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Resumen

Resumen

La cardiopatia isquémica, caracterizada por la falta de suministro adecuado de
oxigeno al tejido cardiaco, es una afeccién grave que puede desencadenar un infarto
agudo de miocardio y contribuir al desarrollo de la insuficiencia cardiaca (IC). A pesar de
las terapias actuales, la IC sigue siendo una enfermedad con alta morbilidad vy
mortalidad, lo que destaca la necesidad de estrategias terapéuticas mas efectivas. En
este contexto, las células madre mesenquimales (MSCs) y, en especial sus vesiculas
extracelulares (EVs), han surgido como opciones prometedoras por sus propiedades
regenerativas, pro-angiogénicas e inmunomoduladoras. Sin embargo, el reto actual se
centra en mejorar la eficacia terapéutica de las EVs, ya sea mejorando su
biodisponibilidad en el tejido cardiaco o potenciando sus capacidades intrinsecas, con el
fin de hacer viable una terapia basada en las mismas.

En este trabajo, nos hemos centrado en la mejora de las EVs mediante la modificacién
genética de las MSCs. Hemos seguido dos enfoques: la carga de oncostatina M (OSM)
en la superficie de las EVs y la sobreexpresion inducible del dominio intracelular de
Notchl (N1ICD) junto con el factor inducible por hipoxia 1-alfa (HIF1A) en MSCs para
enriquecer las EVs con factores terapéuticos, con la expectativa de mejorar su eficacia
en el contexto de la isquemia cardiaca.

Los resultados obtenidos muestran que las EVs cargadas con OSM poseen
propiedades antifibroticas superiores a las EVs nativas, ademas de reducir el dafio
cardiaco provocado por la infusion de isoproterenol in vivo. Por otro lado, la
sobreexpresién de N1ICD y HIF1A actia a modo de precondicionamiento genético
favoreciendo la carga de diferentes moléculas terapéuticas en las EVs. Estas EVs han
demostrado ejercer efectos beneficiosos in vitro como la reduccién de la fibrosis, la
proteccion de los cardiomiocitos y reducciéon de la hipertrofia, la disminucién de
especies reactivas de oxigeno, y el aumento de la angiogénesis. En el estudio in vivo
estas EVs redujeron el daiio provocado por la infusion de isoproterenol.

En conclusién, hemos generado dos tipos de EVs con un potencial terapéutico
superior a las EVs nativas en el contexto de la patologia cardiaca. Este trabajo abre la
puerta al disefo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en EVs, abordando de
manera integral los diversos aspectos de la enfermedad cardiaca.
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Resumen

Summary

Ischemic heart disease, characterized by a lack of adequate oxygen delivery to the
heart tissue, is a serious condition that can trigger acute myocardial infarction and
contribute to the development of heart failure (HF). Despite current therapies, HF
remains a disease with high morbidity and mortality, highlighting the need for more
effective therapeutic strategies. In this context, mesenchymal stem cells (MSCs) and,
especially their extracellular vesicles (EVs), have emerged as promising options due to
their regenerative, pro-angiogenic and immunomodulatory properties. However, the
current challenge focuses on improving the therapeutic efficacy of EVs, either by
improving their bioavailability in cardiac tissue or by enhancing their intrinsic
capabilities, in order to make a therapy based on them viable.

In this work, we have focused on the improvement of EVs through genetic
modification of MSCs. We have followed two approaches: loading of oncostatin M
(OSM) on the surface of EVs and inducible overexpression of Notchl intracellular
domain (N1ICD) together with hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF1A) in MSCs to
enrich EVs with therapeutic factors, with the expectation of improving its effectiveness
in the context of cardiac ischemia.

The results obtained show that OSM-loaded EVs have superior antifibrotic properties
than native EVs, in addition to reducing cardiac damage caused by isoproterenol infusion
in vivo. On the other hand, the overexpression of N1ICD and HIF1A acts as genetic
preconditioning, favouring the loading of different therapeutic molecules in EVs. These
EVs have been shown to exert beneficial effects in vitro such as reducing fibrosis,
protecting cardiomyocytes and reducing hypertrophy, decreasing reactive oxygen
species, and increasing angiogenesis. In the in vivo study, these EVs reduced the
isoproterenol-induced myocardial damage.

In conclusion, we have generated two types of EVs with a therapeutic potential
superior to native EVs in the context of cardiac pathology. This work opens the door to
the design of new therapeutic strategies based on EVs, comprehensively addressing the
various aspects of heart disease.



Resumen

Resum

La cardiopatia isquémica, caracteritzada per la falta de subministrament adequat
d'oxigen al teixit cardiac, és una afeccié greu que pot desencadenar un infart agut de
miocardi i contribuir al desenvolupament de la insuficiencia cardiaca (IC). Malgrat les
terapies actuals, la IC continua sent una malaltia amb alta morbiditat i mortalitat, la qual
cosa destaca la necessitat d'estrategies terapeutiques més efectives. En este context,
les cél-lules mare mesenquimals (MSCs) i, especialment les seues vesicules
extracelul-lars (EVs), han sorgit com a opcions prometedores per les seues propietats
regeneratives, pro-angiogeniques i inmunomoduladores. No obstant aixo, el repte
actual se centra en millorar I'eficacia terapeutica de les EVs, ja siga millorant la seua
biodisponibilitat en el teixit cardiac o potenciant les seues capacitats intrinseques, amb
la finalitat de fer viable una terapia basada en estes.

En este treball, ens hem centrat en la millora de les EVs mitjancant la modificacid
genética de les MSCs. Hem seguit dos enfocaments: |la carrega d’oncostatina M (OSM)
en la superficie de les EVs i la sobreexpressio induible del dominiintracel-lular de Notch1
(N1ICD) juntament amb el factor induible per hipoxia 1-alfa (HIF1A) en MSCs per a
enriquir les EVs amb factors terapeutics, amb I'expectativa de millorar la seua eficacia
en el context de la isquémia cardiaca.

Els resultats obtinguts mostren que les EVs carregades amb OSM posseeixen
propietats antifibrotiques superiors a les EVs natives, a més de reduir el dany cardiac
provocat per la infusié d’isoproterenol in vivo. D'altra banda, la sobreexpressié de N1ICD
i HIF1A actua a mode de precondicionament genétic afavorint la carrega de diferents
molécules terapeutiques en les EVs. Estes EVs han demostrat exercir efectes
beneficiosos in vitro com la reduccié de la fibrosi, la proteccié dels cardiomiocits i
reduccid de la hipertrofia, la disminucié d'espécies reactives d'oxigen, i I'augment de
I’angiogenesis. En l'estudi in vivo estes EVs van reduir el dany provocat per la infusié
d’isoproterenol.

En conclusié, hem generat dos tipus de EVs amb un potencial terapéutic superior a
les EVs nadiues en el context de la patologia cardiaca. Este treball obri la porta al disseny
de noves estratéegies terapeutiques basades en EVs, abordant de manera integral els
diversos aspectes de la malaltia cardiaca.
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Ligando de quimiocina con motivo C-X-C
4',6-diamidino-2-fenilindol

Patrones moleculares asociados al dafio
Diacetato de 2'-7'diclorofluorescina
Medio de Eagle modificado por Dulbecco
Célula endotelial

Enfermedades cerebrovasculares

Acido etilendiaminotetraacético

Factor de crecimiento epidérmico
Medio de estimulacién

Etanol

Vesiculas extracelulares

Proteina de activacién de fibroblastos
Fibroblasto

Suero fetal bovino
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PCR
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PFA
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rh
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Introduccién

1. El sistema cardiovascular humano

El corazén y toda la red de vasos sanguineos forman el sistema cardiovascular, que
es un sistema tubular cerrado. Este sistema es el responsable de intercambiar gases y
solutos entre el plasma sanguineo y el liquido intersticial para mantener la homeostasis.
El érgano principal de este sistema es el corazén, un musculo hueco de forma cdénica
gue se sitla en el centro de la cavidad tordcica y bombea sangre a través de las arterias
sanguineas mediante contracciones y relajaciones coordinadas y recurrentes. Este
organo esta recubierto por una membrana fibrosa denominada pericardio y estd
suspendido por uniones a los grandes vasos. Una pequefia cantidad de liquido dentro
de esta membrana lubrica la superficie del corazéon, permitiendo un movimiento sin
restricciones durante la contracciones y la relajaciones [1,2].

