton

Tabla 9. Listado de anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencias de tejido.
15.5.5. Medida del tamano de infarto

A partir de los cortes tefidos con Tricrdmico de Masson se cuantific el area de
infarto utilizando el software ImagedJ. El tamafo del infarto se midié en 8-12 cortes
transversales y se expres6 como la media del porcentaje del area fibrética ventricular
izquierda de todos los cortes de cada corazon.

15.6. Homogeneizado de tejido

Las muestras de corazones destinadas a realizar técnicas analiticas se
homogeneizaron en las soluciones tampodn correspondientes, dependiendo de la técnica
con la que se iban a analizar. Para el homogeneizado del tejido se utiliz6 una ULTRA-
TURRAX® (IKA, Staufen, Alemania). Para cada uno de los experimentos, se realizé la
cuantificacién de la cantidad de proteina de cada muestra tras el homogeneizado, para
relativizar los valores a esta cantidad en caso de que fuese necesario.

15.7. Array de citocinas

Se estudi6 el perfil de citocinas en las muestras de corazén de rata mediante el kit
comercial Proteome Profiler Rat Cytokine Array (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de corazon
criopreservadas se homogeneizaron en una solucion de PBS con inhibidor de proteasas
Complete (Sigma-Aldrich) y 1% de Triton® X-100 y se mantuvieron en frio. Las
membranas de nitrocelulosa con los anticuerpos de interés capturados se incubaron en
Solucién de Ensayo 6 durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.
Simultaneamente, las muestras homogeneizadas se incubaron con 15 pul del Céctel de
Anticuerpos de Deteccion a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido este
tiempo, se aspiro la solucién de ensayo en la que se encontraban las membranas y se
afnadieron las mezclas de muestra/anticuerpos a las membranas, dejandolo incubar
durante toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3
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veces, durante 10 minutos cada una, en agitaciéon y se incubaron con 2 ml de una
solucion de Streptavidina-HRP en Solucién de Ensayo 6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente y agitacién. Se volvieron a lavar las membranas 3 veces y se
revelaron con el mix de reactivos proporcionados por el kit comercial. Las imagenes se
adquirieron en un revelador Amershan Imager 600 (GA Healthcare). La expresion
proteica se determiné por densitometria utilizando el software Imaged.

16. Analisis estadistico

Los datos se representaron como la media + la desviacion estandar (SD). La
normalidad de la distribucion de los datos se analizé mediante el test Kolmogorov-
Smirnov. Se utilizé el test t de Student, pareado o no pareado dependiendo del
experimento, para comparar la media de una variable en dos grupos experimentales con
una distribuciéon normal. Cuando la distribucién no se ajustaba a la normalidad se utilizé
el test U de Mann-Whitney. Para comparar la media de una variable entre tres o mas
grupos experimentales con una distribucion normal se aplico el test de analisis de la
varianza de una via (ANOVA). EI ANOVA de dos vias se utilizd para evaluar el efecto de
dos factores sobre una unica variable entre tres 0 mas grupos. El test de Kruskal-Wallis
se utilizé para comparar la media de una variable entre tres o0 mas grupos que no
presentan una distribucién normal. Los analisis se realizaron con el programa GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con un p < 0,05 con un intervalo de confianza del 95%.
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1. Mejora del rendimiento en la extraccion de MSC-EVs

Las EVs derivadas de MSC recapitulan los efectos terapéuticos de las células que
las liberan. En concreto, las MSC-EVs presentan capacidad terapéutica frente a
diferentes patologias, por lo que su uso como agentes terapéuticos se esta
incrementando a lo largo de los ultimos afos. Aunque el orden de presentacion de los
resultados no coincide con el orden cronolégico en el que se realizaron los experimentos
a lo largo de los afios de trabajo, se ha optado por describirlos agrupados en un bloque
de estudio in vitro de caracterizacion fenotipica y funcional de las MSC-EVs, y un
segundo bloque que describe el efecto in vivo del trasplante intracardiaco de MSC-EVs
en el contexto de la inflamacioén producida durante la isquemia miocardica.

El aislamiento y la purificacién de las EVs es un paso clave, ya que dependiendo de
la técnica utilizada el rendimiento y la pureza del producto puede ser diferente. El
método estandar de aislamiento de EVs de mayor rigor consiste en ultracentrifugaciones
seriadas (UC). Sin embargo, este método no tiene recorrido en el entorno de produccién
clinica, por lo que en este trabajo se quiso poner a punto un método que permitiese
aumentar el rendimiento de las extracciones sin afectar a la funcionalidad de las EVs
purificadas. El método de aislamiento que se probd consistia en la combinacién de la
filtracion de flujo tangencial (TFF) del medio de extraccién de las EVs, seguido de una
cromatografia de exclusién por tamafo (SEC), ya que, segun diferentes estudios, la
combinacion de métodos de aislamiento genera extractos de EVs de mayor pureza y
proporciona un mayor rendimiento. Las EVs se aislaron mediante las dos técnicas
siguiendo el esquema que aparece representado en la Figura 1. A diferencia de la UC,
la técnica combinada TFF-SEC permite purificar las EVs sin arrastrar restos proteicos
que pueden afectar a la funcionalidad del producto final purificado. Esto supone un
beneficio ya que permite asegurarse que el efecto funcional que esta realizando el
extracto purificado se debe exclusivamente a las EVs y no a otros restos moleculares
que se hayan podido quedar junto a ellas.
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Figura 1. Representacion esquematica del protocolo de cada una de las técnicas de aislamiento y
purificacién de EVs realizada. En la parte superior se visualizan los pasos de la UC, mientras que en la
parte inferior aparece representada la técnica combinada TFF-SEC.

Para optimizar la extracciéon de las EVs mediante TFF-SEC, se empled la técnica de
Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) para medir el tamafo hidrodinamico de las
poblaciones de EVs presentes en cada una de las fracciones que se obtienen por SEC.
La Figura 2 muestra el tamafio hidrodinamico obtenido en cada una de las fracciones
recolectadas de MSC-EVs. Como se puede observar, el conjunto de fracciones
numeradas como 7, 8, 9, 10 y 11 muestra una poblacién unica de un tamano alrededor
de los 200 nm que corresponde con el tamafio de las sEVs. Sin embargo, las fracciones
12 y 13 muestran dos poblaciones diferentes con tamaro alrededor de los 30y 170 nm,
correspondiendo posiblemente el pico de menor tamafio con proteinas contaminantes.
Estos resultados indican las fracciones que hay que recoger para poder obtener EVs
mas concentradas y libres de proteinas contaminantes.
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Figura 2. Comparacion del tamafio hidrodinamico (nm) de MSC-EVs obtenidas en diferentes fracciones
(volumen de cada fracciéon - 500ul) mediante SEC tras haber sido concentradas por TFF. La linea roja
corresponde al conjunto de fracciones 7, 8, 9, 10 y 11, la linea gris corresponde con la fraccién 12y la linea
negra con la fracciéon 13. Desde la fraccion 12 en adelante ya se muestra contaminacion por proteinas.

Las EVs obtenidas mediante UC y TFF-SEC se caracterizaron en relaciéon a su
tamafo, su morfologia y la presencia de marcadores de membrana caracteristicos.
Estos parametros estan incluidos en las guias de caracterizacion de EVs establecidas
por la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV), que tienen como
objetivo la estandarizacion en la obtencidon de EVs para aumentar la reproducibilidad de
los estudios con ellas.

El tamano de las EVs obtenidas por UC y TFF-SEC se determiné mediante analisis
de seguimiento de particulas (NTA), mostrando un tamafio medio de las vesiculas
comprendido entre 100 y 200 nm (Figura 3A, 3B). El estudio mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) mostrd la morfologia caracteristica de las vesiculas
extracelulares con ambas técnicas y ratifico el tamafio de las vesiculas que se habia
observado previamente con el NTA (Figuras 3C y 3D). Como se puede observar en las
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Figuras 3C y 3D, la extraccion de las EVs mediante TFF-SEC da lugar a un extracto
mas limpio y uniforme en cuanto al tamafio de las vesiculas. Por ultimo, se determiné la
presencia de marcadores de membrana tipicos de sEVs mediante la técnica de Western
Blot. Como se observa en la Figura 3E, tanto las EVs obtenidas mediante UC, como las
obtenidas mediante TFF-SEC expresaban los marcadores CD81, HSP70, TSG101 y
CD9. En definitiva, esta caracterizacion demostré que los dos métodos de extraccion
permiten el aislamiento de vesiculas que reunen todas las caracteristicas intrinsecas de
las sEVs, aunque la extraccion mediante TFF-SEC permite que el aislamiento de las
EVs sea mas limpio.
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Figura 3. Caracterizacion de las EVs aisladas mediante UC y TFF-SEC. (A) Histograma representativo del
analisis de NTA de las EVs aisladas mediante UC. (B) Histograma representativo del analisis de NTA de las
EVs aisladas mediante TFF-SEC. (C) Imagen representativa de TEM de EVs aisladas por UC. Barra de
escala = 200 nm (D) Imagen representativa de TEM de EVs aisladas por TFF-SEC. Barra de escala = 100
nm (E) Western Blots representativos de CD81, HSP70, TSG101 y CD9 de las EVs aisladas por UC y TFF-
SEC.

Tras comprobar que mediante los dos métodos se obtenian vesiculas con las
mismas caracteristicas, se quiso comparar la eficiencia de la extraccién entre ambos.
Basandonos en los datos de NTA, se observd que el numero total de particulas
obtenidas por TFF-SEC era 100 veces mayor en comparacion con UC (Figura 4A). Esta
relacién fue aun mayor al normalizar el numero total de particulas respecto al volumen
de medio de cultivo de MSC utilizado en el proceso de aislamiento (Figura 4B). Se
determiné también el rendimiento de la purificacion, considerando el numero de
particulas que se necesita utilizar para cada experimento respecto al numero total de
particulas aisladas (Figura 4C), comprobando que era unas 200 veces mayor con el
método TFF-SEC. Teniendo todo esto en cuenta, se pudo determinar que el método de
aislamiento TFF-SEC es significativamente mas eficiente que el UC.

Tras comprobar que la eficiencia en la extraccion de EVs era mayor con el método
TFF-SEC, se decidid continuar todo el trabajo con EVs derivadas de MSC obtenidas
mediante este método de aislamiento y purificacion.
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Figura 4. Comparativa de la eficacia de extraccion de EVs entre los métodos UC y TFF-SEC. (A) Numero
de EVs cuantificado por NTA de las extracciones de UC y TFF-SEC normalizado al promedio de particulas
obtenidas mediante UC. (B) Numero de EVs por ml de medio de las extracciones de UC y TFF-SEC
normalizado al promedio de particulas/ml obtenido mediante UC. (C) El rendimiento se ha calculado como
el nimero de experimentos que puedes realizar con una extraccion, teniendo en cuenta la dosis normal de
EVs que se utiliza en cada experimento.

Debido a que en numerosas ocasiones las EVs se tienen que conservar hasta el
momento de su utilizacién, se realizaron diferentes ensayos para estudiar su estabilidad
en el tiempo cuando son congeladas a -80 °C en PBS. Para ello, se analizé mediante
DLS el tamafio y el indice de polidispersidad (PDI), que indica la homogeneidad de la
poblacion de EVs, de una muestra recién extraida (muestra 1), de una muestra
congelada a menos 80°C dos dias (muestra 2) y otra congelada durante un afio (muestra
3). Como se muestra en la Tabla 1, el tamafio medio entra dentro de los estandares en
las tres muestras analizadas (143 £ 5 nm en |la muestra 1, 180 £ 19 nm en la muestra 2
y 222 + 77 nm en la muestra 3), aunque la variacion en el tamano es mayor a medida
que aumenta el tiempo de congelacion. Probablemente esto se deba a pequenas
aglomeraciones o agregaciones que se forman durante el almacenamiento. El valor de
PDI es similar en las tres muestras, lo que indica que el almacenamiento no afecta
significativamente a la homogeneidad y estabilidad del producto de EVs.

Almacenamiento Tiempo Tamano medio (nm) PDI
Muestra 1 4°C 0 143 +5 0,34
Muestra 2 -80°C 2 dias 180 + 19 0,35
Muestra 3 -80°C 1 afio 222 + 77 0,45

Tabla 1. Analisis de la estabilidad de tres muestras de MSC-EVs almacenadas durante diferentes tiempos
de -80°C. Se muestran las medidas del tamafio medio de la poblacion de EVs, asi como el PDI, analizadas
ambas mediante DLS.

Finalmente, tras elegir el método de TFF-SEC para realizar el resto de los
experimentos y teniendo en cuenta que las EVs se obtenian a partir de MSC
inmortalizadas mediante la sobreexpresién de la telomerasa humana, se quiso
comprobar si las EVs aisladas contenian en su interior el producto de inmortalizacion
TERT tanto a nivel proteico como a nivel génico. Por un lado, se realizé un Western Blot
utilizando como control positivo el extracto celular de las MSC inmortalizadas. Se
comprobé que las EVs obtenidas a partir de estas células no presentaban el producto
proteico de TERT de forma detectable (Figura 5B). Por otro lado, se comprobd la
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presencia del gen hTERT en las MSC-EVs mediante qPCR, utilizando también como
control positivo a las MSC inmortalizadas. En este caso, a diferencia de los que ocurre
a nivel proteico, se observé la presencia del gen hTERT en las EVs, aunque la expresién
de este era mucho menor que la que tenian las células inmortalizadas (Figura 5C). Esto
indica que hTERT si esta presente en las EVs, pero no se traduce a proteina.

Esto es importante de cara a intentar desarrollar un producto biolégico terapéutico
que pueda llegar a la clinica, ya que la presencia del producto de inmortalizacién podria
llegar a suponer un problema de seguridad, por lo que antes de desarrollar el producto
biolégico final para la clinica es necesario optimizar la inmortalizacién para que TERT
no esté presente de ninguna manera en las MSC-EVs.
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Figura 5. Determinacién de la presencia del producto proteico y génico de inmortalizacion TERT en las
MSC-EVs obtenidas por TFF-SEC. (A) Esquema representativo de la inmortalizacion de las MSC. (B)
Western Blot de TERT en las MSC-EVs (izquierda) y control positivo de células inmortalizadas (derecha).
(C) Analisis por gPCR de la presencia de hTERT en las MSC-EVs. Como control positivo se emplearon
MSC inmortalizadas. Se representa como 22T, normalizandolo frente al valor de GAPDH.

2. Las EVs obtenidas de tres biopsias distintas de MSC
presentan caracteristicas y cargos similares.

El aislamiento y purificacion de EVs a partir de MSC implica un proceso laborioso
con pasos limitantes como el cultivo de las células y el protocolo de purificacion en si. A
esto se suma el problema de la variabilidad que puede existir en el producto de EVs
obtenido tras el proceso. Teniendo en cuenta las capacidades terapéuticas que han
demostrado las EVs a lo largo del tiempo, conseguir aumentar y estandarizar la
produccion de EVs es un paso crucial para poder utilizar las vesiculas extracelulares en
clinica. Para poder llegar a esto se necesita mas de una unica fuente celular del mismo
tipo a partir de la cual obtener EVs con las mismas caracteristicas y capacidades
funcionales. Teniendo esto en cuenta, se quiso comprobar que la produccion y
purificacién de EVs a partir de tres biopsias distintas de DP-MSC, aisladas a partir de
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tres donantes sanos independientes, permitia obtener vesiculas con las mismas
caracteristicas y la misma funcionalidad. Para tener una fuente celular estable de EVs,
se llevé a cabo la inmortalizacion de cada una de las biopsias de MSC. Mediante
infeccidn lentiviral con un vector que contenia el gen de la telomerasa, se generaron tres
lineas inmortalizadas de MSC (MSC-TERT). Debido a la presencia de un gen de
resistencia a higromicina en el vector lentiviral, se pudieron seleccionar las células
inmortalizadas y generar una linea estable con cada una de las biopsias.

A partir de estas lineas, se extrajeron EVs mediante el método TFF-SEC y se
procedi6 a su caracterizacion para comprobar si las EVs eran iguales
independientemente de la biopsia de células.
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Figura 6. Caracterizacion de las EVs obtenidas a partir de las tres biopsias de DP-MSC mediante TFF-
SEC. (A) Histogramas representativos del analisis de NTA de las EVs aisladas a partir de las biopsias 1,2y
3 de DP-MSC. (B) Imagenes representativas de TEM de EVs de las tres biopsias. Barra de escala = 100
nm. (C) Western Blots representativos de los marcadores de EVs HSP70, TSG101, CD9 y CD81 en las tres
biopsias.