1.1. Anatomia basica del corazon

A nivel anatémico, el corazén esta dividido por una pared muscular (septo auricular
y ventricular) en una mitad izquierda y una mitad derecha. Estas, por su parte, presentan
dos cavidades cada una: la superior llamada auricula, y la inferior, llamada ventriculo.
De tal forma que en el corazén encontramos cuatro cavidades: la auricula izquierda, la
auricula derecha, el ventriculo izquierdo y el ventriculo derecho.

Vena cava __ Aorta
superior
Arteria
pulmonar
_ Venas
" pulmonares
Valvula
adrtica Auricula
izquierda
Auricula
derecha Valvula
pulmonar
Valvula
tricuspide
Valvula
Vena cava mitral
inferior
Ventriculo
Ventriculo izquierdo
derecho

Figura 1. Anatomia cardiaca.
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La valvula tricuspide, llamada asi por estar formada por tres segmentos o membranas
con forma de triangulo, estd situada entre la auricula y el ventriculo derechos. Por el
contrario, la valvula bicuspide o mitral, compuesta por dos membranas que se asemejan
anatdmicamente, estd situada entre la auricula y el ventriculo izquierdos. La valvula
adrtica (situada en el ventriculo izquierdo) y la valvula pulmonar (situada en el ventriculo
derecho) reciben sus nombres de las dos arterias principales que salen de los dos
ventriculos (Figura 1). La circulacidn sistémica es el flujo de sangre desde el ventriculo
izquierdo, a través del cuerpo, hasta el lado derecho del corazén, mientras que la
circulacidon pulmonar es el flujo de sangre desde el ventriculo derecho, a través de los
pulmones, hasta el lado izquierdo del corazén [1,2].

A nivel histolégico, el corazén estd compuesto por tres capas: endocardio, miocardio
y pericardio. El endocardio es la parte interna y en consecuencia estd en contacto con
las cavidades cardiacas. Estd compuesto por endotelio y tejido conectivo. La capa
intermedia y mds gruesa es el miocardio, que estd compuesto por musculo cardiaco
estriado (principalmente células contractiles llamadas cardiomiocitos (CM)), matriz
extracelular (ECM), que es una red arquitecténica compleja que consta de proteinas
estructurales y no estructurales, creando fuerza y plasticidad, y capilares sanguineos. La
capa externa es el pericardio, que se divide en pericardio visceral (también llamado
epicardio), espacio pericardico, pericardio parietal y pericardio fibroso, y esta
compuesto principalmente por tejido conectivo, incluidas fibras elasticas y tejido
adiposo. El pericardio forma una membrana que cubre y sostiene el corazén, evitando
ademas el roce de este con otras estructuras o la distensién ventricular durante el latido
cardiaco [3].

1.2. Composicion celular del corazon

El corazén adulto estd compuesto por varios tipos celulares cada uno de ellos con
unas funciones especificas para permitir la contraccién y relajacidén continuas a través
de diferentes presiones, tensiones y estimulos biofisicos en cada cdmara [4]. Entre ellos,
los que ocupan un mayor volumen son los CM, seguidos de las células endoteliales (EC)
y los fibroblastos (Fb) cardiacos [5] (Figura 2). Los CM son células de gran tamaiio que
presentan una abundante cantidad de miofibrillas dispuestas en sarcémeros,
posibilitando asi su contraccion individual y espontdnea [6]. Debido a su actividad
ininterrumpida, los CM necesitan un aporte energético constante. Por este motivo, son
células con un metabolismo fundamentalmente aerdbio que presentan un elevado
numero de mitocondrias [7]. La a-actina sarcomérica y la conexina 43 son proteinas
caracteristicas de estas células [8]. Asimismo, gran parte de los CM presenta mas de un
nucleo en el corazén adulto, hecho que se ha relacionado con la pérdida de su capacidad
proliferativa [9]. Aunque los CM representan el 30-40% de las células presentes en el
corazdn, debido a su gran tamafio (=20-25 veces mayor que el de las EC y Fb), ocupan
alrededor del 70-85% del volumen del mismo, por tanto, se pueden considerar el
principal tipo celular de corazén [5] (Figura 2). Sin embargo, para la correcta actividad
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del musculo cardiaco también se requieren otros tipos celulares que actian junto a los
CM de manera conjunta; las células no miociticas.

Dentro de las células no miociticas encontramos EC, Fb, células del musculo liso y
pericitos, células del sistema inmune, células nerviosas y poblaciones de progenitores
propios del corazén (Figura 2). Como hemos mencionado, el corazén es un érgano que
trabaja de forma continua e ininterrumpida, hecho que lo sitia como el segundo érgano
del cuerpo (después del cerebro) que mds glucosa consume por término medio [10]. Por
ello, se requiere una amplia red vascular que garantice un suministro constante de
nutrientes y oxigeno para su adecuado funcionamiento. En este sentido, las EC, el tipo
de célula mas prevalente del corazén, representan entre el 40 y el 55% de todas las
células cardiacas [5] (Figura 2). Las EC se caracterizan por la expresion de proteinas como
CD31 o CDH5 [11]. Una parte de esta vasculatura coronaria estd unida a células
musculares lisas y pericitos formando arterias. Las EC se encuentran en constante
renovacion y permiten el crecimiento y funcionamiento adecuados de la vasculatura
cardiaca, de la cual depende en gran medida la respuesta a una lesion cardiaca [12].

Los fibroblastos son los componentes primarios del tejido conjuntivo y se encargan
de producir la mayor parte de la ECM del corazén, ayudando a mantener la estructura
cardiaca y permitiendo la transmision de sefiales intercelulares. Constituyen alrededor
del 15% de las células del corazén [5] y estdn formados por una diversa gama de células
gue tienen la capacidad de producir proteinas como FSP1, PDGFRA y CD90 [13]. Ademas,
dada su capacidad de activarse y dar lugar a miofibroblastos, son esenciales para la
respuesta temprana a la lesidn cardiaca [14].

Cardiomiocitos

Cel. inmunes

Cel. de progenitores
miusculo liso
Células Fibroblastos /
endoteliales
........................................... ”’
40-50% 10-15% | 5% | 5% 2%
30% Miocitos 70% Células no-miociticas

Nimero de células

Figura 2. Principales tipos celulares que componen el corazén.

Aunque en menor cantidad, en el corazén también encontramos células nerviosas y
células inmunes. Las células nerviosas se agrupan formando fibras nerviosas, tanto

Cel. nerviosas y
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simpaticas como parasimpaticas, las cuales, a través de impulsos nerviosos, regulan la
frecuencia e intensidad de las contracciones cardiacas en respuesta a diversas
situaciones fisioldgicas, como el reposo, el ejercicio, la temperatura, asi como frente a
estimulos potencialmente perjudiciales, como el estrés y el miedo [15]. Ademas, se ha
demostrado que estas fibras nerviosas intervienen en el proceso de regeneracion
cardiaco, aportando diferentes factores de crecimiento y coordinando la respuesta
inmune [16]. En el corazdn residen también diferentes tipos celulares pertenecientes al
sistema inmunitario, entre los que destacan los linfocitos B y los macréfagos, los cuales
desempeiian un papel crucial en la coordinacién de la respuesta frente al dafio cardiaco
[17]. Por ultimo, se encuentran las denominadas células progenitoras cardiacas (CPCs),
gue constituyen poblaciones multipotentes residentes involucradas en la homeostasis
cardiaca y en los procesos de reparacién del corazén. Sin embargo, la gran diversidad de
marcadores potenciales ha dificultado la identificacion inequivoca y la definicidn
molecular precisa de estas CPCs [18].

1.3. Fisiologia del corazon

El corazén se contrae ritmicamente con una frecuencia media de 70 latidos por
minuto. Cada ciclo cardiaco, formado por dos periodos, se inicia con una ola de
contraccion, también llamada periodo de actividad, a la que le sigue un periodo de
descanso. Se pueden diferenciar tres fases en cada ciclo cardiaco: la sistole auricular,
que es la contraccién simultdnea y breve de ambas auriculas; la sistole ventricular, que
es la contraccién simultdneay prolongada de ambos ventriculos; y un periodo de reposo,
gue es la relajacion completa del corazdn. Las valvulas mitral y tricispide se cierran
durante la contraccidon ventricular para impedir que la sangre retroceda hacia las
auriculas. La sangre sale de los ventriculos cuando la presidn en su interior aumenta por
encima de la presidn en el interior de la arteria pulmonar y la aorta, dando lugar a la
apertura de las valvulas que cubren estos vasos sanguineos. Una vez finalizada la sistole
ventricular, la presidn sanguinea en estas arterias sella las valvulas para impedir que la
sangre retorne hacia los ventriculos [2].