Se determind mediante NTA que las EVs de las tres biopsias presentaban una
distribucion de tamafo de particula comprendida entre 100 y 200 nm (Figura 6A),
valores normales para las sEVs. El estudio mediante TEM mostr6 una morfologia
parecida en todos los casos y permitié comprobar de nuevo que el tamano de las EVs
era el adecuado (Figura 6B). Se analizaron también los marcadores mediante Western
Blot y se comprobd que, independientemente de la fuente de MSC, todas las vesiculas
contenian los marcadores HSP70, TSG101, CD9 y CD81 (Figura 6C).
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En este caso, se quiso hacer una caracterizacion mas exhaustiva de las EVs, para
comprobar que, efectivamente, no habia diferencias significativas entre las vesiculas
que se obtenian de diferentes biopsias. Mediante la tecnologia ExoView®, que se basa
en la obtencion de imagenes de florescencia e interferometria de una sola particula, se
comprob6 que las EVs de las tres biopsias de MSC presentaban una composicion
similar en cuanto al porcentaje de los marcadores CD63, CD81 y CD9 presentes en su
membrana (Figura 7A). Como se puede apreciar en la Figura 7A, las poblaciones de
EVs positivas para uno, dos o los tres marcadores simultdneamente son muy similares
en las vesiculas de las tres biopsias. El analisis mediante reflectancia total atenuada -
infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-FTIR), demostré que el perfil molecular era
igual en los tres tipos de EVs (Figura 7B). Finalmente se analizaron mediante la técnica
de dispersion dinamica de la luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering), observando
de nuevo un tamano de particulas similar entre las EVs de las distintas biopsias (Figura
7C), que se correspondia con el tamafio observado con el resto de las técnicas descritas
anteriormente. El analisis por DLS permitié también analizar el indice de polidispersidad
(PDI) de las EVs, comprobando que era bajo en todas las biopsias, lo cual indicaba que
la poblacién obtenida de EVs era bastante homogénea en todos los casos (Tabla 2). Se
midioé también el valor de potencial Z de cada tipo de EVs obtenidas. Este valor describe
la carga eléctrica neta de las moléculas presentes en la superficie de las EVs y es una
medida de la estabilidad coloidal y la agregacién de las vesiculas [310]. Por lo tanto,
cuanto mas negativo sea el valor de potencial Z mayor es la estabilidad del producto
purificado de EVs. En este caso, como se puede observar en la Tabla 1, todas las
biopsias muestran un valor de potencial Z similar entre ellas, que indica que se trata de
formulaciones estables.

A

cDs1*

Biopsy 1 Biopsy 2 Biopsy 3 CD9*

CD63*

CcD81* CD9*
CD81*CD63*
CD9* CD63*
CD81+*CD9*CD63*

12

-o— Biopsia 1

-2 Biopsia 2
¥~ Biopsia 3

Absorbancia
Intensidad (%)

— Biopsia 1
-~ Biopsia 2
— Biopsia 3

1000 2000 3000 4000 5000
Wavenumbers (cm-1) 0 500 1000
Tamaiio (nm)

Figura 7. Caracterizacion de las EVs obtenidas de las tres biopsias de DP-MSC. (A) Analisis mediante
ExoView® de los marcadores CD81, CD9 y CD63 presentes en las EVs de las tres biopsias. Se muestran
las EVs positivas para un solo marcador, para dos y para los tres marcadores simultaneamente. (B) Analisis
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mediante ATR-FTIR del perfil molecular de las EVs de las tres biopsias de MSC. (C) Analisis mediante DLS
del tamafio de las EVs. Aparece representada la media + la SD de tres medidas independientes.

Biopsia 1 Biopsia 2 Biopsia 3
PDI 0,398 + 0,004 | 0,389 £ 0,07 | 0,415 + 0,06
Potential Z(mV) |-11,23 £+3,55| -12,33 +2,9 |-12,65 +1,72

Tabla 2. Valores de PDI y potencial Z de las EVs obtenidas a partir de las tres biopsias de MSC. Los valores
se muestran como la media + la SD de tres medidas independientes de cada una de las biopsias.

2.1. Los procesos biolégicos en los que esta implicado el
cargo proteico de las EVs son iguales independientemente
de la biopsia

Ademas de la caracterizacién previamente mencionada, se quiso realizar una
caracterizacion fisicoquimica y funcional de las EVs de las tres biopsias mas profunda,
analizando el contenido molecular de las vesiculas. Dentro de esta caracterizacion se
llevé a cabo el analisis del contenido proteico de las EVs obtenidas a partir de las tres
biopsias para corroborar que no existian grandes diferencias entre ellas. Se realizé la
identificacion del contenido proteico mediante LC-MS/MS a partir de la misma cantidad
de EVs. El analisis permitio identificar 120 proteinas en las EVs de la biopsia 1, 89
proteinas en las EVs de la biopsia 2 y 103 proteinas en las EVs de la biopsia 3 (Figura
8). Del total de proteinas, 58 (que representaban el 36,9%) son comunes a las EVs de
las tres biopsias y 97 (61,8%) son comunes al menos a dos de las biopsias.

A partir de la lista de proteinas presentes en las EVs de cada una de las tres biopsias
de DP-MSC se quisieron determinar los procesos bioldégicos en los que estaban
implicadas. Para ello se mapearon las proteinas de cada tipo de EVs en la base de datos
String (www.string-db.org). Se comprobd que los procesos bioldégicos mas significativos
eran aquellos relacionados con la organizacién de la matriz extracelular, la adhesion
celular o la regulacion de la exocitosis en los tres tipos de EVs. Sin embargo, también
habia numerosos procesos biolégicos significativos relacionados con la regulacion del
sistema inmune. Teniendo en cuenta que las MSC se caracterizan por su papel
inmunoregulador y que las EVs han demostrado recapitular estos efectos, es destacable
que el analisis del contenido proteico de las EVs indique esa relacién con el sistema
inmune.
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Figura 8. Analisis protedmico de las EVs obtenidas a partir de tres biopsias de DP-MSC. Diagrama de Venn
de las proteinas detectadas en las EVs de las biopsias 1,2 y 3. 58 proteinas (36,9%) son comunes a las
EVs de las tres biopsias y 97 (61,8%) a EVs de al menos dos biopsias.

Se compararon los procesos biolégicos de las EVs obtenidas a partir de las tres
biopsias en funcién de los valores de FDR (de sus siglas en inglés false discovery rate)
y strenght. El valor de FDR hace referencia a un p-valor ajustado y permite saber los
procesos biolégicos que son estadisticamente significativos. Al compararlas se observo
que practicamente no hay diferencias entre las EVs obtenidas de diferentes biopsias en
cuanto a los procesos biologicos en los que estan implicadas y su significancia (Figura
9A). Esto indica, en parte, que independientemente de la biopsia de DP-MSC, si la
biopsia es funcional, las EVs también lo son y presentan perfiles similares. El hecho de
que los procesos biolégicos en los que estan implicados las EVs sean parecidos en
todas las biopsias indica que las EVs derivadas de DP-MSC son un producto bioldgico
relativamente estable, que se podria emplear como un pull de EVs terapéutico, lo que
facilitaria su salto a la clinica.

Se analizaron también los procesos bioldgicos en los que estan implicados las
proteinas presentes en las EVs de las tres biopsias mediante la herramienta online
REVIGO (http://revigo.irb.hr/). Esta herramienta permite representar los procesos
biolégicos en un Treemap, organizandolos en “clusters”. Como se puede observar en la
Figura 9B, muchos de los procesos biolégicos obtenidos coinciden con los que se
analizaron con String. En este caso, ademas de procesos relacionados con la biologia
de las EVs (endocitosis, migracién, procesos celulares, adhesion, etc), también se
observaron procesos relacionados con el sistema inmune (procesos efectores inmunes,
procesos inmunitarios, respuesta inflamatoria) y con la capacidad regenerativa de las
EVs (curacion de heridas, respuesta a estrés).
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Figura 9. Analisis protedmico de las EVs obtenidas a partir de tres biopsias de DP-MSC. (A) Diagrama
comparativo de los procesos bioldgicos significativos en las EVs de las tres biopsias. FDR = false discovery
rate. (B) Treemap de los procesos bioldgicos del cargo de las EVs obtenido mediante el software REVIGO.

En general, el analisis protedmico de las EVs obtenidas a partir de tres biopsias de
MSC mostré un contenido proteico muy similar en todas las EVs. Esto indica que las
diferentes biopsias de MSC de pulpa dental producen EVs con caracteristicas similares
en cuanto a su contenido en proteinas. Ademas, demuestra que la estandarizacion del
proceso de cultivo de las MSC y del aislamiento de las EVs, permite obtener vesiculas
con un contenido proteico estable.
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2.2. El contenido lipidico de las EVs no varia entre las
distintas biopsias de MSC

A continuacién, se realiz6 el analisis lipidémico con la finalidad de identificar los
grupos lipidicos presentes en las EVs de las tres biopsias. Como se puede observar en
la Figura 10, la proporcion de los diferentes grupos lipidicos es practicamente igual en
las EVs de las distintas biopsias. Todas ellas presentaban como grupos lipidicos
mayoritarios la fosfatidilcolina, seguido de las esfingomielinas y los triglicéridos.

Biopsia 1

B 0.30% Ceramidas

Bl 30.14% Esfingomielinas
[ 1.58% Acidos grasos
B 55.41% Fosfatidilcolina
O 1.68% Fosfatidiletanolamina
[l 0.18% Fosfatidilserina
0 0.07% Diglicéridos

H 8.12% Triglicéridos

Hl 0.04% Monoglicéridos

B 2.37% Colesterol esters
H 0.10% Fosfatidilinositol

Biopsia 2

B 0.36% Ceramidas
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Wl 58.37% Fosfatidilcolina
O 1.27% Fosfatidiletanolamina
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Figura 10. Analisis lipiddmico de las EVs obtenidas a partir de tres biopsias de DP-MSC. Se muestran los
diferentes grupos lipidicos presentes en la EVs junto con su proporcion respecto al total de lipidos.

La fosfatidilcolina representa aproximadamente el 55-60% de los lipidos presentes
en las EVs, mientras que la esfingomielina representa alrededor de un 30% y los
triglicéridos ya bajan hasta el 7% aproximadamente. La esfingomielina se encuentra en
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la mayor parte de las EVs constituyendo su membrana y participando en procesos como
la formacion de ILVs durante la biogénesis de las EVs. La fosfatidilcolina se ha descrito
también como un componente de las EVs extracelulares derivadas de MSC, sin
embargo, no es un lipido que suela estar presente de forma tan abundante en otro tipo
de EVs. En conjunto, el analisis lipidomico ha mostrado que las EVs derivadas de
distintas biopsias de DP-MSC presentan la misma composicion lipidica, caracterizada
por la abundancia de fosfatidilcolina.

2.3. Los miRNAs cargados en las EVs son similares entre las
biopsias y participan en procesos de inmunoregulacion

Ademas del analisis proteico y de lipidos, se quiso analizar el contenido en miRNAs
de las EVs derivadas de las tres biospias. Los miRNAs presentes en las EVs fueron
secuenciados por el CRG en Barcelona y el analisis de las secuencias se realizé con la
ayuda del grupo de Ingenieria Estadistica Multivariante de la UPV. Se evaluaron los
mMiRNAs presentes en las EVs de las tres biopsias y se comprob6 la similitud en cuanto
al contenido de miRNAs entre ellas (Figura 11) Se identificaron 176 miRNAs en las EVs
derivadas de la biopsia 1 de MSC, 122 en las de la biopsia 2 y 188 en las de la biopsia
3. Al comparar el contenido en miRNAs de las EVs de las tres biopsias se comprobd
que 99 miRNAs eran comunes a las tres, lo que suponia un 46% del total de miRNAs
encontrados, y 172 miRNAs (un 80% del total) estaban presentes en las EVs de al
menos dos biopsias.

Una vez comparada la composicion de miRNAs entre las biospias se procedio a
filtrar los resultados para obtener aquellos miRNAs mas representativos en las EVs de
DP-MSC. Teniendo en cuenta el numero de conteos de cada uno de los miRNAs
presentes en cada biopsia, se seleccionaron un total de 20 miRNAs que estaban
presentes en las tres biopsias de forma abundante. La lista de miRNAs seleccionados
es la que aparece en la Figura 11.

L o hsa-miR-451a
Biopsia 1 Biopsia 2 hsa-miR-126-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29¢-3p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-let-7a-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-374a-5p
hsa-let-7c-5p
Biopsia 3 hsa-miR-1277-5p

hsa-miR-92a-3p
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Figura 11. Analisis de miRNAs presentes en las EVs de las tres biopsias de MSC. (A) Diagrama de Venn
de los miRNAs detectados en las EVs de las biopsias 1,2 y 3. 99 miRNAs (46%) son comunes a las EVs de
las tres biopsias y 172 (80%) a EVs de al menos dos biopsias. (B) Listado de los 20 miRNAs mas
abundantes en las EVs derivadas de distintas biopsias de DP-MSC.

A continuacién, se estudiaron los procesos bioldgicos en los que estaban implicados
estos miRNAs presentes en las EVs. En |la Tabla 3 aparecen representados algunos de
los procesos biologicos significativos y el numero de miRNAs seleccionados que
participan en ese proceso bioldgico. Como se puede observar en la tabla, un numero
destacable de procesos bioldgicos significativos en los que participan estos miRNAs
abundantes en las EVs de DP-MSC estan relacionados con la respuesta inmune y la
inflamacién, al igual que se habia observado en el analisis protedmico de las EVs. Esto
es consecuente con la actividad inmunomoduladora que ya se ha demostrado en las
EVs derivadas de MSC. Cabe destacar que uno de los procesos biolégicos con mayor
significatividad es la diferenciacién de macréfagos, una de las principales acciones en
la capacidad inmunoreguladora tanto de las MSC como de las EVs derivadas de ellas.
También destacan procesos bioldgicos relacionados con respuestas a estrés oxidativo,
hipoxia, remodelado de la ECM (a través de la via de TGF[3) o procesos relacionados
con la respuesta a estrés.

p-valor ajustado N2 miRNAs implicados

G0:0071407 cellular response to organic cyclic compound 1.61978E-08 17
G0:0042542 response to hydrogen peroxide 3.44475E-08 16
G0:0030225 macrophage differentiation 3.44475E-08 15
G0:0016477 cell migration 5.22284E-08 19
G0:0001666 response to hypoxia 5.77997E-08 18
G0:0006955 immune response 2.30175E-07 17
G0:0045766 positive regulation of angiogenesis 4.53534E-07 18
G0:0031100 animal organ regeneration 4.84127E-07 14
G0:0001782 B cell homeostasis 5.18394E-07 13
G0:0043029 T cell homeostasis 5.30736E-07 13
G0:0006935 chemotaxis 5.81504E-07 14
G0:0010506 regulation of autophagy 6.51283E-07 14
G0:0006959 humoral immune response 9.35672E-07 13
G0:0042981 regulation of apoptotic process 9.96707E-07 17
G0:0033627 cell adhesion mediated by integrin 1.17716E-06 10
G0:0007507 heart development 1.57569E-06 18
G0:0050729 positive regulation of inflammatory response 1.57569E-06 13
G0:0042060 wound healing 1.74554E-06 16
G0:0019221 cytokine-mediated signaling pathway 2.05333E-06 14
G0:0006954 inflammatory response 2.75674E-06 16
G0:0006897 endocytosis 4.01995E-06 12
G0:0007179 TGFB receptor signaling pathway 5.94433E-06 15
G0:0030198 extracellular matrix organization 6.31778E-06 13
G0:0030224 monocyte differentiation 9.051E-06 10
G0:0001776 leukocyte homeostasis 1.64812E-05 10
G0:0034097 response to cytokine 1.93737E-05 13
G0:0001819 positive regulation of cytokine production 3.10932E-05 9
G0:0002548 monocyte chemotaxis 3.58858E-05 8
G0:0002376 immune system process 3.77893E-05 14
G0:0072593 reactive oxygen species metabolic process 3.98203E-05 10
G0:0030217 T cell differentiation 4.36905E-05 11
G0:0034599 cellular response to oxidative stress 5.30847E-05 10
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Tabla 3. Procesos bioldgicos significativos en los que estan implicados los miRNAs seleccionados
previamente. La tabla muestra la referencia del proceso bioldgico (izquierda), el nombre del proceso
bioldgico, el p-valor ajustado de cada uno de los procesos bioldgicos y el numero de miRNAs, de entre los
seleccionados, que estan implicados en ese proceso biolégico. En negrita aparecen destacados algunos
de los procesos bioldgicos relacionados con el sistema inmune y la inflamacién.

3. Las MSC-EVs inducen la polarizacién in vitro de los
macrofagos M1 hacia un fenotipo pro-resolutivo
similar al de los M2.

3.1. El tratamiento con EVs modifica los marcadores de
membrana presentes en los macréfagos M1

Una vez caracterizadas en profundidad las EVs de las tres biopsias y tras haber
comprobado que son muy similares en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas y su
cargo, se procedié a analizar su funcionalidad en el ambito de la inmunoregulacion.
Teniendo en cuenta que las EVs recapitulan los efectos inmunomoduladores de las
MSC, se quiso estudiar si estas EVs podrian emplearse como tratamiento para
patologias que cursan con inflamacion. Nuestro grupo previamente ha demostrado el
efecto pro-resolutivo de las EVs de DP-MSC en modelos de enfermedades
inmunomediadas como la colitis ulcerosa [237], pero en este caso se ha querido estudiar
este efecto en el contexto de la inflamacion producida tras el dafio miocardico. En los
procesos inflamatorios, las células del sistema inmune innato, principalmente
macrofagos y neutrdéfilos, son las primeras en actuar y las encargadas de inducir la
resolucion de la inflamacion. El proceso inflamatorio tras la infecciéon o el insulto
isquémico esta altamente regulado, sin embargo, cuando se altera o falla esta
regulacién se pueden desencadenar procesos de inflamacién cronica, que pueden
conducir a peores resultados de la patologia de origen.

En este trabajo se quiso estudiar el efecto de las EVs sobre las células del sistema
inmune innato, concretamente sobre macréfagos y neutréfilos. Las MSC ya han
demostrado previamente su capacidad de inmunomodular a los macréfagos
promoviendo su polarizacion hacia un fenotipo M2 [138], por lo que en este trabajo se
quiso evaluar si las EVs obtenidas de las DP-MSC recapitulaban esos efectos y si el
efecto era el mismo independientemente de la biopsia a partir de la cual se habian
aislado las EVs, asi como de la dosis de EVs empleada. Para ello se llevo a cabo un
protocolo de diferenciacion de macréfagos a partir de monocitos de sangre periférica.
Los macrofagos se diferenciaron hacia M1 o M2 afadiendo GM-CSF o M-CSF
respectivamente y activandolos con distintas citocinas, en el caso de los M1 con LPS e
IFN-y, mientras que los M2 se activaron con IL-4 e IL-13. De esta forma se conseguia
obtener macréfagos M2b, que son el subtipo de macrofagos M2 que participan en los
procesos de resolucion de la inflamacion. Para evaluar si las EVs eran capaces de
inducir la polarizacién de los macrofagos hacia un fenotipo pro-resolutivo o M2, se
trataron los macréfagos que recibian las sefiales de diferenciacion a M1 con dos dosis
distintas de EVs (2:10° y 4-10° particulas/ml) en el dia 0 de la diferenciacion. De esta
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forma se queria determinar si, aun habiendo sefiales ambientales que inducen la
generacion de macréfagos pro-inflamatorios, las EVs son los suficientemente potentes
como para evitar la diferenciacion hacia M1 e inducir la generacién de macréfagos M2.
En la Figura 12A se puede observar un diagrama resumen del proceso de diferenciacion
de los monocitos primarios.