El corazén estd irrigado por una amplia red vascular llamada circulacién coronaria
debido a la distribucidn de los vasos alrededor del érgano, formando una especie de
corona invertida. Las arterias coronarias izquierda y derecha, que toman su nombre de
los senos adrticos izquierdo y derecho, respectivamente, son las principales arterias que
componen esta red. Estas dos arterias tienen un diametro de unos 3-4 mm en el corazén
adulto. La ramificacion de la arteria coronaria izquierda da lugar a la arteria descendente
anterior izquierda y a la arteria circunfleja, mientras que la arteria coronaria derecha
emite la arteria descendente posterior. Debido a la densidad de tejido muscular
cardiaco, estas arterias se ramifican hasta llegar a una densidad de unos 3.000
capilares/mm?, asegurando asi una correcta irrigaciéon. En términos de volumen, el
corazén recibe un mililitro de sangre por minuto y gramo de tejido en reposo, es decir,
entre 200 y 250 mililitros por minuto. Esto equivale al 4% del gasto cardiaco, cuyo valor
en reposo es de 5 litros [19].
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Para lograr un bombeo eficaz, millones de células cardiacas individuales deben
contraerse coordinadamente y con precision. El principal mecanismo para lograr esta
coordinacion es la conduccion de potenciales de accidn desde las células vecinas a través
de las uniones gap, que unen todas las células cardiacas en un sincitio funcional.
Ademas, algunas regiones cardiacas tienen células musculares especialmente disefiadas
para regular la via de conduccidn, la frecuencia de la excitacién cardiacay el ritmo al que
se propagan los impulsos por el corazoén. Las fibras de Purkinje, el haz de His, el nédulo
auriculoventricular y el ndédulo sinoauricular son los componentes clave de este
particular sistema de excitacién y conduccion [2].

Cuando un determinado CM es alcanzado por un potencial de accién, se produce la
activacién de los canales de Ca?* del reticulo sarcoplasmico debido a la despolarizacién
de la membrana plasmatica. El aumento de la concentracién citosdlica de este ion
desencadena la contracciéon de las miofibrillas. En milisegundos, esta sefal viaja a cada
sarcomero, la unidad funcional del musculo, haciendo que cada sarcémero de la célula
afectada se contraiga simultdneamente. Los sarcdmeros estdn compuestos por
filamentos finos y gruesos, y se agrupan en paralelo solapdndose parcialmente. Los
filamentos finos estdan formados por actina, miosina y tropomiosina, y estan unidos a los
discos Z en ambos extremos del sarcomero. En el centro del sarcdmero, los filamentos
finos se solapan con los filamentos gruesos, que se componen por determinadas
isoformas de miosina [20].

2. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de mortalidad y
morbilidad a nivel mundial. Se estima que mas de 17 millones de personas mueren cada
afo por este grupo de enfermedades, lo cual representa alrededor del 32% de las
muertes que se registran en el mundo[21]. Las ECV son un grupo de enfermedades de
los vasos sanguineos y el corazén que incluye las enfermedades coronarias (CAD), los
accidentes cerebrovasculares, las enfermedades vasculares periféricas, las cardiopatias
reumaticas, las cardiopatias congénitas y las valvulopatias, entre otras [21]. Hasta el 85%
de todas las muertes por ECV se deben a enfermedades coronarias y accidentes
cerebrovasculares, y la supervivencia a los 5 afos tras el diagndstico de la insuficiencia
cardiaca (IC) se situa alrededor del 50%, a pesar de los grandes avances realizados en el
campo de la investigacion cardiovascular [22,23]. Los factores de riesgo de las ECV
comprenden factores conductuales, entre los que se incluyen el tabaquismo, una dieta
poco saludable, el consumo excesivo de alcohol y la ausencia de actividad fisica; y
factores fisiolégicos, como la hipertensién, la diabetes y la obesidad [24]. En
consecuencia, la prevencidon de parte de estas enfermedades se podria conseguir
controlando los principales factores de riesgo a través de cambios en el estilo de vida y
de tratamiento farmacoldgico en casos necesarios.

La CAD es la causa mas prevalente y con mayor tasa de mortalidad dentro de las ECV.
Comprender su fisiopatologia desde el inicio de la misma hasta el punto de desarrollar
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una IC resulta imprescindible a la hora idear nuevas estrategias terapéuticas y mejorar
la calidad de vida de los pacientes.

2.1 Fisiopatologia de la enfermedad coronaria

La CAD, también llamada cardiopatia isquémica, es una condicién en la que hay un
suministro inadecuado de sangre y oxigeno al miocardio debido a la oclusién, total
(infarto de miocardio) o parcial (angina de pecho), de las arterias coronarias [25,26].

Atendiendo a la etiologia y la patogénesis de la oclusién de la arteria coronaria, el
infarto agudo de miocardio (IAM) puede clasificarse en 5 tipos [25-27]:

e |AM de tipo 1: Se produce una oclusidon por la erosién de una placa de
ateroma o por su rotura y desprendimiento, dando lugar a una oclusion total
(con elevacion del segmento ST; STEMI) o parcial (sin elevacion del segmento
ST; NSTEMI) (Figura 3).

o |IAM de tipo 2: Se trata de un desequilibrio entre la demanda y el aporte de
oxigeno en el musculo cardiaco que puede producirse por un vasoespasmo,
por la presencia de una placa de ateroma o por si solo, sin ningun tipo de
obstruccion, pero que presenta una clinica de IAM, produciendo una zona de
isquemia. Factores como la taquicardia, el estrés o la hipoxia favorecen este
tipo de infartos (Figura 3).

e |AM de tipo 3: Se clasifica como IAM de tipo 3 aquellos casos en los que los
pacientes con sintomas compatibles isquemia miocardica mueren antes de
obtenerse muestras sanguineas para la determinacién de biomarcadores o
antes de que se haya producido un aumento detectable de estos.

e |AM de tipo 4: Se produce como resultado de una intervencién coronaria
percutanea o debido a la aparicidon de trombosis en un stent.

e |IAM de tipo 5: Se produce como consecuencia de la realizacidon de un baipas
coronario.

La deprivacion de oxigeno y nutrientes de una zona del corazén producida por un
IAM tiene como consecuencia la muerte celular de la region infartada. El grado de
extensidn de la muerte celular dependera del tiempo y la severidad de la oclusién de la
arteria afectada, y de la magnitud de flujo de las arterias colaterales [28—30]. Se ha
comprobado que los CM de mamiferos adultos conservan una cierta plasticidad celular,
incluyendo la capacidad de des-diferenciarse, proliferar y adquirir fenotipos propios de
células progenitoras. Sin embargo, su tasa de recambio (= 1-2% por afio) es muy limitada
en comparacion con la pérdida celular producida por IAM [31-33].
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Figura 3. Infarto de miocardio de tipo 1y 2. En el IM de tipo 1 la oclusion de la arteria coronaria
se produce por la rotura de una placa de ateroma y la posterior formacion de un trombo. El IM de
tipo 2 puede suceder de varias maneras: la oclusidn de la coronaria por un vasoespasmo o por una
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disfuncion endotelial, o que haya un desequilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno, ya sea
por la presencia de aterosclerosis o por si solo. Modificada de la Revista Espaiola de Cardiologia
[28].

Comunmente, cuando hablamos de IAM nos referimos a un evento coronario
trombdtico agudo que produce una oclusidon completa y persistente del flujo sanguineo.
Este tipo de IAM se identifica mediante un electrocardiograma de superficie por
producir la elevacion del segmento ST caracteristica de una obstruccién total en una
arteria coronaria [25-27]. Dicha obstruccidon se suele producir tras la ruptura de la
cubierta de una placa de fibroateroma. La exposicion al torrente coronario del factor
tisular presente en el interior de la placa inicia una cascada de adhesidn, activacion y
agregacion de las plaquetas, que dard como resultado la formacion de un trombo. El
crecimiento del trombo acabara ocluyendo la luz del vaso donde se encuentra o se
desprendera y acabard ocluyendo un vaso sanguineo de menor didmetro [29-32].

El dafio causado por el infarto se desarrolla en forma de frente de onda, empezando
en las capas subendocdardicas del drea infartada y progresando hacia las capas
subepicardicas hacia los bordes de la zona de riesgo mientras dura la oclusién [33,34].
Aunque la reperfusion, que es la apertura de la arteria ocluida, resulta crucial para evitar
la progresidon del daio, también inflige lesiones adicionales e irreversibles como el
aumento del tamafio del infarto y la disfuncién microvascular [35].
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Se pueden distinguir tres fases superpuestas después de un IAM: la fase inflamatoria,
la fase de proliferacién y la fase de cicatrizacién [36]:

e Fase inflamatoria: A pesar de los efectos cardioprotectores de algunas
citoquinas y quimioquinas secretadas tanto en el tejido infartado como en las
regiones circundantes no afectadas, la capacidad local de reparacion del
corazon es limitada y la muerte de los CM desencadena una respuesta
inflamatoria aguda. Esta inflamacidn inicial se modula a través de selectinas,
integrinas, moléculas de adhesion celular y ligandos enddgenos, también
llamados patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), atrayendo a las
células inmunitarias circulantes [37,38]. Las primeras células infiltradas en el
area dafiada son los neutrdfilos, que alcanzan su punto maximo = 24 h
después del IAM. Al llegar, los neutrdfilos liberan enzimas proteoliticas y
especies reactivas de oxigeno (ROS), dafiando directamente las células
circundantes [38,39]. Ademas, liberan factores quimiotacticos [40] e inducen
la acumulacién de monocitos, que alcanzan el pico a los = 3 dias tras la
reperfusion [41]. Estos monocitos se diferencian a macréfagos con un
fenotipo proinflamatorio o M1 y tienen funciones proteoliticas y fagociticas,
promoviendo la digestién del tejido dafiado y limpiandolo de restos celulares
necréticos [42].

Por tanto, se necesita una presencia breve y controlada de neutrdfilos para
iniciar la reaccion inflamatoria y allanar el camino a los monocitos. Sin
embargo, la explosién de mediadores inflamatorios conduce a un ciclo de
automantenimiento que provoca un aumento del dafio miocardico.
Precisamente, la reducciéon especifica de la infiltracidon de neutréfilos ha sido
ampliamente estudiada como método para limitar el tamafio del infarto [43—
45].

e Fase de proliferacion: La pared del corazén, limpia ya de CM muertos y
restos de matriz, se romperia inevitablemente bajo la alta presién y fuerza
mecanica a la que esta sometida de no haber nuevas estructuras de soporte
gue la refuercen. Por tanto, esta fase de proliferacién se caracteriza por la
resolucién de la inflamacidén y la proliferacion de Fb para iniciar la formacion
de una cicatriz rica en colageno que de soporte y mantenga la integridad del
miocardio, y tiene lugar entre los 4-7 dias posteriores al IAM.

Los neutréfilos que se habian infiltrado en la zona dafiada poco después de la
reperfusion entran en apoptosis y son fagocitados por los macréfagos, lo que
induce un cambio hacia un fenotipo pro-resolutivo o M2. Estos macrofagos
promueven la reparacién del tejido cardiaco a través de una mayor expresion
de factores antiinflamatorios, pro-fibréticos y angiogénicos, como la IL-10, el



Introduccion

factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) [46]. El reclutamiento e infiltracién de linfocitos T
reguladores en el area infartada también promueve la resolucién de la
inflamacién y limita el remodelado ventricular adverso [47,48] (Figura 4).

Por otro lado, los Fb intentan compensar la pérdida de CM produciendo
matriz extracelular y brindando soporte mecanico a las estructuras recién
formadas. Los Fb, tanto residentes como reclutados, se activan y se
diferencian en miofibroblastos bajo la estimulacion de TGF- [49] y CCL2 [50],
desarrollando caracteristicas morfoldgicas y contractiles similares a las células
de musculo liso [51,52]. Los miofibroblastos diferenciados entran en una fase
de proliferacién y de sintesis de proteinas de la matriz extracelular (ECM),
como coldgenos, proteoglicanos y glicoproteinas, iniciando asi la formacién
de la cicatriz [43,53] (Figura 4).

e Fase de cicatrizacion: En la fase de cicatrizacion, que comienza alrededor
de 2-3 semanas después del IAM, la cicatriz emergente sufre un proceso de
maduracion en el que las proteinas de la ECM se entrecruzan y las células
reparadoras, incluidos los miofibroblastos, se desactivan, entran en estado de
reposo y pueden sufrir apoptosis [54].

Por otra parte, la remodelacion tardia que se produce tras un IAM se
caracteriza por la aparicion de inflamacién y fibrosis intersticial en el
miocardio no infartado, fendmeno que se conoce como fibrosis reactiva [55].
Este escenario se produce, en parte, por la activacion de macréfagos y
fibroblastos en el miocardio remoto no infartado. Aunque los mecanismos
celulares responsables de esta activacién siguen siendo poco conocidos,
puede producirse como resultado del aumento de la tensién de la pared,
derivada de la pérdida de actividad contractil del area infartada [56,57]. Se ha
sugerido, también, que una resolucidon incompleta o alterada de la
inflamacién miocardica en las Ultimas fases de la reparacion puede conducir
a la amplificacién de la lesidn provocada por el IAM, y promover una
remodelacién adversa del ventriculo izquierdo [57]. Los estudios clinicos
demuestran que este tipo de remodelado es mas comun en pacientes con
grandes infartos, asi como en aquellos que presentan una mayor activacién
inflamatoria inicial [58,59]. Estos patrones de remodelado cardiaco pueden
conducir a la dilatacion del ventriculo izquierdo, la disfuncidn sistélica global
y la aparicion de IC [46,56] (Figura 4).
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A la luz de lo mencionado, los principales problemas tras un IAM son la pérdida
masiva de tejido contractil, que no se puede recuperar debido a la baja tasa de
regeneracion de los CM y que determinara el tamafio del infarto, asi como el prondstico
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del paciente, y la posterior proliferacion excesiva de miofibroblastos, originando un
corazon rigido, con una capacidad contrdctil disminuida y con una morfologia alterada.
Por ello, a continuacidn, revisaremos los mecanismos moleculares subyacentes a estos
eventos.

2.3. Mecanismos que conducen a la pérdida de CM: Dafio
por IR

La zona miocardica hipoperfundida durante el IAM debido al bloqueo de la arteria
coronaria, conocida como, area en riesgo (AAR), se vuelve rapidamente necrética si la
reperfusion no se reestablece rapidamente. Aun asi, el miocardio, después de la
reperfusidon, muestra bandas de contraccidn, cariolisis, anomalias en las mitocondrias y
alteracion de la membrana de los CM, junto con inflamacién, hemorragia intersticial y
dafnos en la microvasculatura [61]. Esta lesién, conocida como dafio por isquemia-
reperfusidn, es un proceso complejo que involucra varios factores relacionados entre si,
entre los que se incluye una disminucién en los niveles celulares de ATP, acumulacién
de iones de hidrégeno, sobrecarga de calcio y produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) [62]. Todos estos factores promueven colectivamente el dafio celulary la
posterior muerte de los CM.

Inicialmente, la isquemia provoca que la fosforilacién oxidativa mitocondrial se
detenga debido al aporte insuficiente de oxigeno, lo que lleva a una reduccién en la
produccién de ATP. Para compensar esto, los CM afectados realizan una glucdlisis
anaerdbica para producir ATP, lo que conduce a la acumulacién de protones y lactato,
provocando acidosis intracelular. La elevacién de los niveles de H* intracelular activa el
intercambiador Na*/H* de la membrana plasmatica, expulsando H* de la célula a cambio
de Na*, lo que lleva a un aumento del Na* intracelular. Ademas, la disminucién de la
actividad de la Na*/K*-ATPasa debido a la disminucion del pH y a la insuficiencia de ATP
también contribuye al aumento del Na* intracelular, lo que conduce a la activacién del
intercambiador de Na*/Ca?*, expulsando Na* al exterior y produciendo una acumulacion
de Ca?* intracelular [63] (Figura 5).