Una vez finalizada la diferenciacion de los monocitos, se evalué el fenotipo de los
macrofagos tratados y no tratados con EVs. Se analizaron marcadores clasicos de M1
(CD80, CD86 y HLA-DR) y de M2 (CD163) mediante citometria de flujo. La poblacion
de monocitos se marco con CD14 y se analizaron las células doble positivas para CD14
y los distintos marcadores previamente mencionados. Se observé que los macréfagos
M1 diferenciados en presencia de EVs presentaban un aumento significativo del
marcador de M2 CD163 con ambas dosis de EVs (Figura 12B) y una reduccion de los
marcadores de M1 CD80, CD86 y HLA-DR (Figura 12C). En el caso de estos
marcadores unicamente la reduccion en CD80 era significativa con la dosis baja de EVs,
mientras que con la dosis alta todos los marcadores de M1 se redujeron
significativamente. El marcador CD80, al igual que CD163 se analizé como el porcentaje
de células que eran positivas para ese marcador, mientras que en el caso de los
marcadores CD86 y HLA-DR el analisis se realizé cuantificando la intensidad media de
fluorescencia (MFI) para ese marcador. Esto se hizo asi porque, a diferencia de CD80 y
CD163 que estan presentes fundamentalmente en M1 y M2 respectivamente, CD86 y
HLA-DR se expresan en los dos tipos de macréfagos, por lo que los cambios en la
expresion se observan mas con la MFI que con el porcentaje de células, ya que lo que
ocurre en muchos casos es que la expresion de estos marcadores aumenta en las
células individuales, de manera que un M1 expresa muchas mas moléculas de CD86 y
HLA-DR que un M2, aunque los dos lo expresen.
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Figura 12. Las MSC-EVs promueven la diferenciacion de los macréfagos hacia un fenotipo M2-like de forma
dosis-dependiente. (A) Diagrama del disefio experimental de la diferenciacion de macréfagos in vitro. (B)
Cuantificacion del porcentaje de células CD14*CD163* analizadas mediante citometria de flujo al final de la
diferenciacion. (C) Cuantificacion de los marcadores de M1 (CD80, CD86 y HLA-DR) mediante citometria
de flujo al final de la diferenciacion. El grafico de la izquierda representa el porcentaje de células CD80+,
mientras que el central y el de la derecha representan la intensidad media de fluorescencia (MFI) de los
marcadores CD86 y HLA-DR respectivamente. (D) Graficos representativos del porcentaje de células
positivas para los marcadores CD163 y CD80 para las condiciones M1, M2, M1 + EVs dosisbaia y M1 + EVs
dosisalta | og graficos representan la media + SD de experimentos independientes. Se aplicd un test ANOVA
para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-EVs aparece representada con un simbolo diferente. *p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

Tras observar por citometria los cambios en los marcadores de membrana que
producian las EVs en los macréfagos, se quiso determinar los cambios en la expresion
génica de marcadores de ambos tipos de macréfagos. Los marcadores CD206 y CD163
de M2 tendian a aumentar en los macréfagos tratados con EVs, sobre todo a la dosis
alta, pero no habia un aumento estadisticamente significativo en ninguno de ellos. Por
el contrario, la expresion génica de ALOX15, una enzima encargada de sintetizar
mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs), aumentaba significativamente en los
macrofagos tratados con la dosis alta de EVs (Figura 13A). Sin embargo, el tratamiento
con EVs si que redujo significativamente la expresion génica de los marcadores de
macrofagos M1 CXCL10, CXCL11 y CCL5 a la dosis alta (Figura 13B). En conjunto,
estos resultados indican que el tratamiento con las EVs de monocitos que se encuentran
en un entorno inflamatorio reduce el fenotipo M1 tanto a nivel de marcadores de
superficie como a nivel génico y promueve el cambio progresivo hacia un fenotipo M2,
aunque parece que no se trata de un fenotipo M2 completamente maduro, sino de un
M2-like.
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Figura 13. La expresion génica de marcadores de M1 se reduce significativamente con las EVs. (A) Niveles
de expresion de ARN mensajero de CD206, CD163 y ALOX15, marcadores de M2, cuantificados por RT-
gPCR en macréfagos M1, M2 y M1 tratados con EVs. Los macréfagos M1 se utilizaron como control. Los
niveles de expresion estan normalizados al nivel de expresion de GAPDH. (B) Niveles de expresion de ARN
mensajero de CXCL10, CXCL11 y CCL5, marcadores de M1, cuantificados por RT-gPCR en macréfagos
M1, M2 y M1 tratados con EVs. Los macréfagos M1 se utilizaron como control. Los niveles de expresion
estan normalizados al nivel de expresion de GAPDH. Los graficos representan la media + SD de
experimentos independientes. Se aplicé un test ANOVA para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-
EVs aparece representada con un simbolo diferente. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

Teniendo en cuenta estos resultados, se quiso analizar si la liberacién de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias caracteristicas de estos macréfagos también se
alteraba con el tratamiento de las EVs (Figura 14). La adicion de las EVs en el proceso
de diferenciacion de los macrofagos M1 aumenté significativamente la liberaciéon de la
citocina antiinflamatoria IL-10 (Figura 14A) y redujo significativamente la liberacién de
las citocinas proinflamatorias IL-13 (Figura 14B) y TNFa (Figura 14C), siendo este
fenotipo mas parecido al de los macrofagos M2.
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Figura 14. El perfil de citocinas secretadas por los macréfagos tratados con EVs es similar al de los
macroéfagos M2. (A) Cuantificacion de la produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 por parte de los
macroéfagos tratados y sin tratar mediante ELISA. (B) Cuantificacion de la produccién de la citocina
proinflamatoria IL-1f por parte de los macrofagos tratados y sin tratar mediante ELISA. (C) Cuantificacién
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de la produccion de la citocina proinflamatoria TNFa por parte de los macrofagos tratados y sin tratar
mediante ELISA. Los graficos representan la media + SD de experimentos independientes. Se aplico un
test ANOVA para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-EVs aparece representada con un simbolo
diferente. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

En definitiva, estos resultados indican que el tratamiento con MSC-EVs en la
diferenciacion de los macréfagos M1 impide esta diferenciacion como tal e induce la
polarizacion hacia un fenotipo mas parecido al de los macréfagos M2, tanto a nivel de
marcadores de superficie como a nivel de expresion génica y liberacion de citocinas.
Por lo tanto, las EVs inducen la generacién de macréfagos con un perfil mas resolutivo,
sin haber diferencias entre las EVs obtenidas de distintas biopsias de MSC, aunque si
que existen diferencias en la funcionalidad de estas EVs dependiendo de la dosis que
se emplee, de manera que dosis mas elevadas inducen mayores cambios que las dosis
mas bajas.

3.2. Las EVs aumentan la capacidad de eferocitosis de los
macroéfagos

Para restablecer la homeostasis tras desencadenarse un proceso inflamatorio se
tienen que eliminar las células apoptéticas presentes en el lugar de la inflamacion, entre
ellas los neutrdfilos, que previamente también se han encargado de eliminar otros restos
celulares. Al proceso por el cual se eliminan los neutréfilos apoptéticos se le conoce
como eferocitosis y es llevado a cabo fundamentalmente por los macréfagos, que se
encargan de reconocer, fagocitar y eliminar a estas células. La eferocitosis es esencial
para que se produzca la resolucion de la inflamacién, ya que, si las células apoptéticas
no se eliminan, siguen emitiendo sefales que prolongan la inflamacion e incluso pueden
acentuar el dafo tisular que se esta produciendo.

Cuando se desencadena un dafio y se inicia el proceso inflamatorio, algunas de las
células presentes en el lugar afectado comienzan a emitir senales de muerte que atraen
a los macrofagos. Entre estas células se incluyen los neutréfilos, que son reclutados en
el sitio afectado nada mas desencadenarse la inflamacion. Sin embargo, estas células
tienen un tiempo de vida corto y rapidamente entran en apoptosis para promover el inicio
de la resolucién de la infamacion y prevenir que se desencadene una respuesta
inflamatoria excesiva. Por lo tanto, la eferocitosis de los neutréfilos por parte de los
macroéfagos es esencial para volver a reestablecer la homeostasis. Estudios previos han
demostrado que la eferocitosis llevada a cabo por los macréfagos pro-resolutivos o M2
es mas eficiente que la de los M1, debido a la mayor presencia de receptores de
eferocitosis como MERTK o CD36 [332], [333]. Se quiso comprobar el efecto que tenia
el tratamiento de las EVs sobre los macréfagos en cuanto a su capacidad de eferocitosis
de neutrofilos apoptoticos (Figura 15A).

114



Resultados

A ,;2) p é.)
@‘3/ 3 Mdp1

l24h PBS ——

Efferocytosis

Apoptotic

Texas Red -
Dye neutrophils /
\) QQ Co-culture

B — c 5
Neutréfilos hudad
apoptéticos — °
o O 3 4
2 m Md1
~ * o Mb2
J 0 34 o )
[7] . O Me1 + EVs dosis baja
[=]
";‘ 2 O M$1+EVs dosis alta
Q
4 ° o
= 9 Lrx] o - - - -
2 14 @ Biopsia 1 [] Biopsia 2 ¥ Biopsia 3
N ‘
gJ.- 0- T T T
o

e
Anexina V - FITC

Figura 15. Las EVs aumentan la capacidad de los macrofagos de eferocitar neutréfilos apoptoéticos. (A)
Esquema representativo del procedimiento seguido a nivel experimental. (B) Imagen representativa de la
citometria de flujo empleada para determinar el porcentaje de apoptosis de los neutréfilos utilizados en el
experimento de eferocitosis. Las células se marcaron con Anexina V y Pl. (C) Cuantificacion de la
eferocitosis de los macréfagos M1, M2 y M1 tratados con EVs. Los valores estan normalizados respecto a
los valores de eferocitosis de los macréfagos M1 control. Los graficos representan la media + SD de
experimentos independientes. Se aplicé un test ANOVA para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-
EVs aparece representada con un simbolo diferente. *p < 0.05, **p < 0.01.

El porcentaje de apoptosis de los neutréfilos se comprobé mediante citometria de
flujo marcando las células con Anexina V y ioduro de propidio (Pl de sus siglas en inglés)
(Figura 15B). Se observo que el tratamiento con EVs durante la diferenciacion de los
macrofagos M1 aumentaba significativamente la capacidad de estos macréfagos de
internalizar y eliminar neutréfilos apoptéticos, siendo mas parecida a la capacidad de
eferocitosis que presentaban los macrofagos M2 (Figura 15C).

En conjunto, los experimentos realizados con macréfagos in vitro indicaban que los
macrofagos que se obtenian tras el tratamiento con EVs de los M1 durante su
diferenciacion no solo presentaban marcadores similares a los de los M2, sino que
funcionalmente también se comportaban de forma parecida a los macréfagos pro-
resolutivos. Por lo tanto, la hipétesis que se genera a partir de estos resultados es que
las EVs derivadas de DP-MSC podrian ser buenos agentes terapéuticos en patologias
que cursen con procesos inflamatorios, favoreciendo la resoluciéon de esta inflamacion.
Ademas, a partir de estos resultados se pudo comprobar que las EVs de diferentes
biopsias de MSC no solo eran iguales en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas,
sino que su potencial terapéutico a nivel funcional no variaba entre las distintas biopsias
de MSC de origen.
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4. Las EVs modulan la expresion génica y el estrés
oxidativo de los neutréfilos en presencia y ausencia
de estimulos inflamatorios

Aunque los macrofagos sean uno de los tipos celulares clave en los procesos
inflamatorios, también se quiso evaluar el efecto que tenian las EVs sobre otro tipo
celular que participa activamente en la inflamacion, los neutréfilos. Los neutréfilos son
las células que primero llegan a la zona inflamada y al hacerlo comienzan a secretar
senales pro-inflamatorias que atraen al lugar dafiado a otras células del sistema inmune,
principalmente mas neutrofilos y macréfagos. Esto induce una mayor respuesta
inflamatoria que activa sefiales en los neutrdfilos para que cese la liberacién de
moléculas pro-inflamatorias y comiencen a activar senales apoptéticas. Al inducir su
apoptosis favorecen que los macréfagos los fagociten y promueven el cambio de
fenotipo en los macréfagos induciendo la resolucion de la inflamacion.

Debido a su papel relevante en la inflamacioén, se quiso determinar el efecto que
tenian las EVs sobre la expresion génica de receptores y moléculas que informan sobre
la activacion de los neutrdfilos tanto en presencia como en ausencia de un estimulo
inflamatorio, como es la adicion de lipopolisacarido (LPS), una molécula bacteriana que
induce la activacion de los neutrdéfilos y otras células del sistema inmune. Se comprobd
que la adicién de EVs por si solas inducia una mayor expresion de los receptores TLR2,
TLR4 y ALX en los neutréfilos (Figura 16), mientras que no cambiaban la expresion
génica de MPO, un marcador de activacion. TLR2 y TLR4 son receptores que activan
vias de sintesis y secrecion de citocinas proinflamatorias, mientras que ALX es un
receptor que activa la sintesis de mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs). El
tratamiento con EVs indujo una sobreexpresién tanto de receptores “proinflamatorios”
como de receptores “pro-resolutivos”, aunque el aumento de la expresién es mucho
mayor en el caso de ALX. Esta descrito que los nuetrdéfilos activados expresan en gran
medida el receptor ALX, incluso en el ambito del IAM [84], [334]. Una posible explicacion
de esto son los propios circuitos inflamatorios que se generan dentro de los neutrdfilos;
una sefial (DAMPs, LPS u otras moléculas) activa la respuesta de los neutréfilos, que
inicialmente es proinflamatoria, lo que induce un aumento de la expresién de moléculas
como TLR2 y TLR4. Sin embargo, la activacion de la secrecion de moléculas
proinflamatorias acaba promoviendo la activaciéon de rutas de sintesis de moléculas
antinflamatorias para que los neutrdéfilos se puedan autorregular y no se desencadene
una respuesta inflamatoria cronica. Dentro de estas moléculas antiinflamatorias se
incluye la anexina A1, que es el ligando del receptor ALX, el cual, a su vez, induce la
sintesis de moléculas pro-resolutivas. De esta forma, la unién de la anexina A1 al
receptor ALX inhibe el reclutamiento de nuevos neutrdfilos a la zona danada y promueve
la activacion de rutas apoptoticas en los neutrdfilos [335], [336], asi como la secrecion
de moléculas pro-resolutivas que van a favorecer el cambio fenotipico de los macréfagos
que se encargan de eferocitar los neutréfilos apoptéticos. En definitiva, se trata de un
circuito inflamatorio finamente regulado que acaba desencadenando la secrecién de
sefiales resolutivas para que no se prolongue en exceso la respuesta inflamatoria.
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Por su parte, el tratamiento con LPS también induce el aumento de la expresion
génica de TLR2, TLR4 y ALX, siendo este incremento incluso ligeramente mayor que
con el tratamiento solo de las EVs. Sin embargo, la adicién conjunta de LPS y EVs
exacerba esta respuesta, aumentando mas la expresion de TLR4 y ALX de manera
dosis-dependiente, mientras que TLR2 no muestra diferencias en la expresion
independientemente de si los neutrdéfilos se estimulan solo con EVs, LPS o se estimulan
en conjunto con las dos cosas. La expresion génica de MPO tampoco varia
significativamente cuando se anaden LPS y EVs.
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Figura 16. Las EVs modulan la expresién génica de los neutrdfilos en presencia y ausencia de estimulos
inflamatorios. (A) Cuantificacion de los niveles de expresion de ARNm de Mpo, TIr2, Tir4 y Alx mediante RT-
gPCR tras el tratamiento con EVs, LPS y ambos. Los neutréfilos no tratados se utilizaron como control para
la normalizacién. Los niveles de expresion se normalizaron con respecto al nivel de expresién de Gapdh.
Los graficos representan la media + SD de experimentos independientes. Se aplicd un test ANOVA para el
analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-EVs aparece representada con un simbolo diferente.

En general, estos resultados indican que el tratamiento con EVs, tanto en presencia
como en ausencia de un estimulo inflamatorio, induce la activacion y la respuesta
inflamatoria basica de los neutrdéfilos, que consiste en el aumento de expresién de
receptores proinflamatorios con la consiguiente activacion de la sintesis de compuestos
proinflamatorios que termina desencadenado en la sintesis de compuestos pro-
resolutivos al activarse rutas de sefializacion como la que se inicia tras el receptor ALX.
Finalmente, esto desencadena en la activacién de la apoptosis de los neutrdfilos y la
activacion de la resolucion de la inflamacién. Por lo tanto, el tratamiento con las EVs
estaria favoreciendo en ultima instancia la resolucion de la inflamaciéon también a través
de su efecto sobre los neutrdfilos.

Otro de los aspectos importantes de los neutrdfilos en la inflamacion es el estrés
oxidativo. Al activarse, los neutrofilos se encargan de eliminar células apoptéticas y
restos de matriz extracelular presentes en la zona dafada, pero, en este proceso, los
neutréfilos también liberan ROS. La acumulacion de ROS puede inducir danos en
células sanas que estén cercanas a la zona danada. En el ambito del IAM, las ROS
liberadas por los neutréfilos pueden acabar induciendo dafios en los cardiomiocitos
sanos, aumentando la lesion. Por ello, se quiso determinar el efecto que tenian las EVs
de DP-MSC en el estrés oxidativo de los neutrdfilos. Para ello, se trataron los neutréfilos
con EVs en presencia y en ausencia del estimulo inflamatorio del LPS. Como se puede
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observar en la Figura 17, en ausencia de LPS, el tratamiento con EVs no induce un
aumento del estrés oxidativo en los neutrdfilos. Sin embargo, la adicion del LPS si que
aumenta significativamente la generacién de ROS por parte estas células. La adicién de
EVs a los neutrdfilos tratados con LPS consigue reducir el estrés oxidativo causado por
el estimulo inflamatorio, aunque esta reduccion no llega a ser significativa. En definitiva,
este experimento muestra que las EVs de MSC por si mismas no aumentan la
produccién de ROS por parte de los neutrdfilos y la reducen en presencia de estimulos
inflamatorios. Esto podria traducirse en efectos beneficiosos en un tratamiento in vivo,
ya que la reduccion de la liberacion de ROS por parte de los neutrofilos podria traducirse
en un menor dafo en las células adyacentes.
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Figura 17. Efecto de las EVs de DP-MSC en el estrés oxidativo de los neutrdfilos. Los neutrdfilos se tifieron
con DCFH-DA y el estrés oxidativo se determind mediante citometria de flujo. Se cuantificé el estrés
oxidativo de los neutréfilos en presencia y ausencia de EVs y LPS. Los niveles de ROS se normalizaron
respecto al control sin tratar. Los graficos representan la media + SD de experimentos independientes. Se
aplico un test ANOVA para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-EVs aparece representada con un
simbolo diferente. **p < 0.01.

5. Las EVs reducen la proliferacion de PBMCs activadas

Se quiso evaluar el efecto que tenian las EVs sobre otras poblaciones de células
inmunes, en concreto sobre células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, de
sus siglas en inglés). Dentro de las PBMCs la poblaciéon mayoritaria son los linfocitos,
por lo que se llevo a cabo un experimento para comprobar como afectaban las EVs a la
proliferacion de linfocitos activados. Cuando se induce la activacion de las PBMCs
aumenta la proliferacion de la poblacion de linfocitos, por lo que aumenta la proporcion
de esta poblacion celular respecto al resto convirtiéndose en la poblacién celular
mayoritaria. Tras inducir la activacion de las PBMCs, se comprobé por citometria el
efecto que tenian las EVs en la proliferacion de los linfocitos. Para ello se marcaron las
células con CFSE, de manera que a medida que proliferaban la senal del CFSE se iba
diluyendo. De esta forma, mediante el marcaje de la poblacién CD3* se pudo comprobar
si las EVs afectaban a la proliferacion de los linfocitos determinando mediante citometria
la sefal del CFSE (Figura 18A). Como se puede observar en la Figura 18B el tratamiento
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con EVs redujo significativamente la activacion de la proliferacion de linfocitos respecto
al control de PBMCs activadas sin tratar con EVs.
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Figura 18. La proliferacion de los linfocitos T activados se reduce tras el tratamiento con EVs. (A) Esquema
representativo del experimento de proliferacion de linfocitos T activados. (B) Cuantificacion del porcentaje
de activacion de la proliferacion de células CD3+ activadas, mediante citometria de flujo. Los valores estan
normalizados de forma que las PBMCs activadas control presentan un 100% de activacion de la
proliferacion. Los graficos representan la media + SD de experimentos independientes. Se aplicé un t-test
para el analisis estadistico. Cada biopsia de MSC-EVs aparece representada con un simbolo diferente. *p
< 0.05.

Por lo tanto, las EVs tienen efecto en distintas poblaciones de células inmunes,
ejerciendo una actividad inmunomoduladora que induce la reduccién en la activacion
linfocitaria y promueve el cambio de otras poblaciones como los macréfagos hacia un
fenotipo pro-resolutivo. En conjunto, esto indica que las EVs modulan la respuesta
inmune promoviendo la resolucion de la misma.

6. Las EVs modifican la expresion de genes implicados
en el depésito de matriz extracelular en fibroblastos
cardiacos humanos (HCF)

Ademas de células del sistema inmune, se quiso evaluar el efecto que tenian las
EVs sobre HCF, debido a la importancia que tienen estas células en el ambito del IAM.
Los HCF son los encargados de generar nueva matriz extracelular que constituya la
cicatriz de la zona infartada. Ademas, también contribuyen a la degradacion de la matriz
extracelular dafada en las primeras fases tras el infarto. La contribucion de los HCF es
muy importante, ya que las caracteristicas que presente la cicatriz en el IAM van a
determinar en gran medida los resultados clinicos, de manera que una cicatriz
demasiado débil puede favorecer la expansién del infarto, mientras que una demasiado
rigida pueden dificultar la funcionalidad contractil del corazéon. Debido al papel esencial
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que cumplen estas células se quiso determinar el efecto que tenian las EVs sobre ellas.
Por un lado, se quiso evaluar el efecto directo de las EVs de DP-MSC sobre los HCF sin
estimular, simulando el efecto que podrian tener las EVs sobre fibroblastos en estado
basal. Pero, por otro lado, para evaluar de forma mas realista el efecto que podrian tener
sobre fibroblastos presentes en la zona de infarto, se trataron los fibroblastos con TGF,
un factor de crecimiento que liberan las células del sistema inmune en las primeras fases
tras el infarto y que contribuyen a activar a los fibroblastos cambiando su fenotipo hacia
uno mas profibrético. Estos fibroblastos “activados” se trataron con las EVs y se evalu6
la expresion de genes relacionados con la degradacion y sintesis de la matriz celular
(COL3A1, COL1A1, MMP1, TIMP1, FN1), asi como genes relacionados con el cambio
fenotipico de los fibroblastos hacia miofibroblastos (ACTA2, que codifica aSMA, vy el
propio TGFR).

Como se puede observar en la Figura 19, solo se produjeron cambios significativos
en la expresion de tres genes, ACTA2, TGFB y TIMP1. La expresién de COL3A1 y
COL1A1 se mantiene estable tanto con el tratamiento de EVs como con TGF3 o ambos
juntos. No obstante, el hecho de no ver cambios no quiere decir que las EVs o el TGFf3
no afecten a la produccion de colageno en los HCF, sino que puede deberse
simplemente a que las condiciones experimentales no son las adecuadas para observar
estos cambios. En el caso de ACTAZ2, el gen que codifica para aSMA, se observé un
aumento significativo en su expresion tras la estimulacion con TGF3, tanto en presencia
como en ausencia de tratamiento con EVs. Sin embargo, no se vieron diferencias
significativas cuando los HCF se trataban unicamente con las EVs. MMP1, una
metaloproteinasa que se encarga de degradar matriz extracelular y FN1, un gen
implicado en la sintesis de nueva matriz, tampoco mostraron cambios significativos con
ninguno de los tratamientos. No obstante, si que se puede apreciar que cuando los HCF
estan estimulados con TGFp, el tratamiento con EVs induce una ligera reduccion en la
expresion génica de MMP1. Por el contrario, la FN1, aunque de forma no significativa,
parece aumentar su expresion en presencia de los tratamientos. En cuanto a TIMP1, un
inhibidor de metaloproteinasas, y TGF, el tratamiento con EVs aumenta su expresion
de forma significativa, asi como el tratamiento con TGFf. El tratamiento conjunto con
ambos compuestos aumenta la expresién respecto al control, pero no tiene un efecto
aditivo, ya que los niveles de expresion son parecidos a los de los tratamientos por
separado.

Todo esto en su conjunto parece indicar que las EVs promueven en cierta medida
un fenotipo de HCF en transicion hacia miofibroblasto, ya que aumenta la expresion de
TGFB, asi como la expresion de genes encargados de inhibir la degradacion de matriz
extracelular (TIMP1) y de genes que favorecen la sintesis de nueva matriz (COL1A1 y
FN1), aunque estos ultimos de forma no significativa. Ademas, una vez activados los
HCF, el tratamiento con EVs reduce la secrecién de MMP1, una metaloproteinasa
encargada de destruir la matriz extracelular dafiada. Observando estos resultados de
forma global parece que las EVs inducen un estado de los HCF similar al que presentan
en la fase intermedia tras el IAM, en el que pasan de fibroblastos antifibréticos e
inflamatorios a convertirse en fibroblastos profibréticos.
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Figura 19. Las EVs modulan la expresion génica de los HCF. Cuantificacion de los niveles de expresion de
ARNm de COL3A1, COL1A1, ACTA2, TGF@, MMP1, TIMP1 y FN1 mediante RT-qPCR tras el tratamiento
con EVs, TGFB y ambos. Los HCF no tratados se utilizaron como control para la normalizacion. Los niveles
de expresion se normalizaron con respecto al nivel de expresién de GAPDH. Los graficos representan la
media £ SD de experimentos independientes. Se aplicé un test ANOVA para el analisis estadistico. Cada
biopsia de MSC-EVs aparece representada con un simbolo diferente. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
#**n < 0.0001.

En definitiva, todos estos experimentos realizados in vitro permitieron comprobar
que las EVs derivadas de DP-MSC afectan fundamentalmente a las células del sistema
inmune, y entre ellas, los resultados mas robustos se observaron en los macrofagos. En
general, parece que las EVs favorecen un entorno pro-resolutivo mediante diferentes
acciones. Por un lado, favorecen la polarizacion de los macrofagos M1 hacia un fenotipo
M2-like tanto a nivel de marcadores como a nivel funcional. Ademas, contribuyen a la
activacion de los neutrofilos, activando vias de sefializaciéon tanto proinflamatorias como
pro-resolutivas y disminuyen el estrés oxidativo en estas células. Por otro lado, reducen
la proliferacién de linfocitos T activados y modulan también la expresidén génica de los
fibroblastos contribuyendo a la aparicidon de un fenotipo mas profibrético. Cabe destacar
que esta capacidad inmunomoduladora se observa por igual en las EVs obtenidas de
distintas biopsias de DP-MSC, lo que refuerza la hipétesis de que se podria generar un
producto bioldgico homogéneo y estable basado en EVs obtenidas de distintas biopsias

de una misma fuente celular.

Teniendo en cuenta todos estos resultados obtenidos in vitro, a continuacién, se
quiso evaluar el efecto de estas EVs en un modelo in vivo.

7. Potencial inmunomodulador de las EVs en un modelo
in vivo de infarto agudo de miocardio (IAM)

Los procesos inflamatorios son altamente complejos y afectan a numerosos tipos
celulares simultaneamente que se coordinan entre si a lo largo de toda la respuesta
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inflamatoria. Los ensayos in vitro permiten observar el efecto de las EVs sobre tipos
celulares aislados, pero no permiten tener una vision mas completa de la respuesta
inflamatoria en su conjunto. Para ello se requieren modelos animales que permitan
estudiar de forma global la respuesta inflamatoria. En este trabajo se quiso evaluar el
efecto inmunomodulador de las EVs derivadas de DP-MSC en un modelo de infarto
agudo de miocardio (IAM) en rata.

Cuando se produce un |IAM, el dafio y la muerte celular que se genera en el corazén
desencadena la activacion de la respuesta inmune, que es esencial para volver a
restaurar la homeostasis del tejido y contener el dano tisular. Por lo tanto, la inflamacion
juega un papel esencial en el IAM, lo que ha llevado a plantearse la necesidad de nuevas
terapias que tengan como diana la respuesta inmunoldgica que se da en el corazon tras
el infarto.

Para determinar si las EVs podian constituir una terapia innovadora frente al I1AM,
se procedidé a realizar un modelo de esta patologia en ratas nude. El IAM se realizdé
mediante la ligadura permanente de la arteria coronaria descendente anterior izquierda
y las EVs se administraron intramiocardicamente, inmediatamente después de la
ligadura. Basandonos en datos previos del laboratorio y teniendo en cuenta que las dos
dosis de EVs empleadas in vitro mostraban efectos, se decidié utilizar una dosis
intermedia de 2,5-10° particulas/ml en cada una de las ratas atimicas. Hay que destacar
que estos animales carecen de inmunidad adaptativa pero mantienen la inmunidad
innata, lo que nos permiti6 analizar los efectos en las poblaciones mieloides
disminuyendo el posible efecto de la destruccion del xenoinjerto que se observaria al
trasplantar EVs humanas en ratas inmunocompetentes. Se emplearon EVs obtenidas
de las tres biopsias de pulpa dental. Decidimos realizar dos experimentos
independientes de IAM, en cada uno de los cuales se dividieron los animales en un
grupo control tratado con PBS y un grupo tratado con EVs, ambos con IAM. La diferencia
entre los dos experimentos fue el tiempo que se mantuvieron vivos a los animales, que
fueron 7 y 21 dias tras el IAM. Se realizé a dos tiempos para observar la evolucion de
la respuesta inflamatoria, a los 7 dias es el momento aproximado en el que ocurre la
fase de resolucion de la inflamacién, mientras que a los 21 dias la resolucion ya ha
terminado y se ha producido el remodelado cardiaco. Teniendo esto en cuenta, quisimos
estudiar cémo afectaban las EVs en los primeros dias del proceso inflamatorio y las
consecuencias que tenian a largo plazo sobre el remodelado y la funcién cardiaca.

Las ratas eutanasiadas a los 7 dias tras el IAM se emplearon para estudiar a nivel
génico y proteico el ambiente inflamatorio, asi como para evaluar histolégicamente las
poblaciones inmunes y la formacion de tejido cicatricial. Sin embargo, las ratas
eutanasiadas a los 21 dias tras el infarto se evaluaron histolégicamente, pero no se
midieron los niveles de expresion de genes y proteinas relacionadas con la inflamacion
debido, en parte, porque tras ese periodo de tiempo el proceso inflamatorio debe estar
concluido. En la figura 20 aparece representado un diagrama resumen del modelo in
vivo.
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Figura 20. Esquema representativo del modelo in vivo de IAM en rata nude. La administracion de las EVs
se realizé intramiocardicamente. Las ecocardiografias se llevaron a cabo antes del IAM y alos 7 y 21 dias
tras el infarto. Los corazones de las ratas sacrificadas a 7 dias se utilizaron para histologia y
criopreservacion, mientras que los de las ratas sacrificadas a 21 dias solo se emplearon en histologia.

7.1. Las EVs amortiguan el deterioro de la funcién cardiaca
tras el IAM

Antes del IAM (basal) y la eutanasia de los animales, se evalué la funcion cardiaca
mediante ecocardiografia. Se estudiaron los parametros de fraccién de acortamiento
(FA) y cambio porcentual de area (CPA). La FA representa el porcentaje de cambio en
la dimensidn interna del ventriculo izquierdo de la diastole a la sistole y refleja el grado
de contraccion del ventriculo izquierdo durante cada latido [337]. EI CPA es un
parametro similar a la FA, en este caso, representa el porcentaje de cambio en el area
del ventriculo izquierdo desde la diastole hasta la sistole y proporciona una evaluacion
del cambio global en el tamano y la contractilidad del ventriculo durante el ciclo cardiaco
[337]. Valores de FA'y CPA mas altos indican una mejor funcién contractil.

Evaluando la FA'y el CPA en las ratas antes del IAM y a 7 y 21 dias tras el infarto,
se observd que, aunque todos los animales presentaban una pérdida de su funcién
cardiaca (Figura 21A), los grupos tratados con EVs tenian una menor variacion en estos
parametros que los grupos PBS, siendo casi estadisticamente significativa a los 21 dias
tras el infarto (Figura 21B). En el parametro de la FA, solo se observaron diferencias a
los 21 dias tras el infarto, mientras que en el parametro del CPA se observaron
diferencias entre los grupos PBS y tratadas con EVs tanto a los 7 como a los 21 dias
tras el IAM.
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Figura 21. Las EVs reducen la caida de la funcién cardiaca inducida por el IAM. (A) Porcentaje de fraccion
de acortamiento (FA) y cambio porcentual de area (CPA) en los grupos tratados con PBS y EVs antes del
procedimiento de IAM (basal) y 7 y 21 dias después del infarto. Los datos se extrajeron de la ecocardiografia
de cada animal. (B) Representacion de la variacion de FA'y CPA a los 7 y 21 dias en los grupos tratados
con PBS y EVs. La variacion se calculé como el valor de cada animal a los 7 o 21 dias después del IAM
menos el valor basal antes del IAM. Los graficos representan la media + SD de experimentos
independientes. Se aplicd un test ANOVA para el analisis estadistico de los graficos del panel Ay un t-test
para el analisis estadistico de los graficos del panel B. *p < 0.05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

En definitiva, la evaluacion de la funcién cardiaca permiti6 comprobar que el
tratamiento con MSC-EVs del IAM amortigua la caida en la funcién cardiaca que se
desencadena tras el infarto, lo cual se relaciona con un mejor pronostico y una menor
probabilidad de sufrir fallo cardiaco tras el infarto.