Tras la reperfusidn, la actividad respiratoria, el potencial mitocondrial y la sintesis de
ATP se restablecen, y el pH intracelular se restaura rapidamente a un nivel normal, lo
que provoca la activacién de una proteasa dependiente de Ca?*, la calpaina, que degrada
el citoesqueleto y el sarcolema [64]. La mayor disponibilidad de ATP tras la reperfusion
en presencia del elevado nivel de Ca?* intracelular, activa la captacion de Ca?* por el
reticulo sarcoplasmico (SR), superando el umbral de los canales de rianodina, que
liberan Ca?* al citosol. La repeticidn ciclica de este proceso conduce a oscilaciones de
Ca?* que provocan una hipercontraccion miofibrilar incontrolada y también promueven
la apertura del poro de transicidon de permeabilidad mitocondrial (mPTP) [63,65,66]. La
apertura de mPTP da como resultado la hinchazén de la matriz mitocondrial (debido a
la presidn coloidosmoética que existe entre el citosol y la matriz mitocondrial), lo que en
ultima instancia provoca la ruptura de la membrana externa mitocondrial y la liberacion
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del contenido del espacio intermembranoso mitocondrial, como el citocromo c, en el
citosol [67,68]. El citocromo ¢ es el encargado de desencadenar la muerte celular
programada mediante la activacion de la cascada de caspasas. Paralelamente, si un gran
numero de mitocondrias sufre la apertura del mPTP, la célula pierde la capacidad de
generar ATP, fuente energética necesaria para mantener la homeostasis idnica, que en
consecuencia se ve comprometida. Esto resulta en un aumento del volumen celular, la
ruptura de la membrana plasmatica y la muerte celular por necrosis [69] (Figura 5).

3 B
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Isquemia Reperfusion
H* 2Na*
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\ | J‘ J
Glucosa Al
ATP Contraccion de
M las miofibrillas Na* Ca?*  Calpaina
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Acidificacién del pH < pH fisiolégico
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Citoc. C— Apoptosis
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otras células

Figura 5. Mecanismos del dafio por isquemia/reperfusion en los CM. La falta de oxigeno durante
la isquemia detiene la fosforilacion oxidativa y fuerza la glucolisis anaerobia acidificando el medio
intracelular. Esto conduce a la activacién de los intercambiadores Na*/H* y Na*/Ca?*, produciendo
la acumulacion de Ca?* intracelular. Tras la reperfusién, se restablece el pH, activando proteasas
dependientes de calcio como la calpaina. Las oscilaciones de Ca%* que se producen, junto con el
aumento de las ROS, provoca la apertura del mPTP. La continua apertura del mPTP puede llevar a
apoptosis del CM por medio de la liberacién del citocromo c y la activacidon de la cascada de
caspasas, o a la necrosis del CM por medio de la rotura de la membrana plasmatica.

Por otra parte, el aumento de las oscilaciones de Ca?* también aumenta la actividad
de las xantina oxidasas, promoviendo la produccién de ROS, lo que exacerba aun mas el
dano al promover directamente la apertura del mPTP y, por lo tanto, contribuyendo a la
muerte celular o necrosis, como acabamos de comentar [67,68]. Los ROS son producidos
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principalmente por los diferentes tipos de células de la zona isquémica, incluidos los CM
afectados, las células endoteliales y los neutréfilos. La entrada de neutrdfilos a la zona
isquémica agrava aun mas el dafio celular al liberar mediadores inflamatorios, causando
obstruccion microvascular e inflamacién local y eventualmente sistémica [62] (Figura 5).

En conclusién, una variedad de vias actia conjuntamente durante el dafio por
isquemia-reperfusion, dando como resultado la apoptosis y necrosis de los CM de la
zona infartada. Como hemos comentado en el punto anterior, esta masa muscular
perdida sera reemplazada por Fb cardiacos, necesarios para mantener la integridad de
la pared miocardica afectada. Sin embargo, la sobreactivaciéon de los mismos puede
agravar aun mas la situacién.

2.4. Mecanismos y dinamica de activacion de los Fb
cardiacos

Los Fb son un tipo celular con una gran plasticidad fenotipica en respuesta a
estimulos, ya sean mediadores solubles, como citoquinas, o fisicos, como el estrés
mecanico [70]. Por ello, vamos a empezar definiendo el término Fb como aquel tipo
celular localizado en el tejido conectivo, que sintetiza coldgeno y otros componentes de
la ECM. Anteriormente, se pensaba que los Fb permanecian en un estado quiescente o
inactivo, y se activaban en respuesta a sefiales como el dafio o la inflamacidn. Sin
embargo, ahora sabemos que los Fb cumplen una papel activo en el mantenimiento de
la homeostasis en el miocardio sano, preservando la ECM y ayudando a los CM a
desempeiiar una correcta funcion contrdctil [71]. Por otra parte, esta activacion de los
Fb que acabamos de mencionar se define como la transicién fenotipica que sufre un Fb
de fenotipo homeostatico durante las fases de remodelado cardiaco tras un IAM [72].
Aunque la activacién de los Fb es un término amplio que puede utilizarse para referirse
genéricamente a cualquier aumento o cambio en la actividad de los Fb, se suele emplear
para hacer referencia al desarrollo del fenotipo miofibroblastico a partir del fenotipo
homeostatico. Los miofibroblastos son un tipo de Fb que se caracterizan por tener
capacidad contractil, gracias a la expresién de a-actina de musculo liso (a-SMA) [73], asi
como por un aumento de la producciéon y secrecion de proteinas de la ECM, como el
colageno l y lll, la fibronectina y la periostina [74].

Tras un IAM, los CM necréticos liberan DAMPs, provocando la activacion de células
residentes no miociticas y la infiltracién de leucocitos que liberan citocinas y quimiocinas
proinflamatorias. Los fibroblastos responden a estas sefiales ambientales, liberando
factores solubles como TNF-a, IL-6 o IL-1B, y contribuyendo asi a la senalizacion
proinflamatoria [75]. Durante el dia 1 post IAM, los patrones de expresion de los Fb
cardiacos muestran la adopcion de un fenotipo antiproliferativo y antimigratorio. Sin
embargo, esta situacion cambia a los 3 dias post-IAM, cuando los Fb se polarizan hacia
un fenotipo proliferativo, proangiogénico y antiinflamatorio. Esto se puede constatar
por una disminucién en la expresidén de proteinas pro-apoptoéticas, como la caspasa 3,
junto con el aumento de la expresidn de la proteina 4 asociada al citoesqueleto (Ckap4),
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marcador de proliferacién de fibroblastos [70]. Los Fb empiezan también a
sobreexpresar proteinas profibréticas. En este sentido, se ha identificado a la galectina-
3 como un activador de la via TGF-B1/a-SMA/Colageno | en Fb cardiacos durante esta
fase, lo que conduce a la acumulaciéon de ECM [76]. El TGF-B1 es un conocido factor de
crecimiento profibrético y una sefial paracrina clave para inducir la activacién de los
fibroblastos y el aumento de la sintesis de proteinas de la ECM [77]. EI TGF-B1y el VEGF,
liberados tanto por macrofagos como por Fb cardiacos, aumentan la secrecion del factor
de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) por los Fb. El incremento de CTGF potencia
el proceso de fibrosis y promueve la hipertrofia cardiaca, otra de las caracteristicas del
remodelado cardiaco [78]. La sefializacion del TGF-B1 también induce la expresion de a-
SMA vy la aparicién de fibras de estrés, marcadores distintivos de los miofibroblastos
[79]. Esta expresién de a-SMA va a ir aumentando paulatina y uniformemente hasta el
dia 7 post-IAM. En ese momento, una gran parte de los Fb presentes en la zona dafiada
son miofibroblastos. Estos miofibroblastos contindan produciendo componentes de la
ECM y contribuyendo a la formacidn de la cicatriz. Destacan la produccidn de coldgeno
| y Ill, fibronectina y periostina [70]. Ademads, también se observa un aumento de la
secrecion de trombospondina-1 (Thbs-1) lo que resulta un efecto antiangiogénico[70].