7.2. El tejido cicatricial que se genera tras el IAM es menor
tras el tratamiento con EVs

La extension del tejido fibrético cicatricial tras el IAM es un parametro directamente
relacionado con una mayor probabilidad de insuficiencia cardiaca. Teniendo esto en
cuenta, evaluamos el efecto de las EVs sobre la formacion de la cicatriz tras el infarto,
midiendo el tejido fibrético generado a los 7 y 21 dias postinfarto en ambos grupos. Para
la medida del tejido fibrético se empled la tincién de Tricromico de Masson, que marca
este tejido en un color azul, mientras que el tejido no fibrético se tife de rojo. El
tratamiento con EVs dio lugar a una menor formacion de tejido cicatricial en comparaciéon
con el tratamiento de PBS. A los 7 dias post-IAM, observamos una disminucion de la
extensién de la cicatriz en el grupo tratado con EVs, aunque no fue estadisticamente
significativa. A los 21 dias de la IAM, la extension de la cicatriz en relacion con el tamafio
del corazon disminuyé significativamente en el grupo tratado con EVs (Figura 22).
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Figura 22. El tejido cicatricial que se genera tras el infarto es menor con el tratamiento de EVs. La tincion
con tricromico de Masson (TM) se utilizd para cuantificar el porcentaje de tejido cicatricial 7 y 21 dias
después del IAM. (A) Imagenes representativas de secciones de corazon tefiidas con tricromico de Masson
(barra de escala = 500 um). (B) Cuantificacion del area fibrética a 7 y 21 dias tras el IAM. El area fibrética
en las secciones tefidas se calculé como el porcentaje del area azul dividido por el area total de tejido. Los
graficos representan la media + SD. Se utilizé un test ANOVA para el analisis estadistico. *p < 0,05, ***p <
0,001.

7.3.Las EVs reducen la expresion génica y proteica de
marcadores de macréfagos M1 en la zona infartada a los 7
dias tras el IAM

Teniendo en cuenta la importancia de la respuesta inflamatoria en el IAM y que las
EVs derivadas de las tres biopsias de DP-MSC eran capaces de ejercer efectos
inmunomoduladores sobre células del sistema inmune in vitro, se quiso evaluar su
capacidad inmunomoduladora en el modelo de infarto. Los grupos de ratas tratados con
PBS y EVs y eutanasiados a los 7 dias tras el IAM se utilizaron para analizar la expresion
génica y proteica de diferentes marcadores relacionados con macréfagos M1y M2, con
el objetivo de determinar si el tratamiento con las EVs inducia un ambiente pro-
resolutivo, al igual que ocurria in vitro.

Los corazones de las ratas se criopreservaron en el momento de su sacrificio y se
utilizaron posteriormente. Los niveles de expresion de genes relacionados con un
ambiente pro-inflamatorio (Tnf-a, iNos, Cd274, Cxcl10 y Ccl5) o pro-resolutivo (Msr1,
Alox12, Cx3cr1 y 1I10 y Ccl17) se analizaron mediante RT-gPCR. Los niveles de RNA
mensajero de los marcadores inflamatorios Tnf-a, iNos, Cd274 y Ccl5 mostraban una
tendencia, aunque no significativa, a estar reducidos en los animales tratados con EVs
en comparacion a los tratados con PBS (Figura 23A). Sin embargo, Cxcl/10, una citocina
quimioatrayente, que se caracteriza por ser pro-inflamatoria, parecia estar mas
aumentada en el grupo tratado con EVs. Por otro lado, los marcadores de macréfagos
M2 (Figura 23B), como Msr1 o Cx3cr1 aumentaron en la zona infartada de los animales
tratados con EVs, siendo este aumento significativo en el caso de Cx3cr1. Las citocinas
antiinflamatorias //70 y Ccl17 no mostraron cambios entre los dos grupos de animales.
Se estudié ademas la expresidon de Alox712, una enzima encargada de la sintesis de
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mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs), que participan activamente en los
procesos de inflamacién favoreciendo la resolucion de la misma y que son liberados por
células del sistema inmune, entre ellas los macrofagos. Se observd una tendencia a
aumentar la expresion de Alox12 en los animales tratados con EVs.
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Figura 23. Las EVs modifican la expresion génica en la zona de infarto a 7 dias reduciendo la expresion
de marcadores de M1. (A) Niveles de expresion del ARNm de genes relacionados con macréfagos M1 e
inflamacion (Tnf-a, iNos, Cd274, Cxcl10y Ccl5). (B) Niveles de expresion del ARNm de genes relacionados
con macrofagos M2 y resolucién de la inflamacion (Msr1, Alox12, Cx3cr1y 1110y Ccl17). Los niveles de
expresion génica se cuantificaron mediante RT-qgPCR a partir de tejido de la zona infarto de ratas tratadas
con PBS y EVs y se normalizaron en cada caso respecto a la expresion de Gapdh. Los graficos representan
la media + SD. Se utilizé un t-test no pareado para el analisis estadistico. *p < 0,05.

Se quiso estudiar también a nivel proteico la expresiéon de marcadores concretos de
macréfagos M1 y M2 en la zona de infarto para determinar la abundancia relativa de
ambos fenotipos (Figura 24). En cuanto a los macréfagos M1 se comprobd mediante
Western Blot la expresion de iNOS, CCR2 y PD-L1 (Figura 24D). INOS y CCR2 estaban
reducidos significativamente en el grupo de animales tratados con EVs, mientras que
PD-L1, a nivel proteico no mostraba diferencias entre el grupo tratado con EVs y el
tratado con PBS. En cuanto a los marcadores de macréfagos M2, se estudid la
expresion de CX3CR1, MSR1 y CD206 (Figura 24E). La expresién proteica de CX3CR1
era similar en el grupo tratado con EVs y el tratado con PBS, a diferencia de lo que
ocurria con su expresion génica, que si que estaba aumentada significativamente en el
grupo tratado con EVs, tal y como se ha mencionado anteriormente. MSR1 tampoco
mostré diferencias entre los dos grupos. CD206, a diferencia de los marcadores
anteriores, estaba disminuido en el grupo de ratas tratadas con EVs, aunque no de
forma significativa.
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Figura 24. Las EVs reducen la expresion proteica de marcadores de M1. (A) Imagenes representativas de
Western Blot de los marcadores de macrofagos iINOS (M1) y CX3CR1 (M2) realizadas a partir de extracto
proteico de la zona de infarto de ratas tratadas con PBS y EVs. (B) Imagenes representativas de Western
Blot de los marcadores de macréfagos CCR2 (M1) y MSR1 (M2) realizadas a partir de extracto proteico de
la zona de infarto de ratas tratadas con PBS y EVs. (C) Imagenes representativas de Western Blot de los
marcadores de macrofagos PDL1 (M1) y CD206 (M2) realizadas a partir de extracto proteico de la zona de
infarto de ratas tratadas con PBS y EVs. (D) Graficos representativos de la expresion proteica de los
marcadores de M1iNOS, CCR2 y PDL1. La cuantificacion se realizé por densitometria utilizando el software
ImagedJ. La expresion proteica de INOS y CCR2 esta normalizada a los valores de expresion de GAPDH,
mientras que la de PDL1 esta normalizada a los valores de expresion de Tubulina. (E) Graficos
representativos de la expresion proteica de los marcadores de M2 CX3CR1, MSR1 y CD206. La
cuantificacion se realizé por densitometria utilizando el software Imaged. La expresion proteica de CX3CR1
y MSR1 estd normalizada a los valores de expresion de GAPDH, mientras que la de CD206 esta
normalizada a los valores de expresion de Tubulina. Los graficos representan la media + SD. Se utilizé un
t-test no pareado para el andlisis estadistico. **p < 0,01.

7.4. El tratamiento con EVs reduce el nimero de macréfagos
M1 infiltrados en la zona de infarto.

Para comprobar si los cambios observados en los niveles de expresion génica y
proteica se reflejaban en cambios en el numero de macrofagos infiltrados en la zona del
infarto, se realizaron inmunofluorescencias marcando diferentes proteinas
caracteristicas de M1 o M2. Se realizé un doble marcaje de las proteinas de interés
(verde) junto con el marcaje de F4/80 (rojo), un marcador general de macréfagos. El
analisis de los marcadores de M1 CCR2, iNOS y PDL1 mostr6é que el tratamiento con
las EVs reduce la cantidad de macréfagos pro-inflamatorios infiltrados en la zona del
infarto (Figura 25), ya que hay una reduccion significativa en el nimero de macréfagos
positivos para CCR2 y iINOS (Figura 25A-D) y una tendencia en la disminucion de
macrofagos positivos para PDL1 (Figura 25E-F).
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Figura 25. El nimero de macrofagos M1 infiltrados en la zona infartada a 7 dias tras el infarto es menor en
el grupo tratado con EVs. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a F4/80 (marcador
general de macrofagos, rojo) y CCR2 (marcador de M1, verde) en la zona infartada de secciones de corazon
7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 50 pm. (B) Cuantificacion
de células doblemente positivas F4/80*CCR2* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o
EVs 7 dias después del IAM. (C) Imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a F4/80
(marcador general de macréfagos, rojo) e iINOS (marcador de M1, verde) en la zona infartada de secciones
de corazodn 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 50 ym. (D)
Cuantificacion de células doblemente positivas F4/80*iINOS* por mm?2 en la zona infartada de ratas tratadas
con PBS o EVs 7 dias después del IAM. (E) Imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a
F4/80 (marcador general de macréfagos, rojo) y PDL1 (marcador de M1, verde) en la zona infartada de
secciones de corazén 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala =
50 um. (F) Cuantificacion de células F4/80*PDL1* doblemente positivas por mm? en la zona infartada de
ratas tratadas con PBS o EVs 7 dias después del IAM. Los graficos representan la media £+ SD. Se utilizd
un t-test no pareado para el analisis estadistico. **p < 0,01.
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Por otro lado, se evalud la presencia de macrofagos M2 en la zona del infarto
mediante el marcaje de CX3CR1, MSR1, ARG1 y CD206 (Figura 26). Al igual que en el
caso anterior, se realizé un doble marcaje de estas proteinas (verde) con F4/80 (rojo)
para determinar el niumero de macrofagos y no interferir con otras células del sistema
inmune que expresen esos marcadores pero que no son macrofagos. En este caso, el
tratamiento con las EVs no indujo cambios significativos en los macréfagos M2, aunque
los macréfagos que expresaban los marcadores ARG1 (Figura 26C) y CD206 (Figura
XD) parecian estar reducidos en el grupo tratado con EVs. Por el contrario, el nimero
de macréfagos que expresaban CX3CR1 (Figura 26A) presentes en la zona del infarto
era similar entre los grupos tratados con PBS y EVs y el numero de macréfagos que
expresaban MSR1 (Figura 26B) parecia ser un poco mayor en el grupo tratado con EVs.
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Figura 26. El tratamiento con EVs no produce cambios significativos en el numero de M2 infiltrados en la
zona de infarto a 7 dias tras el IAM. (A) En la izquierda se muestran imagenes representativas de
inmunofluorescencia frente a F4/80 (marcador general de macrofagos, rojo) y CX3CR1 (marcador de M2,
verde) en la zona infartada de secciones de corazon 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con
DAPI (azul). Barra de escala = 50 ym. En la derecha se muestra la cuantificacion de células doblemente
positivas F4/80*CX3CR1* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 7 dias después
del IAM. (B) En la izquierda se muestran imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a F4/80
(marcador general de macrofagos, rojo) y MSR1 (marcador de M2, verde) en la zona infartada de secciones
de corazoén 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 50 ym. En
la derecha se muestra la cuantificacion de células doblemente positivas F4/80*MSR1* por mm? en el area
infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 7 dias después del IAM. (C) En la izquierda se muestran
imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a F4/80 (marcador general de macrdéfagos, rojo) y
ARG1 (marcador de M2, verde) en la zona infartada de secciones de corazén 7 dias después del IAM. Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 50 ym. En la derecha se muestra la cuantificacion de
células doblemente positivas F4/80*ARG1* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o EVs
7 dias después del IAM. (D) En la izquierda se muestran imagenes representativas de inmunofluorescencia
frente a F4/80 (marcador general de macréfagos, rojo) y CD206 (marcador de M2, verde) en la zona
infartada de secciones de corazén 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra
de escala = 50 uym. En la derecha se muestra la cuantificaciéon de células doblemente positivas
F4/80*CD206* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 7 dias después del IAM. Los
graficos representan la media + SD. Se utilizé un t-test no pareado para el analisis estadistico.

Para visualizar mejor los cambios en las poblaciones de macréfagos se
representaron los resultados de los diferentes marcadores de forma conjunta (Figura
27). En esta grafica se pueden apreciar la reducciéon en el numero de macrofagos M1
infiltrados en la zona de infarto entre los grupos tratados con PBS e EVs, mientras que
en el caso de los macréfagos M2, el numero de células infiltradas no mostraba cambios
apreciables entre los grupos tratados con PBS y los tratados con EVs.
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Figura 27. El tratamiento con EVs reduce el nimero de macréfagos M1 en la zona de infarto sin alterar el
numero de macrofagos M2 a 7 dias tras el IAM. En la grafica aparece representada la cuantificacion
conjunta de todos los marcadores de macréfagos estudiados, tanto de M1 como de M2. Se muestra el
numero de macrofagos infiltrados para cada uno de los marcadores de M1y M2 en los grupos tratados con
PBS (azul) y EVs (verde). Los graficos representan la media + SD. **p < 0,01.

Teniendo en cuenta estos resultados, el tratamiento con EVs conseguia reducir el
numero de macréfagos M1 pro-inflamatorios infiltrados en la zona del infarto 7 dias
después del IAM, mientras que no inducia cambios significativos en el niumero de
macrofagos M2 o pro-resolutivos.

El hecho de que no aumenten los macréfagos M2 en la zona del infarto no indica
que las EVs no estén favoreciendo el proceso de resolucion, simplemente hay que tener
en cuenta que las variaciones en los niveles de citocinas y en las poblaciones de células
inmunes cambian mucho a lo largo de los dias y siguen patrones de expresion distintos
a lo largo del tiempo, por lo que la bajada en marcadores de M2 como ARG1 se puede
deber al momento concreto en el que se han analizado las poblaciones de macréfagos,
pero puede que posteriormente esos niveles aumenten, para ello seria necesario
evaluar todas las poblaciones a distintos tiempos tras el IAM. No obstante, es
concluyente la bajada que induce el tratamiento con EVs en el nimero de macréfagos
pro-inflamatorios, lo que esta indicando que, en parte, las EVs estan promoviendo una
entrada en la fase de resolucién de la inflamacion mas rapida que el tratamiento con el
salino.

Se quiso estudiar también el perfil de macréfagos presentes en la zona del infarto
a 21 dias tras el IAM. Al igual que en el experimento anterior, se realizé un doble marcaje
de los marcadores de M1 (PDL1 y CCR2) y M2 (CD206 y CX3CR1) junto con F4/80.
Como se puede observar en la Figura 28, el tratamiento con EVs mantenia un infiltrado
de macréfagos M1 bajo en la zona del infarto respecto a los animales tratados con PBS,
mientras que el numero de macrofagos M2 era similar en los dos grupos. Esto indica
que el efecto de las EVs no solo se produce durante los primeros dias tras el IAM, sino
que se mantiene a lo largo de las diferentes fases, incluida la fase de remodelado que
es la que se produce a partir del séptimo dia. El hecho de que haya un menor niumero
de macréfagos M1 en la zona de infarto a los 21 dias tras el IAM indica que hay un
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ambiente menos inflamatorio y, por tanto, se esta produciendo la resolucién de la
inflamacién de manera mas efectiva que en el caso de los animales tratados con PBS,
en los que el numero de macrofagos M1 es mayor.
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Figura 28. El tratamiento con EVs reduce el numero de M1, aunque no significativamente, y no altera el
numero de M2 infiltrados en la zona de infarto a 21 dias tras el IAM. (A) Cuantificacion de macréfagos M1
en la zona de infarto. En la izquierda se muestra la cuantificacion de células doblemente positivas
F4/80*PDL1* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 21 dias después del IAM. En
la derecha se muestra la cuantificacion de células doblemente positivas F4/80*CCR2* por mm? en el area
infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 21 dias después del IAM. (B) Cuantificacion de macréfagos M2
en la zona de infarto. En la izquierda se muestra la cuantificacion de células doblemente positivas
F4/80*CD206* por mm? en el area infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 21 dias después del IAM. En
la derecha se muestra la cuantificacion de células doblemente positivas F4/80*CX3XR1* por mm? en el area
infartada de ratas tratadas con PBS o EVs 21 dias después del IAM. Los graficos representan la media +
SD. Se utilizé un t-test no pareado para el andlisis estadistico de cada uno de los marcadores.

En definitiva, estos resultados muestran que el tratamiento con las EVs derivadas
de DP-MSC induce cambios en las poblaciones de los macréfagos, no solo a nivel
genico y proteico, sino que estos cambios se traducen en variaciones en el numero de
macrofagos presentes en la zona de infarto.

7.5. La zona infartada de ratas tratadas con EVs tienen un
perfil de citocinas diferente a la de ratas tratadas con PBS

A continuacion, se quiso hacer un estudio mas profundo del ambiente inflamatorio
en la zona infartada 7 dias después de que tuviese lugar el IAM. Para ello se evalué a
nivel proteico la expresién de diferentes citocinas relacionadas con la inflamacion
mediante el uso de un array de citocinas que permitia estudiar la expresion simultanea
de moléculas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias. Se empled el extracto
proteico obtenido a partir de tejido de la zona infartada de 4 animales tratados con PBS
y 4 tratados con EVs. Unicamente se observaron cambios significativos en la expresion
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de cuatro citocinas, IL-10, CXCL10, GM-CSF y LIX (Figura 29B). El resto de las que
aparecen representadas en la Figura 29 (TIMP-1, VEGF, CXCL7, CCL3 y CCL20)
mostraron pequefios cambios entre los dos grupos, aunque no significativos. Por el
contrario, todas las citocinas que no aparecen representadas en la figura pero que
estaban en el array, no mostraron cambios apreciables entre los dos grupos, por lo que
se decidio no incluirlas.