Una vez formada la cicatriz, algunos de estos miofibroblastos pueden eliminarse
mediante apoptosis. Se conocen varias vias que pueden desencadenar este proceso
apoptotico, en las que participan proteinas como Fas [80], TGF-B1 [81] y el receptor de
la angiotensina Il (Angll) de tipo | (AT1) [82]. La disminucion del estrés mecanico, debido
al soporte que brinda la cicatriz, también se ha identificado como un fuerte promotor
de la apoptosis en miofibroblastos. Por otra parte, también se ha observado la
desdiferenciacion de miofibroblastos a Fb a-SMA negativos, fendmeno que se ha
atribuido a la desensibilizacién de los miofibroblastos al TGF-B1 [14]. Sin embargo,
también hay miofibroblastos que pueden permanecer activos durante afios. La
sobreexpresiéon de Angll y TGF-B1 por parte de los CM en el borde de la zona infartada
puede llevar a la activacién de estas vias en regiones alejadas del area de infarto por
medio de la difusién a través del espacio intersticial. La activacién de la via de
sefializacion de la Angll y del TGF-B1 en zonas remotas al infarto, estimula la produccién
de coldgenos, fibronectina y proteoglicanos, dando lugar a fibrosis intersticial [83,84].
La activacion de estas vias también estimula la produccién de Angll y TGF-B1 por los
propios miofibroblastos, estableciendo asi un ciclo autocrino de diferenciacién vy
activacion miofibroblastica [85].

La fibrosis intersticial miocardica contribuye directamente al remodelado estructural
adverso en diversas enfermedades cardiovasculares. De hecho, la fibrosis que se
desarrolla en regiones remotas al infarto puede, con el tiempo, llegar a representar la
mayor parte del tejido conectivo presente en el miocardio [86]. Ademas de las
alteraciones producidas por la deposicidn intersticial de colagenos y otras proteinas de
la ECM en areas no lesionadas, la fibrosis de reemplazo (necesaria inicialmente para
mantener la morfologia e integridad ventricular tras una IAM), también puede contribuir
a provocar cambios geométricos y al deterioro funcional progresivo, hasta llevar a la
aparicion de IC [87].
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2.2. Insuficiencia cardiaca

La IC se define como la incapacidad del corazén para suministrar a los tejidos
periféricos la cantidad necesaria de sangre y oxigeno para satisfacer sus demandas
metabdlicas. Se trata de un sindrome complejo y heterogéneo que resulta de la
alteracion del llenado ventricular o de su capacidad de eyeccion, ya sea por un fallo
estructural y/o funcional del corazén [88,89].

A pesar de los notables avances en el tratamiento de la CAD y el IAM durante las
ultimas dos décadas, el remodelado adverso después de un IAM sigue siendo la causa
mas comun de IC [90,91]. Como hemos comentado anteriormente, la pérdida de
musculo ventricular durante el IAM y las complejas alteraciones arquitectdnicas
posteriores que afectan tanto al miocardio infartado como al no infartado contribuyen
a la evolucion de la IC. El adelgazamiento de la pared y la expansién del infarto son las
alteraciones mas notables en la regidn afectada por el infarto, y pueden conducir a una
disfuncién tanto sistdlica (disminucidn de la contraccion), como diastélica (disminucién
de la relajacidn). La dilatacién ventricular se da en algunos casos como mecanismo
compensatorio para mantener el volumen sistdlico después de la pérdida de tejido
contractil. Sin embargo, un aumento del volumen de la cavidad con una hipertrofia
compensadora insuficiente da como resultado el aumento del estrés sistélico, lo que
promueve un mayor agrandamiento y disfuncién [86,92].

Debido al aumento de la supervivencia tras un IAM, cada vez mas personas corren el
riesgo de desarrollar IC. Se calcula que, durante los 6 afios posteriores a un evento clinico
agudo, el 22% de los hombres y el 46% de las mujeres desarrollaran IC [93]. Ademas, el
desarrollo de IC después de un IAM tiene un impacto significativo en el prondstico y la
supervivencia del paciente. Entre los pacientes con antecedentes de IAM, el desarrollo
de IC aumenta tres veces el riesgo de mortalidad total y cuatro veces el riesgo de
mortalidad cardiovascular [91,94]. El momento del desarrollo de la IC también tiene un
impacto en los eventos adversos. Aquellos pacientes que desarrollan IC pasados 3 dias
o0 mas tras el IAM tienen un riesgo de mortalidad un 43% mayor en comparacién con los
pacientes con IC que se desarrolla en los primeros 3 dias después del IAM [94].

Se calcula que la IC ocasiona un gasto a los sistemas sanitarios a nivel mundial de
unos 108.000 millones de délares tanto en gastos directos (65.000 millones) como en
gastos indirectos a través de problemas de morbilidad, mortalidad prematura o falta de
productividad (43.000 millones). Ademas, debido al aumento de la esperanza de vida 'y
el crecimiento de la poblacidn, se prevé un aumento de los recursos destinados a
abordar esta enfermedad [90,95].

3. Terapia celular

La terapia celular se define como la transferencia de material celular, autélogo o
alogénico, a un paciente con fines médicos [96]. El afio 1889 fue testigo de las primeras
practicas de terapia celular de Charles-Edouard Brown-Séquard, pionero en la terapia
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hormonal en ese momento, quien intentd suprimir los efectos del envejecimiento
mediante inyecciones de extractos de testiculos animales [97]. Sin embargo, el
verdadero auge de la terapia celular surgié a partir de 1963, a raiz del descubrimiento
de Ernest McCulloch y James Trill, quienes observaron que las células de médula ésea
trasplantadas a ratones irradiados eran capaces de multiplicarse y diferenciarse [98,99].
En la actualidad, la terapia celular sigue evolucionando con las investigaciones en curso
sobre seguridad y eficacia clinicas, y con un tamano de mercado global que se estima
gue se expandira desde los 21.600 millones de USD en 2022 hasta los 63.000 millones
de USD en 2030 [100].

La terapia celular puede basarse en un Unico tipo celular o ser una terapia
multicelular en la que se utilicen diferentes tipos celulares. Se pueden emplean células
autologas (del propio individuo) o alogénicas (de otro individuo), a las cuales se las
puede someter a procesos de ingenieria genética. Como método de administracion se
suelen usar la via toépica, la inyeccion, la infusién o la administracién por medio de
bioscaffolds. Actualmente, la terapia celular abarca multiples areas terapéuticas, como
la medicina regenerativa, la inmunoterapia y la terapia contra el cancer.

3.1. Células estromales mesenquimales

Friedenstein y sus colegas descubrieron a finales de la década de 1960 una poblacion
de células estromales derivadas de la médula dsea que se parecian a los fibroblastos y
presentaban los siguientes rasgos: capacidad para formar colonias o clones in vitro,
adhesién al plastico, alto potencial de proliferacién y capacidad de autorrenovacién y
diferenciaciéon [101]. La investigacién de Friedenstein dio lugar a la identificacién de un
tipo particular de células primarias, que en 1991 fueron acufiadas como células madre
mesenquimales debido a su capacidad para convertirse en adipocitos, osteoblastos y
condrocitos, tres linajes distintos del tejido mesodérmico. [102]. Sin embargo, el
término “célula madre mesenquimal” se considera inapropiado actualmente ya que no
se ha podido demostrar que cumplan con todos los criterios especificos de células
madre, como la capacidad de renovacién y multipotencia in vivo. Por este motivo, el
Comité de Células Madre Mesenquimales y Tisulares de la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT) propuso el término célula estromal mesenquimal (MSC) para
referirse a este tipo de células [103,104].