IL10, una de las citocinas que muestra cambios significativos entre los dos
grupos, es una citocina antiinflamatoria que aparece mas expresada en los animales
tratados con EVs. Este resultado refuerza la hipétesis de que las EVs inducen mejoras
en el IAM en parte, favoreciendo la resolucion de la inflamacién. CXCL10 en general se
considera una citocina proinflamatoria. En este caso también estda aumentada
significativamente en el grupo de los animales tratados con EVs, como ya ocurri6 al
determinar por RT-gPCR su expresion génica en la zona de infarto. Esto puede venir
explicado porque el aumento de CXCL10 se ha visto que esta relacionado con la
supresion de la fibrosis que ocurre a lo largo de los primeros dias tras el IAM. Esta
descrito que GM-CSF, también considerada una citocina proinflamatoria, aumenta en la
zona infartada tras el IAM, siendo su papel esencial en el proceso inflamatorio. Estudios
previos indican que GM-CSF es sintetizado principalmente por los fibroblastos
presentes en la zona dafiada y contribuye al reclutamiento de macréfagos y neutréfilos
en la zona isquémica, que a su vez comienzan a sintetizar otras citocinas como CCL2.
En general parece que esta citocina esta presente durante las primeras fases tras el
IAM y sus niveles descienden en la fase resolutiva. EI hecho de que su expresion fuese
significativamente mayor en el grupo tratado con EVs podria deberse al momento en el
que se han realizado los experimentos, ya que es un punto temporal de transicion entre
la fase inflamatoria y el inicio de la resolucion. Teniendo en cuenta que la expresién de
citocinas cambia mucho a lo largo del tiempo, el hecho de observar citocinas
proinflamatorias aumentadas (como CCL3, CCL20 o CXCL7) puede deberse al
momento del estudio, por lo que seria necesario evaluar la expresion de estas citocinas
a lo largo de diferentes dias tras el IAM. De esta forma se podria comprobar si el
tratamiento con EVs altera los ciclos de expresion de estas citocinas.

El tratamiento con EVs produjo también un aumento en la expresion de VEGF,
que es el principal inductor de angiogénesis en la fase reparativa tras el IAM. TIMP-1,
un inhibidor de MMPs, también presentaba una expresion mayor en el grupo de
animales tratados con EVs. Esta molécula es muy importante en la transicion hacia la
fase reparativa, ya que se encarga de inhibir a las MMPs que rompen la matriz
extracelular dafiada durante las primeras etapas tras el IAM para poder comenzar la
fase de generacién de nueva matriz extracelular que acabara constituyendo la cicatriz
del infarto.
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Figura 29. Las EVs modifican la expresion de citocinas en la zona de infarto a 7 dias tras el IAM. (A)
Imagenes representativas del array de citocinas realizado en homogeneizado proteico de la zona infartada
de ratas tratadas con PBS y EVs. Cada citocina aparece representada por duplicado. (B) Cuantificacion por
densitometria de la expresion proteica de IL10, CXCL10, GM-CSF, TIMP-1, VEGF, CXCL7, LIX, CCL3 y
CCL20 en ratas tratadas con PBS y EVs. Los graficos representan la media + SD. Se utilizé un t-test no
pareado para el analisis estadistico. *p < 0,05, **p < 0,01.

En general este experimento indicoé que, aunque las EVs parecen estar ejerciendo
una transicion hacia la resolucion de la inflamacién debido a la reduccién en la expresion
de marcadores proinflamatorios de macréfagos y en el numero total de macréfagos M1
infiltrados, parece que a los 7 dias, el grupo tratado con EVs todavia se encuentra en
una fase intermedia en la que alguna citocinas proinflamatorias estan aumentadas y
todavia no se ha incrementado el numero de macréfagos M2.

7.6. Las EVs reducen la infiltracién y la activacion de los
neutrofilos tras el IAM

Ademas del efecto sobre los macréfagos, se quiso determinar si el tratamiento
con EVs inducia cambios sobre otra de las poblaciones del sistema inmune mas
importantes en el contexto del infarto, los neutrdéfilos. Los neutréfilos son de las primeras
células del sistema inmune que acuden a la zona danada, por lo que tienen un pico de
infiltrado en la zona del infarto durante los primeros dias tras el IAM. Marcando la
elastasa, un marcador de neutréfilos, se comprobé mediante inmunofluorescencia que
los animales tratados con EVs presentaban una tendencia a tener menor niumero de
neutrdfilos infiltrados que los animales tratados con PBS (Figura 30). Normalmente el
pico de neutrofilos se produce a los 3-4 dias tras el IAM y posteriormente van
disminuyendo para favorecer el cambio fenotipico de los macréfagos, de manera que a
medida que disminuyen los neutréfilos, aumentan los macréfagos M2. En este estudio,
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la eutanasia de las ratas se realiz6 al séptimo dia tras el 1AM, por lo que no se pudo
analizar la poblacién de neutrdfilos en su pico de infiltrado. No obstante, si que se pudo
observar una tendencia de las EVs a reducir el nimero de neutréfilos presentes a los 7
dias. Esto podria deberse a un menor pico de infiltrado de los neutréfilos desde los
primeros dias tras el IAM; pero para comprobar esto habria que hacer nuevos
experimentos in vivo, eutanasiando a las ratas a diferentes dias tras el IAM.

En general, los resultados obtenidos en el estudio de los macréfagos y de los
neutréfilos tienen sentido en su conjunto, ya que, lo que dan a entender es que el
tratamiento con las EVs esta reduciendo la fase proinflamatoria al reducir el infiltrado de
células proinflamatorias como los neutréfilos o los macrofagos M1.
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Figura 30. Las EVs parecen reducir el numero de neutréfilos infiltrados en el infarto a 7 dias tras el IAM.
(A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a elastasa (marcador de neutrdfilos, verde) en
la zona infartada de secciones de corazon 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).
Barra de escala = 50 um. (B) Cuantificacién de células positivas para elastasa por mm? en el area infartada
de ratas tratadas con PBS o EVs 7 dias después del IAM. Los graficos representan la media + SD. Se utilizd
un t-test no pareado para el analisis estadistico.

Por otro lado, se quiso comprobar si el tratamiento con EVs afectaba a la
activacion de los neutréfilos. Para ello se cuantificaron los niveles de mieloperoxidasa
(MPO), cuya liberacién esta directamente relacionada con la activacion de este tipo de
células. Se comprobd que el tratamiento con EVs promovia una reduccién significativa
en los niveles de MPO a 7 dias tras el IAM (Figura 31), lo cual, junto con el hecho de
que haya menos neutréfilos en la zona del infarto, podria estar indicando una
aceleracioén del proceso de resolucion de la inflamacion.
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Figura 31. La activacién de los neutrofilos es menor en el grupo tratado con EVs a 7 dias tras el IAM.
Cuantificaciéon de la actividad MPO en tejido homogeneizado de la zona de infarto de ratas tratadas con
PBS o EVs. La cuantificacion se realizd mediante un kit comercial colorimétrico. Los graficos representan
la media + SD. Se utilizé un t-test no pareado para el analisis estadistico. *p < 0,05.

7.7. El tratamiento con EVs de DP-MSC no afecta a la
angiogénesis tras el IAM

Para tener una vision global de lo que estaba sucediendo en el infarto en
presencia o ausencia del tratamiento con EVs, se quiso evaluar también la formacion de
vasos sanguineos en la zona afectada. Este estudio se realizO6 marcando por
inmunofluorescencia a-SMA que ademas de ser un marcador de miofibroblastos, es una
proteina que aparece expresada en la vasculatura, por lo que mediante técnicas de
inmunomarcaje se pueden observar facilmente los vasos. Se realizo la cuantificacion de
los vasos sanguineos en cortes de la zona de infarto tanto de ratas eutanasiadas a los
7 dias tras el IAM (Figura 32A) como de ratas eutanasiadas a los 21 dias tras el IAM
(Figura 32B). Como se puede observar en la Figura 32, el tratamiento con EVs no
produjo ningun cambio significativo en la angiogénesis de las ratas ni a 7 ni a 21 dias
tras el infarto.
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Figura 32. Las EVs derivadas de DP-MSC no producen cambios a nivel de angiogénesis en el IAM. (A) En
la izquierda se muestran imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a a-SMA (marcador de
vasos, rojo) en la zona infartada de secciones de corazén 7 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul). Barra de escala = 50 ym. En la derecha se muestra la cuantificacién del niumero de vasos
por mm? a 7 dias tras el IAM en los grupos tratados con PBS y con EVs (B) En la izquierda se muestran
imagenes representativas de inmunofluorescencia frente a a-SMA (marcador de vasos, rojo) en la zona
infartada de secciones de corazén 21 dias después del IAM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra
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de escala = 50 um. En la derecha se muestra la cuantificacion del nimero de vasos por mm? a 21 dias tras
el IAM en los grupos tratados con PBS y con EVs Los gréficos representan la media + SD. Se utilizé un t-
test no pareado para el analisis estadistico
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1. Las EVs derivadas de MSC como producto biolégico

Una de las estrategias terapéuticas que esta emergiendo en los ultimos afios frente
al IAM es el empleo de la terapia celular, que ya ha demostrado tener efectos
beneficiosos en diferentes tipos de patologias. Teniendo en cuenta que una de las
caracteristicas de la patofisiologia del IAM es la respuesta inflamatoria que se
desencadena tras el proceso isquémico [48], dentro de la terapia celular, las MSC se
han postulado como buenos candidatos debido a sus capacidades inmunomoduladoras
[136]. Aunque tradicionalmente no se le ha dado mucha importancia al tratamiento de la
inflamacién en el contexto del IAM, a lo largo de los ultimos afios se ha visto que los
diferentes componentes del proceso inflamatorio pueden ser buenas dianas
terapéuticas para reducir las consecuencias negativas del IAM a largo plazo, como
puede ser el remodelado cardiaco adverso y el aumento del riesgo de fallo cardiaco.

La terapia con MSC ha demostrado su potencial terapéutico en diferentes
patologias, entre ellas la patologia cardiaca. No obstante, los estudios con estas células
han mostrado que el efecto terapéutico de las mismas viene dado por su accion
paracrina, mediada principalmente por las EVs secretadas por las células. Las EVs
recapitulan los efectos terapéuticos de las células de las que se originan, por lo que las
EVs derivadas de MSC también presentan efectos inmunomoduladores [244]. No
obstante, dependiendo de la fuente tisular de la que provengan las MSC, los efectos
terapéuticos de las EVs pueden cambiar ligeramente. En general las fuentes de MSC
mas empeladas en terapia son la médula 0sea, el tejido adiposo y el cordén umbilical o
gelatina de Wharton [338]. En este trabajo se han empleado EVs derivadas de MSC de
pulpa dental (DP-MSC), una fuente de MSC con un uso poco extendido, pero que
demostrado tener capacidades inmunomoduladoras y ser una fuente de facil acceso con
una capacidad proliferativa elevada [339].

El uso de EVs en terapia presenta todavia diferentes retos que dificultan su empleo
como producto biolégico para el tratamiento de enfermedades. Uno de estos retos
consiste en conseguir un producto final estandarizado que se pueda obtener en grandes
cantidades y que presente las mismas caracteristicas fisicoquimicas y funcionales
independientemente de la fuente individual de la que se obtenga. Como ya se ha
mencionado, fuentes tisulares distintas dan lugar a EVs con propiedades diferentes; sin
embargo, también se ha visto que puede existir variabilidad en las EVs obtenidas de la
misma fuente tisular de distintos individuos. Actualmente, la cantidad de EVs que se
necesitan para realizar un tratamiento es muy grande, lo que hace dificil que se puedan
obtener de una unica biopsia. Esto ha llevado a la necesidad de buscar alternativas que
permitan obtener cantidades mucho mas grandes de EVs sin que esto afecte a la
funcionalidad de las mismas. Algunas de estas estrategias se basan en la modificacién
de las MSC de origen para aumentar la liberacién de EVs por parte de estas células. En
este trabajo, por ejemplo, se han empleado MSC inmortalizadas genéticamente
mediante la sobreexpresion de TERT para conseguir alargar su tiempo de vida en cultivo
y poder obtener mas EVs de la misma biopsia celular. En este sentido, hemos
comprobado que las EVs derivadas de las lineas inmortalizadas no presentan el
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producto proteico de TERT en su interior, pero si que contienen el RNAm codificante
para hTERT. A |la hora de dar el salto a la clinica, la presencia de hTERT en las EVs
puede suponer un problema, ya que, al tratarse de un oncogen, la AEMPS no lo podria
aprobar como producto biolégico de administracién clinica. Esto hace necesario
optimizar el protocolo de inmortalizacién de las MSC, reduciendo y controlando el
numero de copias del gen de hTERT que se integra en las células, hasta conseguir el
menor numero de copias que permita la inmortalizacién de las MSC sin que se cargue
el producto génico en las EVs.

Pese a la mejora en el rendimiento de produccion de EVs que se consigue al
inmortalizar la fuente celular, esta estrategia todavia sigue siendo insuficiente para
conseguir la cantidad de EVs que se necesitan en modelos preclinicos con animales de
gran tamafo o en ensayos clinicos. Por ello, hasta que se desarrollen estrategias que
permitan obtener de manera continuada EVs de la misma fuente de MSC sin que
cambien sus caracteristicas a largo plazo, es necesario utilizar distintas biopsias de
MSC para conseguir las cantidades necesarias para los tratamientos. Uno de los
objetivos de este trabajo ha consistido en comparar EVs obtenidas a partir de tres
biopsias distintas de DP-MSC inmortalizadas en cuanto a sus caracteristicas
fisicoquimicas, su contenido en proteinas, lipidos y miRNAs y su funcionalidad. La
caracterizacion de las EVs mediante NTA, DLS y microscopia electrénica ha mostrado
una distribucion de tamafio de entre 50-200 nm en las EVs de todas las biopsias de
MSC, siendo este el tamafo estandar que presentan las sEVs (antes conocidas como
exosomas), de acuerdo a las guias de la ISEV [196]. Estas técnicas de caracterizacién
también han permitido comprobar que, independientemente de la biopsia, las EVs
presentan la misma morfologia y composicion fisicoquimica en cuanto a marcadores de
sEVs analizados por Western Blot y por ExoView. Para la comparacién en mayor
profundidad de las EVs procedentes de las tres biopsias, se realizé un analisis 6mico
del contenido en proteinas, lipidos y miRNAs.

El analisis protedmico mostré que un 36,9% del total de proteinas encontradas
estaban presentes en las EVs de las tres biopsias, mientras que un 61,8% eran
comunes, al menos, a dos biopsias. Tras analizar los procesos biolégicos en los que
estaban implicadas las proteinas presentes en las EVs de todas las biopsias por
separado, se pudo comprobar que, aunque el porcentaje de proteinas comunes a todas
las EVs no era muy elevado, los procesos biolégicos en los que estaban implicadas las
proteinas de cada tipo de EVs eran iguales en las de las tres biopsias. Esto indica que
las funciones biologicas en las que estan implicadas las EVs son similares
independientemente de la biopsia de la que se obtengan. Los procesos bioldgicos en
los que estaban implicadas las proteinas presentes en las EVs estaban relacionados
con la organizacion de la matriz extracelular, el transporte, la adhesién o la respuesta
inmune. Esto mismo ha sido descrito en otros estudios proteémicos de EVs de MSC
[340], [341], pero obtenidas de otras fuentes tisulares, fundamentalmente médula ésea.
El hecho de que las proteinas presentes en las EVs de MSC de distintas fuentes estén
relacionadas con los mismos procesos biolégicos indica que, en parte, el cargo proteico
de las EVs ejerce funciones similares independientemente del origen de las MSC.
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El analisis lipidomico mostré6 también que la composicion lipidica de las EVs
obtenidas de diferentes biopsias era practicamente la misma, indicando que, a diferencia
de lo que ocurre con el cargo proteico que es mas variable, el contenido en lipidos es
estable cuando la fuente celular tiene el mismo origen tisular. Las EVs de DP-MSC
tienen un alto contenido en fosfatidilcolina y esfingomielina. Esto ya fue descrito por Lai,
R. C. et al, quienes describieron que los exosomas contenidos en el medio condicionado
de MSC contenian colesterol, esfingomielina y fosfatidilcolina [285]. En este caso los
exosomas procedia de MSC obtenidas a partir de células embrionarias, que habian
demostrado tener las mismas caracteristicas que la de médula ésea y tejido adiposo
[342]. Otro estudio de Zhan, Q. et al. demostr6 que un mayor contenido de
fosfatidilcolina en la membrana de las EVs aumenta su captacion por parte de la linea
celular MDA-MB-231 [343]. Teniendo en cuenta que este grupo lipidico es el mayoritario
en las EVs de DP-MSC, puede que la captacion de este tipo de EVs sea mas facil que
la de otras que tengan un contenido menor de fosfatidilcolina. En definitiva, el contenido
lipidico varia en funcién de la fuente tisular y puede afectar a aspectos como la
estabilidad de las EVs o su captacién por parte de las células receptoras.