Durante el aiio 2006, el ISCT establecio los criterios bdasicos para definir una célula
como MSC. Una MSC es una célula con capacidad de adherencia al plastico y morfologia
fibroblastoide. Tiene capacidad de diferenciacién a adipocito, condrocito y osteoblasto.
Ademas de esto, y debido a la usencia de marcadores especificos que identifiquen una
MSC, se caracterizan mediante la presencia de CD73, CD90 y CD105 y la ausencia de
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 y del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase II. Aun asi, al tratarse de un tipo celular relativamente heterogéneo, no
existe un unico conjunto de marcadores para identificarlas [104-106]. Una de las
razones por las que sucede esto es por la alta diversidad de tejidos de los que pueden
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se aisladas. Ademas de la médula 6sea, donde fueron descubiertas originalmente, se
han podido aislar MSCs de otros tejidos adultos, como el adiposo [107], la pulpa dentaria
[108], la dermis [109], el liquido sinovial [110] o el periostio [111], y de tejidos
perinatales, como el cordén umbilical [112], la placenta y el liquido amniético [113].
Estos diferentes microambientes en los que residen las MSCs pueden influenciar
directamente tanto su potencial de diferenciacion y proliferaciéon, como su patréon de
expresion de marcadores [114-117] (Figura 6).
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Figura 6. Aislamiento y caracterizacion de las MSCs. Se han aislado MSCs de diferentes tejidos.
Entre los mas comunes destacan la pulpa dental, la médula dsea, el tejido adiposo y el corddn
umbilical. Tras su expansion in vitro, las MSCs se pueden caracterizar siguiendo las directrices
establecidas por la ISCT. Las MSCs tienen una morfologia similar a la de los fibroblastos y crecen
como cultivos adherentes. También tienen el potencial de diferenciarse en osteoblastos,
condroblastos y adipocitos. Por ultimo, tienen que expresan un panel de marcadores positivos y
negativos.

3.2. MSCs en terapia cardiaca

Inicialmente, se propuso que el miocardio dafiado podria regenerarse mediante la
diferenciacién de MSC a CM en el area de infarto [118]. Sin embargo, estudios
posteriores demostraron que la retencion de las MSCs en el corazén danado, asi como
su capacidad de diferenciacién a CM era muy reducida [119,120]. A pesar de esto,
existen varios estudios que demuestran que la administracién intravenosa,
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intracoronaria o intramiocardica de MSC mejora la funcién cardiaca tras un IAM [117—-
119]. Debido a la falta de evidencia de que se produzca un reemplazo de tejido directo
y duradero, el consenso actual es que la terapia cardiaca con MSCs ejerce su efecto
terapéutico a través de mecanismos paracrinos que estimulan la reparacidon endégena
[124-126], ya sea estimulando los progenitores cardiacos enddgenos y la proliferacion
de CM [126-129], secretando moléculas y microvesiculas proangiogénicas y
prosupervivencia [130,131], o modulando el sistema inmunitario [132—-135].

La terapia con MSC promueve la supervivencia y la proliferacion de CM adultos a
través de vias mediadas por Akt [126,136]. Ademas, la secrecion de SDF-1 por las MSC
aumenta la migracién y proliferacién de progenitores cardiacos endégenos cKit+, y su
diferenciacion a CM [127,137]. Las MSC también ejercen efectos beneficiosos sobre la
remodelacién de la ECM. Se ha visto que son capaces de modular el fenotipo de los
fibroblastos cardiacos y su capacidad para degradar la ECM vy, en consecuencia,
promover la reduccién de la fibrosis en los tejidos cicatrizados [138]. Algunos de los
efectos cardioprotectores mds potentes de la administracién de MSC se obtienen a
través de sus propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Las MSC atenuan la
actividad citotoxica de los linfocitos esplénicos, inhiben el factor nuclear kB (NF-kB),
reducen la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la proteina IL-6, y
estimulan la expresién de IL-10 en el miocardio peri-infartado [139,140]. El TNF-at es un
importante activador de la inflamacién y los niveles de TNF-a aumentan en las
enfermedades cardiacas [46]. En el ensayo clinico POSEIDON-DCM (ClinicalTrials.gov:
NCT01392625), pacientes con miocardiopatia dilatada no isquémica presentaban
niveles elevados de TNF-a al inicio del estudio, pero estos niveles se redujeron
significativamente 6 meses después de la administracion de MSC de médula désea
alogénicas o autdlogas, aunque las alogénicas mostraron una eficacia superior. Esta
reduccion se correlaciond también con mejoras en la funcién cardiaca [141]. En otro
ensayo clinico, el ixCELL-DCM (ClinicalTrials.gov: NCT01670981), se inyecté ixmyelocel-
T, una poblacién mixta de células mononucleares de médula dsea enriquecidas en MSC
y macréfagos M2, a pacientes con IC terminal debido a miocardiopatia isquémica
dilatada. La administracidn transendocardica de ixmyelocel-T redujé significativamente
los eventos cardiacos adversos y mejord la evolucidn de los pacientes [142].

Como hemos visto, la comunicacidn intercelular juega un papel crucial en el
mecanismo de accién de las MSC. Ademas de la liberacion de factores paracrinos, las
MSC tienen otras vias de comunicacién, como la formacion de nanotubulos con células
adyacentes capaces de transferir orgdnulos, como las mitocondrias [143], y la liberacién
de vesiculas extracelulares (EVs) [144]. En este sentido, las EV han ganado relevancia en
los ultimos afos debido a la amplia gama de proteinas funcionales, ARNm y microARN
(miARN) que pueden contener, ejerciendo una actividad bioldgica similar a la de las
propias MSC [145]. Estas EVs derivadas de MSC (MSC-EV) se ha visto que son capaces de
proteger el tejido cardiaco de la lesidon isquémica al promover la formacién de vasos
sanguineos, reducir la apoptosis, mejorar la proliferacién celular y modular la
inflamacidn, reduciendo asi el tamano del infarto y preservando la funcion cardiaca
[146-148].
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4. Vesiculas extracelulares

Todas las células son capaces de secretar varios tipos de vesiculas con membrana,
conocidas como EVs, y este proceso se conserva a lo largo de la evolucién desde
bacterias y arqueas hasta mamiferos y plantas [149,150]. La secrecidon de EVs se
describié en un primer momento como una forma de eliminacién de compuestos
innecesarios para la célula [151]. Sin embargo, ahora sabemos que las EVs son mas que
meras portadoras de desechos, y el interés que suscitan surge de su capacidad para
intercambiar componentes entre células, que van desde acidos nucleicos hasta lipidos y
proteinas, y actuar como vehiculos de sefializacion en procesos celulares tanto
homeostdaticos como patoldgicos [152,153]. Aunque actualmente se utiliza el término
genérico de EV para referirse a todas las vesiculas membranosas secretadas, las EVs¢
son en realidad muy heterogéneas, lo cual ha dificultado en gran medida su
caracterizacion y la manipulacién de sus propiedades y funciones. En base al
conocimiento actual sobre su biogénesis, adquirido mediante microscopia electrénicay
técnicas bioquimicas, las EVs se pueden dividir en dos categorias principales: exosomas
y microvesiculas [154,155].

El término exosoma se usé inicialmente para un designar un tipo de vesiculas
liberadas por células en cultivo que tenian actividad 5'-nucleotidasa [156].
Posteriormente, se adoptd el término exosoma para referirse a las vesiculas, de 30-150
nm de didmetro, liberadas por los reticulocitos durante su diferenciacion [151].
Finalmente, los exosomas se describieron como vesiculas intraluminales (ILV) formadas
por la gemacion interna de la membrana endosomal durante la maduracién de los
endosomas multivesiculares (MVE), y que se secretan tras la fusion de los MVE con la
superficie celular [151]. A mediados de la década de 1990, se descubrié que los
exosomas se secretaban también por linfocitos B y células dendriticas, y que tenian
funciones relacionadas con la regulacién inmunitaria, llegando a considerarse una
terapia antitumoral con ellas [157,158]. Sin embargo, actualmente sabemos que la
secrecion de exosomas se produce por muchos tipos celulares, y sus multiples
implicaciones en la comunicacion intercelular, tanto en estados homeostaticos como
patoldgicos, estdn bien documentadas [159].

Por otro lado, las microvesiculas se describieron por primera vez como material
subcelular que se originaba a partir de plaguetas y que se encontraba en plasma y suero
normales [160]. Posteriormente, se describié la ectocitosis, proceso que permite la
liberacion de vesiculas de la membrana plasmatica, en neutrdfilos estimulados [161].
Aunque las microvesiculas se empezaron a estudiar principalmente por su papel en la
coagulacion de la sangre [162,163], mas recientemente se ha visto que tienen un papel
en la comunicacién intercelular en varios tipos de células, incluidas las células
cancerosas [164], donde generalmente se denominan oncosomas. Las microvesiculas
varian en tamafio desde los 50 nm hasta los 1000 nm de didmetro por lo general, pero
pueden ser mas grandes, llegando hasta los 10 um, como en el caso de los oncosomas.
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A diferencia de los exosmas, de origen endosomal, las microvesiculas se generan por la
gemacién hacia afuera y la fisién de la membrana plasmatica, liberandose asi hacia el
espacio extracelular [165] (Tabla 1).