Por ultimo, el analisis del contenido en miRNAs mostré que todas las EVs contenian
mas de 100 miRNAs distintos. De todos ellos, 99, lo que suponia un 46% del total,
estaban presentes en las EVs de las tres biopsias, y 172, el 80%, en las EVs de al
menos dos de las biopsias. Esto indica que el contenido en miRNAs es mas estable
entre las distintas biopsias que el contenido proteico. El analisis de miRNAs en las EVs
derivadas de MSC se ha realizado en numerosos estudios, pero en la mayoria de ellos
se empleaban MSC de médula 6sea o tejido adiposo, por lo que el estudio de los
miRNAs presentes en las EVs de DP-MSC todavia esta poco explorado. Baglio, S. R.
et al. demostraron que el contenido en RNAs no codificantes de las EVs de MSC
dependia del origen tisular de las MSC, afectando a sus propiedades terapéuticas [344].
En su estudio, establecieron los 20 miRNAs mas abundantes en EVs derivadas de MSC
de médula ésea y tejido adiposo. Comparando sus datos con los obtenidos en este
trabajo, hay tres miRNAs que se situan entre los 20 mas abundantes en las EVs
obtenidas a partir de las MSC de los tres tejidos (hsa-let-7a-5p, hsa-miR-21-5p y hsa-
miR-92a-3p). Estos miRNAs parecen estar conservados en las EVs de las MSC
independientemente de la fuente celular. Por otro lado, atendiendo al resto de los 20
mMiRNA mas abundantes en las EVs de DP-MSC se ha observado la presencia de
mMiRNAs como el miR-223-3p, o el let-7c-5p, que se han descrito como miRNAs capaces
de inducir la polarizacion hacia macrofagos M2 [345]. Se ha descrito también que el
miR-223 induce mejoras en el ambito del IAM [346]. Ademas de estos, el miR-125a-5p,
que, aunque no forma parte de los 20 mas abundantes también se ha encontrado en las
EVs de DP-MSC, se ha relacionado con la polarizacion hacia macréfagos M2. El miR-
451a, el miR que se ha encontrado mas expresado en las EVs de DP-MSC, se ha
relacionado con la polarizacion de macréfagos y con la atenuacion de la inflamacion
[347]. EI miR-21-5p, uno de los que estan presentes en las EVs de los distintos tipos de
MSC, se ha relacionado con la activaciéon de rutas de senalizacién pro-angiogénicas
[292]. EI miR-150b, otro de los 20 mas abundantes, se ha relacionado con una mejora
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de la funcién cardiaca y una disminucién de la apoptosis en el IAM [348]. El analisis de
los procesos biolégicos con los 20 miRNAs mas abundantes en las EVs, mostré que
muchos de estos procesos en los que estaban implicados los miRNAs tenian relacion
con el sistema inmune y la respuesta inflamatoria. En concreto, el tercer proceso
bioldgico con una mayor significancia estadistica era la diferenciaciéon de macrofagos.
Todo esto indica que, en parte, la capacidad inmunomoduladora de las EVs esta
mediada por los miRNAs contenidos en su interior, que son capaces de actuar sobre
células del sistema inmune modulando sus respuestas.

En conjunto, toda la caracterizacion de las EVs mediante las distintas técnicas ha
demostrado que las EVs obtenidas de diferentes biopsias no son exactamente iguales,
pero son bastante parecidas y comparten las caracteristicas esenciales que tienen que
tener las sEVs en cuanto a tamafo, marcadores y morfologia. El andlisis de su cargo ha
mostrado que el contenido en proteinas y miRNAs se mantienen mas o menos estable,
siendo mas parecido el contenido en miRNAs entre las EVs de diferentes biopsias. Sin
embargo, el contenido en lipidos es practicamente igual entre las biopsias,
probablemente porque la mayor parte de los lipidos se encuentran constituyendo la
membrana de las EVs y son menos los que se seleccionan como cargo para
transportarlos en el interior de las EVs. Pese a las pequenas diferencias que puedan
existir en el contenido de las EVs obtenidas de diferentes biopsias, no parece que esto
afecte a su funcionalidad, ya que tanto en los ensayos in vitro como en los ensayos in
vivo las EVs de las tres biopsias de DP-MSC funcionan por igual, sin haber cambios
significativos entre ellas.

2. Capacidad inmunosupresora de las EVs de DP-MSC
in vitro

En este estudio, ademas de determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las EVs
y comprobar que no habia una gran diferencia entre las EVs de distintas biopsias de
DP-MSC, se quiso determinar si estas diferencias tampoco existian a nivel funcional.
Teniendo en cuenta que uno de los objetivos del trabajo consistia en determinar el efecto
de las EVs sobre la respuesta inmune que se produce en el IAM, se realizaron
previamente ensayos in vitro para evaluar el efecto funcional de estas EVs sobre células
del sistema inmune.

Como se ha descrito en la introduccién, los macréfagos son uno de los tipos
celulares que mayor implicacion tienen en la respuesta inmune tras el IAM [60], por lo
que se quiso ver el efecto de las EVs sobre estas células. Diferentes estudios han
demostrado que las EVs de MSC pueden polarizar los macréfagos desde un fenotipo
pro-inflamatorio o M1 hacia un fenotipo pro-resolutivo o M2 [233], [234]. En todos estos
casos, las EVs se obtenian a partir de médula 6sea o tejido adiposo; no obstante,
nuestro grupo hizo un estudio previo en el que demostr6 que las EVs de DP-MSC
precondicionadas con un coctel de citocinas era capaces de inducir esta polarizacion en
los macrofagos [237]. En el trabajo actual se quiso demostrar que en ausencia de
precondicionamiento de las MSC, las EVs eran capaces de inducir la polarizacion hacia
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M2 y que esta capacidad era independiente de la biopsia de células empleada. La
diferenciacion de los macrofagos se realizé a partir de monocitos derivados de sangre
periférica, ya que permitia obtener fenotipos de M1 y M2 mas realistas que los que se
obtienen a partir de lineas celulares comerciales como la linea THP1. Se observé que
las EVs derivadas de las tres biopsias de DP-MSC eran capaces de repolarizar los
macrofagos que recibian sefales de diferenciacion a M1 hacia un fenotipo M2-like que
se caracterizaba por un aumento del marcador de M2 CD163 y una reduccion de los
marcadores de M1 CD80, CD86 y HLA-DR al analizarlos por citometria. La
comprobacion de marcadores de M1 y M2 por RT-gPCR y ensayos ELISA demostro
que, efectivamente, el tratamiento con las EVs inducia la aparicion de un fenotipo de
macrofagos similar al de los M2, aunque sin ser exactamente iguales. Los experimentos
in vitro se realizaron con dos dosis distintas de EVs (2:10° y 4-10° particulas/ml) para
comprobar si los efectos dependian de la dosis empleada. Se vio que, aunque la dosis
baja era capaz de inducir cambios en el fenotipo acercandolo hacia el de los M2, la dosis
alta era mas efectiva en la repolarizacion de estas células. Ademas de comprobar el
fenotipo de los macréfagos, se determind que a nivel funcional también eran mas
similares a los M2 tras el tratamiento con las EVs realizando un experimento de
eferocitosis. La eferocitosis es esencial en las primeras etapas tras el IAM para que se
acabe desencadenando la resolucion de la inflamacion [39], por lo que el hecho de que
las EVs aumenten la capacidad de eferocitosis de los macréfagos in vitro podria indicar
que es uno de los mecanismos por los que en modelos in vivo también inducen efectos
terapéuticos.

Ademas de los macrofagos, los neutréfilos son otro de los tipos celulares esenciales
en la respuesta inflamatoria. Cuando hay un estimulo inflamatorio los neutréfilos se
activan y viajan hacia la zona dafada. Estas células se encargan de fagocitar bacterias
0 microorganismos causantes del estimulo inflamatorio o, en el caso de la inflamacion
estéril, como ocurre en el IAM, fagocitan restos celulares presentes en la zona afectada
[84]. Al activarse los neutrdfilos se degranulan liberando compuestos como MPO que
aumentan la respuesta inflamatoria. Sin embargo, pese a que su accion pueda inducir
un mayor reclutamiento de células inmunes o dafo tisular si se mantienen mas tiempo
de lo necesario, se ha visto que el papel de los neutrdfilos en los procesos inflamatorios
es esencial y que, si no estan presentes, los resultados clinicos pueden ser adversos
[85], [86]. Por ello, se decidié estudiar también el efecto que tenian las EVs sobre los
neutrdfilos, primero in vitro y posteriormente en el modelo in vivo. Por un lado, se quiso
ver el efecto de las EVs en presencia de un estimulo inflamatorio que indujese la
activacién de los neutrdfilos y, por otro lado, se quiso ver el efecto de las EVs sobre
neutrofilos sin estimular. El estimulo inflamatorio empleado fue el LPS, que ya se ha
descrito en estudios previos que induce una respuesta inflamatoria en los neutrdfilos in
vitro [349]. El tratamiento de los neutrdéfilos con LPS indujo su activacion, aumentando
la expresion de los receptores TLR2 y TLR4, asi como del receptor ALX. La
sobreexpresion de los receptores TLR en los neutrdéfilos tras un estimulo inflamatorio ya
fue descrita previamente por Tsuda, Y. et al. [350], quienes describieron dos subtipos de
neutrdfilos, siendo el subtipo mas inflamatorio el que presentaba una mayor expresiéon
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de los receptores TLR. La sefalizacion que se produce a través de estos receptores
activa la sintesis de citocinas proinflamatorias que promueven un mayor reclutamiento
de neutrdfilos. Por otro lado, la estimulacién con LPS también aumenta la expresion del
receptor ALX. Este receptor, también conocido como FPR2, se ha relacionado con la
activacion de rutas de resolucion de la inflamacion, por lo que en varios estudios lo han
considerado una posible diana terapéutica frente a enfermedades que cursan con
inflamacion [336], [351]-[353]. Aunque parezca contradictorio, se ha descrito que este
receptor se puede activar tanto con ligandos pro-resolutivos como proinflamatorios
dando lugar a respuestas opuestas [354]. En relacion a los estimulos inflamatorios, la
activacién de este receptor ya se ha descrito previamente en presencia de estimulos
bacterianos [355], [356], que podria ser similar a lo que esta ocurriendo en presencia
del LPS. Sin embargo, en nuestro estudio no solo el LPS induce un aumento en la
expresion de este receptor, sino que el tratamiento de los neutréfilos con las EVs
también aumenta su expresioén. En este caso nosotros hipotetizamos que las EVs,
debido a su naturaleza inmunomoduladora, estarian activando rutas de resolucion de la
inflamacién a través de ALX y no rutas pro-inflamatorias, aunque es necesario hacer
experimentos mas dirigidos para poder comprobar esta hipétesis. Volviendo de nuevo a
la expresion de los receptores TLR, las EVs también aumentan su expresion en los
neutrdfilos en ausencia de LPS y en el caso de TLR4 el aumento es sinergistico cuando
se afaden las EVs junto con el LPS. En conjunto estos resultados parecen indicar que
in vitro las EVs favorecen en cierta medida la activacion de los neutréfilos, pero también
es cierto que para que los neutrofilos alcancen un fenotipo resolutivo pueden pasar
previamente por una fase inflamatoria que active finalmente en las propias células
circuitos de senalizacién pro-resolutivos. Para comprobar el efecto que tenian las EVs
sobre los neutréfilos a nivel funcional se realizé un ensayo de estrés oxidativo que
permitia determinar la liberacién de ROS por parte de los neutréfilos tratados con LPS,
EVs y ambos compuestos. De esta forma se comprobd que las EVs por si solas no
inducen un aumento del estrés oxidativo en los neutrdfilos, a diferencia del LPS, pero si
que reducen el estrés oxidativo de los neutrdfilos activados. Esto puede ser beneficioso,
ya que se ha comprobado que los ROS liberados por los neutréfilos pueden inducir
dafos en las células de su entorno [357].

Otro de los efectos inmunomoduladores de las EVs de MSC ya descrito es la
capacidad de inhibir la proliferacion de linfocitos T [257], [258]. Aunque este trabajo esta
centrado en la inmunidad innata y la respuesta inflamatoria inicial, se evalud el efecto
que tenian in vitro las EVs sobre los linfocitos para tener una visién mas global del efecto
inmunomodulador de las EVs de DP-MSC. Mediante un ensayo de proliferacion de
PBMCs activadas se comprobd que las EVs inhiben la proliferacion de los linfocitos T
en comparacion con aquellos no tratados, de acuerdo con lo descrito en la bibliografia
respecto a otras EVs de MSC.

Finalmente, antes de pasar al estudio del potencial inmunomodulador de estas EVs
en un modelo in vivo de IAM, se quiso determinar el efecto que tenian sobre fibroblastos
cardiacos, ya que son una de las principales células que forman parte del corazén,
ademas de ser los responsables de la formacion de la cicatriz tras el infarto. Se utilizaron
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fibroblastos estimulados con TGF[, que activa las vias de senalizacion de fibrosis, y sin
estimular. Se comprobd in vitro que las EVs aumentan por si mismas la expresién de
TGFp en los fibroblastos sin estimular, aunque este efecto no es sinérgico cuando los
fibroblastos se estimulan, sino que la expresion de este gen se mantiene estable. Por
otro lado, se observd que la estimulacion con TGFB y con TGFB mas EVs induce un
aumento significativo de la expresion de a-SMA, un marcador de diferenciacion hacia
miofibroblastos, que son los encargados de secretar los componentes de la nueva matriz
extracelular. Al igual que la expresion génica de TGFpB, la expresion de TIMP-1, un
inhibidor de MMPs, aumenta significativamente con el tratamiento de las EVs en
ausencia de estimulacion. Las EVs empleadas en este trabajo a un tiempo de
tratamiento y una concentracion concreta no indujeron grandes cambios en los
fibroblastos cardiacos aislados, sin embargo, nuestro grupo ya describié previamente
que la modificacion de estas EVs para que expresen Oncostatina M si que promueve
cambios en los fibroblastos cardiacos, tanto in vitro como in vivo [271]. Los resultados
obtenidos en este trabajo indican que, en las condiciones experimentales que se han
probado, las EVs de DP-MSC no inducen cambios en los fibroblastos cardiacos. Por
ello, seria necesario probar diferentes condiciones de dosis y tiempos de tratamiento
para ver el efecto que pueden llegar a tener las EVs sobre estas células.

Los experimentos realizados in vitro han puesto de manifiesto que las EVs de DP-
MSC son capaces de provocar cambios en las poblaciones de células inmunes,
favoreciendo, en el caso de los macrofagos de forma mas clara, la transicion hacia un
fenotipo pro-resolutivo. A la luz de estos resultados, parece que el mayor efecto que
presentan estas EVs se produce en los macréfagos, mientras que los efectos en los
neutrofilos no son tan claros. No obstante, es cierto que en este trabajo se ha realizado
un estudio mas profundo de los macréfagos que del resto de células inmunitarias debido,
en parte, al papel principal que tienen estas células en la respuesta inflamatoria tras el
IAM.

Cabe destacar también, que todos los experimentos in vitro han mostrado que las
EVs obtenidas a partir de las diferentes biopsias de MSC presentan la misma
funcionalidad, sin haber diferencias entre ellas. Esto indica que, pese a que puedan
presentar algunas diferencias en su cargo, no parece que esto afecte a su capacidad
terapéutica, por lo que hipotéticamente se podrian llegar a utilizar como un pull para
formar un producto biolégico que se pueda administrar clinicamente.

3. Potencial terapéutico de las EVs de DP-MSC en un
modelo in vivo de IAM

El IAM es una patologia muy compleja en la que participan humerosos procesos
celulares. A lo largo de los ultimos afios se ha demostrado la importancia que tienen la
respuesta inflamatoria en la patogénesis del IAM y su implicaciéon en los resultados
clinicos a largo plazo [358]. Esto ha hecho que la respuesta inflamatoria y mas en
concreto, alguno de sus componentes, se hayan postulado como potenciales dianas
terapéuticas [359].
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La respuesta inflamatoria que se produce tras desencadenarse el infarto esta
implicada en la eliminacion de las células y la matriz extracelular dafiada de la zona
isquémica, asi como en la formacion de nueva matriz extracelular para constituir la
cicatriz del infarto. Se ha descrito que el proceso inflamatorio esta directamente
relacionado con el tamafio del infarto y la calidad de la cicatriz, por lo que una respuesta
inflamatoria excesiva puede dar lugar a una mayor extension de la zona infartada y a un
remodelado cardiaco adverso que aumenta la probabilidad de sufrir fallo cardiaco con
el tiempo [26]. Teniendo en cuenta la capacidad inmunomoduladora que habian
mostrado las EVs de DP-MSC en los experimentos in vitro, se quiso comprobar si estas
EVs podrian llegar a emplearse como un agente terapéutico frente a la respuesta
inflamatoria del IAM. Para ello, como se ha descrito previamente, se empled un modelo
de IAM en ratas, a las que se les realizé la ligadura permanente de la arteria coronaria.
Se decidio hacer este experimento en ratas nude, principalmente por la experiencia
previa del laboratorio con este modelo. No obstante, aunque las ratas nude mantienen
parte de la inmunidad innata, probablemente esta sea una de las debilidades de este
trabajo, ya que esta demostrado que las EVs no provocan rechazo inmunoldgico y en la
mayoria de los casos se emplean EVs alogénicas como tratamiento, por lo que
probablemente el uso de EVs humanas no hubiese generado un rechazo inmunoldgico
potente al inyectarlas en ratas inmunocompetentes. Ademas, las ratas nude tienen una
respuesta inmune mas atenuada, por lo que quiza el uso de un modelo de rata
inmunocompetente hubiese permitido observar mas diferencias con el tratamiento. No
obstante, debido al control del equipo en la realizacion del modelo de IAM en las ratas
nude, se decidié seguir con este tipo de animales y no poner a punto el modelo en otros
animales que no se habian utilizado previamente.

La administracién de las EVs se realiz6é de forma intramiocardica. Esta metodologia
nos permitia asegurarnos de que la mayor parte de las EVs iban a ejercer su efecto en
la zona del infarto. Numerosos estudios con modelos de IAM inyectan los compuestos
terapéuticos, incluidas EVs de MSC en el miocardio directamente [167], [360], aunque
en muchos otros casos la administracion del producto terapéutico se realiza de forma
intravenosa [284], [361]. A la hora de una posible administracion clinica en humanos,
seria mucho mas sencillo y practico la administracion intravenosa, el problema actual
es que para que ese tipo de administracion llegue a la clinica es necesario hacer
estudios muy exhaustivos de la biodistribucién de las EVs cuando se administran por
via intravenosa y del efecto de estas EVs a nivel sistémico y en cada érgano individual,
para descartar cualquier tipo de efecto adverso. En definitiva, estda claro que la
administracion intramiocardica es mucho mas compleja y menos cémoda técnicamente,
sin embargo, el avance de las técnicas médicas hoy en dia permite poder realizar una
administracion intramiocardica sin necesidad de recurrir a cirugias de corazén abierto
que pueden aumentar mucho el riesgo de muerte del paciente.

El estudio in vivo se llevd a cabo con EVs pertenecientes a las tres biopsias de DP-
MSC, aunque en este caso ya no se han diferenciado a nivel grafico las tres biopsias.
No obstante, no hubo diferencias significativas entre ellas, igual que ocurria en los
ensayos in vitro. El estudio in vivo se realizé a dos tiempos, 7 dias y 21 dias tras el IAM,
para poder estudiar, por un lado, la respuesta inflamatoria, que ocurre en los primeros
dias tras el infarto y, por otro lado, el remodelado y la reparacion del infarto, que tiene
lugar semanas después de que se produzca el evento isquémico. La administracion de
EVs amortigud la caida de la funcién cardiaca tanto a 7 como a 21 dias tras el 1AM,
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siendo este efecto mas notable a los 21 dias. Esta preservacion de la funcién cardiaca
se vio reflejada en una menor disminucion de la fraccion de acortamiento (FA) y del
cambio porcentual de area (CPA), parametros que se pueden obtener mediante la
ecocardiografia de los animales antes y después del IAM. Varios estudios han obtenido
estas mismas mejoras en la funcion cardiaca tras el tratamiento con EVs, pero en estos
casos las EVs se obtenian de otras fuentes de MSC, como cordén umbilical [362] e
incluso en muchos de estos estudios las EVs no eran humanas, sino de la especie en
la que se realizaba el modelo in vivo [363]. Las EVs de DP-MSC también promovieron
un tamafio de infarto menor que el del grupo control tratado con PBS tanto a 7 como a
21 dias, siendo la reduccién a 21 dias significativa estadisticamente. Esto apoya lo
descrito en estudios como los de Zhao, Y., que también describieron la capacidad de las
EVs de MSC de reducir el tamafo del infarto [284]. El hecho de que las EVs consigan
reducir la expansion del tamafo de infarto indica que el riesgo a sufrir fallo cardiaco
posteriormente es menor, ya que la zona del corazén con una funcionalidad y una
contractilidad alterada es menor.

Se quiso estudiar de forma mas exhaustiva la respuesta inflamatoria del IAM y el
comportamiento de los macrofagos. Se comprobd que el tratamiento con EVs
modificaba la expresion génica en la zona del infarto, afectando a marcadores
proinflamatorios y antiinflamatorios. Algunas citocinas como TNFa o CCL5 tenian una
menos expresion génica a 7 dias tras el IAM en el grupo de animales tratados con EVs
que en el grupo control, aunque sin llegar a haber diferencias significativas entre ellos.
Puede que el hecho de no observar diferencias significativas se deba a que las citocinas
proinflamatorias tienen su mayor pico de expresién durante los primeros 2-3 dias tras el
infarto, tras los cuales comienzan a disminuir para dar paso al inicio de la fase
reparadora en la que hay una transicion hacia la resolucion de la inflamacion. Cuando
los niveles de citocinas proinflamatorias como TNFa se mantienen elevados en la zona
de infarto o en la circulacién sanguinea, hay una mayor relacién con un pronéstico grave
tras el infarto [364]. No obstante, el hecho de que los niveles de Tnfay Ccl5 disminuyan
en el grupo tratado con EVs a los 7 dias post-IAM es una buena sefial, ya que hay
estudios que demuestran que menores niveles de estas citocinas tras el IAM mejoran la
funcién cardiaca y reducen el tamano de infarto [365], [366]. Ademas de estas citocinas,
el tratamiento con EVs redujo los niveles de expresion génica en la zona de infarto de
iNos y Cd274, dos marcadores de macrofagos M1, siendo la reduccion iNos bastante
mas marcada en el grupo de EVs. Otro de las citocinas proinflamatorias que se evalué
a nivel de expresion génica fue Cxcl10 que, a diferencia de las anteriores estaba
ligeramente aumentada en el grupo de animales tratados con EVs. El papel de la
citocina CXCL10 en el IAM es complejo y no solo se ha relacionado con un mayor
reclutamiento de células inmunitarias durante los primeros dias tras el infarto, sino que
también se ha observado que puede presentar efectos angiostaticos y antifibréticos
afectando a las células endoteliales y a los fibroblastos respectivamente [367], [368].
Este efecto angiostatico y antifibrético podria estar dirigido a frenar la
neovascularizacion y la fibrosis prematura antes de que se hayan eliminado todos los
restos celulares apoptéticos de la zona danada. La razén por la que esta aumentada la
expresion génica de Cxcl10 y, como se tratara posteriormente, su expresion proteica
también, no esta clara, pero concuerda con los resultados que se han obtenido en el
modelo in vivo en cuanto a angiogénesis tras el tratamiento con EVs. Una posible
hipotesis, es que el aumento que estan induciendo las EVs en la expresion de CXCL10
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podria estar induciendo una parada de la angiogénesis en la zona de infarto en este
modelo. Algunos modelos knockout de CXCL10 en raton demostraron que la ausencia
de esta citocina induce un mayor infiltrado inflamatorio, peor remodelado cardiaco y
mayor extension de la cicatriz, lo que indica que la presencia de esta citocina es esencial
para obtener mejores resultados clinicos tras el IAM. La senalizacion de CXCL10 se
produce a través del receptor CCR3, cuya expresion se ha visto que varia entre especies
murinas y el humano, por lo que estos resultados que se observan en el modelo de IAM
de este trabajo respecto a la expresion de CXCL10 puede que no sean trasladables al
humano.

Por otro lado, se comprobd que el tratamiento con las EVs aumentaba la expresion
génica de marcadores de macréfagos M2 como Msr1 o Cx3cr1 (este ultimo de forma
significativa), aunque no variaba la expresion de otras citocinas como //10 o Ccl17. Se
evaluo también la expresion génica de Alox12, una enzima que se encarga de sintetizar
mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs). En los macréfagos, ALOX12 participa en
la sintesis de maresinas, una familia de SPMs que se ha relacionado con la polarizacion
de macréfagos hacia un fenotipo pro-resolutivo [369] y que, en general contribuyen a la
transicion hacia la resolucion de la inflamacién actuando sobre diferentes tipos celulares.
La contribucién de los SPMs en el ambito de la resolucién de la inflamacién en el IAM
es algo que esta siendo investigado actualmente y que estad mostrando resultados
prometedores [370], [371].

Ademas de estudiar la expresidn génica, se determiné también a nivel de expresion
proteica que las EVs reducian los marcadores de macréfagos M1 iNOS y CCR2, pero
no alteraban significativamente la expresién de los marcadores de M2. Esto se
comprobé de forma mas especifica mediante inmunofluorescencia analizando el
infiltrado de macrofagos M1y M2 en la zona de infarto tanto a los 7 como a los 21 dias
tras el IAM. El tratamiento con las EVs promueve una menor presencia de macréfagos
M1 a los 7 dias tras el infarto en comparacion con el grupo control. Esta reduccion se
pudo comprobar a través de diferentes marcadores de M1. Sin embargo, a 7 dias las
EVs no producen cambios en la poblacion de M2 presente en la zona isquémica
respecto al grupo control. El estudio de los macréfagos a 21 dias mostré los mismos
resultados, una menor presencia de M1 en la zona de infarto y cantidades similares de
M2 entre el grupo control y el tratado con EVs. En el estudio realizado por Sun, L. et al.
con EVs derivadas de MSC de corddn umbilical, también se observd una caida en el
infiltrado de macréfagos M1, aunque en este caso se realizo el estudio a tres dias
después del IAM. En ese trabajo también observaron un aumento en el numero de
macrofagos M2 infiltrados, pero solo con el tratamiento de EVs obtenidas a partir de
cultivos 3D de MSC; cuando se realizaba el tratamiento con EVs obtenidas a partir de
cultivos 2D de las células no habia un aumento de los macréfagos M2 [362], que es lo
mismo que se ha visto en nuestro trabajo. En definitiva, en el modelo in vivo las EVs
estan ejerciendo algun efecto inmunomodulador que contribuye a que haya un menor
numero de macrofagos M1. La causa de esto no se ha esclarecido en este trabajo, pero
podria deberse a que las EVs disminuyen el reclutamiento sucesivo de monocitos en la
zona infartada o impiden su diferenciacién hacia macréfagos proinflamatorios. Lo mas
probable es que se trate de una accién coordinada a través del efecto que tienen las
EVs sobre las diferentes poblaciones celulares. No obstante, seria muy interesante
poder profundizar en los mecanismos por los que las EVs reducen la presencia de los
macrofagos M1, pero no afectan a los macrofagos M2 a ese tiempo. También seria
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interesante estudiar a diferentes dias como van cambiando las poblaciones de
macrofagos M1y M2 en la zona de infarto, para comprobar en qué momento se produce
la transicién y aumentan los macréfagos pro-resolutivos.

Existe un estudio publicado en el que se investiga a fondo las poblaciones de
macrofagos en el IAM tras el tratamiento con EVs de MSC pretratadas con atorvastatina
[363]. En este estudio se observa que el tratamiento con EVs de MSC de médula 6sea
de ratén promueven mejoras terapéuticas tras el 1AM, reduciendo la poblacién de
macrofagos M1 y aumentando la de macréfagos M2 mediante la accion del miRNA-139-
3p. Ademas de este estudio con EVs, se ha investigado las variaciones de macréfagos
en el IAM tras el tratamiento con otros agentes terapéuticos diferentes a las EVs [372],
[373], incluso con MSC [374]. Todos estos estudios han demostrado que hay una clara
relacion entre el menor numero de macréfagos inflamatorios y resultados clinicos
mejores. En nuestro caso, aunque todavia falta elucidar los mecanismos por los que
ocurre, la disminucion de los macréfagos M1 en la zona del infarto inducida por las EVs
podria estar favoreciendo la menor caida de la funcion cardiaca y la menor extension
de la zona de infarto.

Al igual que se habia evaluado a nivel proteico los marcadores de macréfagos, se
quiso estudiar el ambiente inflamatorio en general evaluando la expresién proteica de
diferentes citocinas. Este experimento nos aportd resultados contradictorios. Por un
lado, el tratamiento con EVs inducia un aumento de IL-10, una citocina antiinflamatoria
secretada por macréfagos M2 y neutréfilos N2, ademas de por otros tipos celulares, que
favorece la resolucion de la inflamacion y la reparacion de la zona infartada. Sin
embargo, también habia un incremento en la expresion de varias citocinas
proinflamatorias (GM-CSF, CCL3, CCL20, CXCL10). CXCL10, como he comentado
previamente, puede estar ejerciendo un efecto angiostatico y antifibrotico. GM-CSF
también es una citocina secretada por diferentes tipos celulares, fundamentalmente por
los fibroblastos cardiacos. El papel de esta citocina en el IAM es complejo. Por un lado,
se ha observado que GM-CSF es capaz de interaccionar directamente con las células
endoteliales promoviendo la activacion de la angiogénesis, probablemente a través de
estimular la produccion de compuestos angiogénicos como VEGF [375]. Ademas, se ha
visto que GM-CSF promueve el infitrado de monocitos y neutréfilos en la zona
isquémica [376] y que es capaz de mejorar el flujo colateral en pacientes con
enfermedad arterial coronaria [377]. Un estudio en pacientes con IAM demostré que la
administracion de esta citocina es capaz de inducir mejoras en la funcién ventricular tras
12 meses de administracion [378]. Por lo tanto, el aumento de GM-CSF puede inducir
tanto efectos beneficiosos como perjudiciales, dependiendo de cuanto exacerbe la
respuesta inflamatoria. En conjunto, el hecho de que haya un aumento de citocinas
inflamatorias nos podria estar indicando que en el grupo tratado con EVs hay un efecto
pleiotrépico que no solo contribuye a aumentar la resolucion de la inflamacién a través
del aumento de IL-10 o de la reducciéon en el numero de macrofagos M1, sino que
también hay un aumento del entorno inflamatorio. Los mecanismos por los cuales estas
citocinas proinflamatorias estan actuando no estan claros en este trabajo y se
necesitaria profundizar mucho mas a nivel molecular para poder esclarecerlo. Sin
embargo, a nivel funcional, los cambios que se estan produciendo tras el tratamiento de
las EVs estan induciendo mejoras en la funcionalidad cardiaca y el tamafio de infarto,
por lo que finalmente, el efecto general de las EVs es beneficioso.
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Discusion

Para tener una visibn mas general de lo que estaba ocurriendo en el modelo in vivo
se determind también la infiltracion de los neutréfilos tras el tratamiento con EVs. Se
comprobé que el tratamiento con EVs tendia a reducir el infiltrado de neutrdéfilos a 7 dias
tras el infarto y que conseguia disminuir los niveles de MPO en la zona infartada. La
reduccion en los niveles de MPO respecto al grupo control se relaciona con un menor
dafio sobre las células adyacentes. La liberacion de MPO induce a su vez la liberacién
de ROS que generan dafos en los cardiomiocitos, células endoteliales y fibroblastos,
favoreciendo el aumento de la zona de infarto [78]. Por lo tanto, el hecho de que las EVs
reduzcan la liberacidn de esta enzima a 7 dias tras el infarto puede ser una de las causas
por las que en este trabajo se ha visto que las EVs reducen el tamafio de la zona de
infarto.

Por ultimo, el estudio de la formaciéon de nuevos vasos sanguineos en la zona de
infarto tanto a los 7 como a los 21 dias no mostré diferencias entre los grupos tratados
y sin tratar. Una de las caracteristicas de las EVs de MSC ya descritas es su capacidad
de inducir angiogeénesis, sin embargo, se ha descrito también que esta capacidad varia
mucho en funcién de la fuente tisular de las MSC, siendo las de tejido adiposo las que
mayor capacidad angiogénica presentan. Es posible que las EVs derivadas de DP-MSC
no tengan un perfil tan angiogénico y sean mas inmunomoduladoras, por eso no se
aprecia una mayor formacion de vasos cuando se administran estas EVs. También es
cierto, que muchos estudios en los que se expone el potencial angiogénico de las EVs
de MSC se basan en el empleo de MSC modificadas genéticamente o condicionadas,
de forma que potencian ese aspecto terapéutico. Esto ocurre con MSC sometidas a
procesos hipoxicos o MSC modificadas para sobreexpresa HIF-1a, que se ha visto que
aumenta su potencial angiogénico. En definitiva, el empleo de EVs de DP-MSC
mejoradas genéticamente puede incrementar la capacidad angiogénica de este
producto.

En general, en este trabajo se ha podido comprobar que las EVs derivadas de
distintas biopsias de DP-MSC presentan capacidad inmunomoduladora, tanto in vitro
como in vivo, afectando fundamentalmente a los macréfagos. Este efecto
inmunomodulador induce, a su vez, mejoras en la funcién cardiaca y la extensién del
infarto en ratas sometidas a un IAM. Con lo cual, teniendo en cuenta todos los
resultados, parece que las EVs de DP-MSC pueden ser potenciales agentes
terapéuticos en el tratamiento de la inflamacién que se genera en el IAM, favoreciendo
resultados clinicos beneficiosos. No obstante, hasta llegar a ese punto, es necesario
investigar en mayor profundidad el efecto de las EVs a lo largo de diferentes dias tras
el IAM, asi como investigar los mecanismos moleculares por los cuales las EVs estan
favoreciendo la resolucion de la inflamacion en el IAM.
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Conclusiones

El aislamiento de las EVs de MSC mediante TFF-SEC aumenta significativamente
el rendimiento de la extraccion y permite la obtencion de un producto de EVs mas
limpio y concentrado.

Las EVs obtenidas a partir de MSC inmortalizadas con hTERT contienen RNAm del
producto de inmortalizacion, pero este no es detectable a nivel proteico.

Las EVs obtenidas a partir de biopsias diferentes de DP-MSC presentan las mismas
caracteristicas en cuanto a tamafio, morfologia y presencia de marcadores.

Las EVs de diferentes biopsias de DP-MSC no presentan exactamente el mismo
cargo proteico, pero los procesos bioldgicos en los que estan implicados las
proteinas son los mismos en todos los tipos de EVs. No existen diferencias
significativas a nivel lipidico entre las EVs obtenidas de diferentes biopsias de DP-
MSC. Y el contenido en miRNAs es similar en las EVs de las diferentes biopsias de
DP-MSC. Los procesos bioldgicos en los que estan implicados los miRNAs y las
proteinas presentes en las EVs se relacionan con la inmunomodulacién de
diferentes células del sistema inmune.

Las EVs de DP-MSC, independientemente de la biopsia, son capaces de polarizar
los macréfagos M1 hacia un fenotipo M2-like in vitro, aumentando los marcadores
de macrofagos M2 y aumentando a nivel funcional la capacidad de eferocitosis.
Ademas, las EVs de DP-MSC promueven el aumento en la expresion génica de
receptores relacionados con la activacion de neutrofilos y reducen el estrés oxidativo
de neutrofilos activados in vitro. Las EVs reducen también la proliferacion de
linfocitos T activados.

En un modelo in vivo de IAM en rata, las EVs de DP-MSC amortiguan la caida de la
funcion cardiaca y reducen la extension de la zona de infarto a 7 y 21 dias.

El efecto inmunomodulador de las EVs reduce la presencia de macréfagos M1 en la
zona de infarto, sin alterar el nuUmero de macrofagos M2 a 7 y 21 dias tras el IAM.
Las EVs también tienden a reducir el infiltrado de neutréfilos y disminuyen la
secrecion de MPO por parte de estas células. Las EVs de DP-MSC no afectan en
estas condiciones experimentales a la angiogénesis en la zona de infartonia 7 ni a
21 dias tras el IAM.
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