EXOSOMAS MICROVESICULAS
ORIGEN Endosoma Membrana plasmatica
TAMANO 50-150 nm 100-1000 nm

¢ Nanovesiculas ¢ Microparticulas
OTROS NOMBRES e Prostasomas e Oncosomas
(segtin origen, tamafio e Tolerosomas ¢ ARRMs

. ,g ’ ¥ e Dexosomas e Migrasomas

morfologia) , o

e Vesiculas similares a ¢ Neuroesferas

exosomas e Cuerpos apoptéticos

Tabla 1. Diferencias entre exosomas y microvesiculas.

Cada tipo de célula modula la biogénesis de EV dependiendo de su estado fisioldgico,
liberando asi vesiculas con composiciones particulares de lipidos, proteinas y dcidos
nucleicos [165]. Debido a que la mayoria de los estudios publicados sobre las EV se han
centrado mas en sus funciones potenciales que en sus origenes, aun no esta claro qué
subespecie de vesiculas es responsable de un efecto determinado. Los protocolos
disponibles actualmente para aislar EV a partir de sobrenadantes de cultivos celulares o
muestras de biopsias liquidas dan como resultado una poblacidon heterogénea de
vesiculas de origen desconocido. Estas diferentes subpoblaciones de EV pueden
presentar distintas propiedades moleculares y biolégicas [166]. El solapamiento en
cuanto a rango de tamano, la morfologia similar y la heterogeneidad del contenido,
obstaculizan el disefio de una nomenclatura mas precisa para las EV [167]. Por este
motivo, el término EV se emplea de modo general cuando nos referimos a aislados de
vesiculas, debido a la dificultad técnica que supone separar especificamente exosomas
y microvesiculas. No obstante, se siguen desarrollando nuevos métodos de aislamiento
y caracterizacién que permitan un estudio mas completo de las funciones de los
diferentes tipos de EV y, por tanto, nos permitan establecer una clasificacion vy
terminologia adecuada.

4.1. Biogénesis de las EVs

Como hemos comentado, los exosomas y las microvesiculas tienen diferentes modos
de biogénesis (pero ambos involucran procesos de trafico de membrana): los exosomas
se generan dentro del sistema endosémico como ILV y se secretan durante la fusion de
los MVE con la membrana celular (Figura 7), mientras que las microvesiculas se originan
por una gemacion hacia afuera en la membrana plasmatica.
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Figura 7. Biogénesis de los exosomas. Los exosomas son producidos durante la maduracién de un
endosoma temprano a un endosoma multivesicular o cuerpo multivesicular. En esto proceso,
diferentes maquinarias de clasificacion pueden actuar para seleccionar el cargo que se incorparara
dentro del exosoma. También se puede dar la carga pasiva de moléculas presentes en el citosol de
la célula productora. Finalmente, los exosomas serdn liberados mediante la fusion del MVE a la
membrana plasmatica de la célula.

Aunque la generacion de microvesiculas y exosomas ocurre en sitios distintos dentro
de la célula, en la biogénesis de ambas tipos de vesiculas estan involucrados mecanismos
intracelulares y maquinarias de clasificacion comunes. En muchos casos, estos
mecanismos compartidos dificultan la posibilidad de distinguir entre las diferentes
subpoblaciones de vesiculas [159].

4.1.1. Exosomas

Los exosomas se generan como ILV dentro de los endosomas durante su maduracion
a MVE, un proceso que involucra a los complejos de clasificacién endosomal necesarios
para el transporte (ESCRT). La maquinaria ESCRT se compone de 4 subunidades (ESCRT-
0,-1,-1L,111) y de proteinas accesorias (como Alix y VSP4), y actia de manera escalonada:
las subunidades ESCRT-0 y ESCRT-I agrupan cargos transmembrana ubiquitinados en
microdominios en la membrana del MVE, y recultan, a través de ESCRT-II, los
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subcomplejos ESCRT-III que realizan la gemacién y fisién de estos microdominios hacia
el interior del MVE [168,169]. La comprension del papel de la maquinaria ESCRT en la
formacion de las ILV abre la puerta a la posible modulaciéon de la formacién de exosomas
mediante la manipulacién de los componentes de ESCRT (Figura 7).

Los exosomas también pueden formarse por una via independiente de ESCRT, ya que
se ha confirmado la formaciéon de MVE incluso tras la deplecion de los 4 complejos ESCRT
[170]. El mecanismo de biogénesis de exosomas independiente de ESCRT requiere la
generacién de ceramidas por parte de la esfingomielinasa neutra de tipo Il, que hidroliza
la esfingomielina a ceramida. Las ceramidas forman subdominios de membrana, los
cuales imponen una curvatura negativa espontdnea en la membrana e inician asi la
gemacion hacia el interior del MVE [171,172]. Alternativamente, las ceramidas podrian
metabolizarse en esfingosina 1-fosfato y activar el receptor de esfingosina 1-fosfato
acoplado a proteina G, dando lugar a la formacién de ILV [173]. Por otro lado, se ha
demostrado que varias proteinas de la familia de las tetraspaninas regulan la carga
endosomal independiente de ESCRT. Entre ellas destacan CD63, CD81, CD82 y CD9, que
estan especialmente enriquecidas en la superficie de los exosomas y se ha visto que
estan directamente involucradas en la incorporacion del cargo en los exosomas
[174,175]. Estas proteinas forman cllUsteres con otras tetraspaninas, asi como con
diferentes proteinas transmembrana y citosdlicas, formando microdominios que
facilitan la gemacion hacia el interior del MVE [176]. Aunque las tetraspaninas, en
especial CD9, CD63 y CD81, se han utilizado durante mucho tiempo como marcadores
tipicos de exosomas, por su alto grado de enriquecimiento, recientemente se ha visto
que las EV pequefias que las presentan también pueden surgir por gemacion directa de
la membrana plasmatica [177,178].

Como hemos comentado, el cargo transmembrana presente en las EV depende en
gran medida de las maquinarias de clasificacién endosomal. Sin embargo, existen otros
mecanismos que participan en la seleccién de los cargos solubles o asociados a la
membrana que se dirigen a los exosomas. Por ejemplo, la incorporacion de proteinas
citosdlicas a las ILV puede producirse por su coorganizacidon con otras proteinas, como
la proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70) y la proteina heat shok cognate de
71kDa (HSC70), las cuales se encuentran en los exosomas derivados de la mayoria de los
tipos celulares [179]. Otros cargos de membrana, como las proteinas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol, estan presentes en los exosomas debido a su afinidad por las
balsas lipidicas, las cuales pueden estar directamente implicadas en la generacion de ILV
debido al efecto que ejercen sobre las propiedades biofisicas de la membrana [180]. La
ubiquitilacion [181] o farnesilacion [182] de algunas proteinas citosdlicas también
aumenta su incorporacion a los exosomas, aunque no estan claros los mecanismos
subyacentes. Ademas de proteinas, las EV también transportan acidos nucleicos,
incluyendo ARN (ARNm y ARNSs no codificantes, como microARNs (miARNs)) [183] y ADN
[184]. En este sentido, se ha demostrado que los miARN se incorporan diferencialmente
en los exosomas en funcién de su secuencia, por la presencia de motivos especificos, lo
gue indica que se trata de un proceso regulado [185]. Se han propuesto diferentes
maquinarias mediante las cuales puede tener lugar la carga especifica de acidos
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nucleicos en los exosomas, destancando el subcomplejo ESCRT-Il, que podria actuar
como un complejo de unidon a ARN [186], los microdominios enriquecidos en
tetraspaninas que podrian secuestrar proteinas de uniéon a ARN [187] o el complejo de
silenciamiento inducido por miARN (miRISC) y la proteina argonauta 2 (AGO2), que
median en los procesos de silenciamiento de ARN [188]. Recientemente, también se han
descrito nuevos reguladores de la incorporacién de miARN en exosomas, entre los que
se incluyen la via de sefializacion KRAS-MEK, que actua a través de AGO2 [189], y las
proteinas de union a ARN: MVP [190], YBX1 [191], MEX3C [192] y La [193]. Sin embargo,
la contribucidn relativa de la carga pasiva y activa de ARN en las EV sigue sin estar clara,
por lo que la simple sobreexpresion de un miARN puede ser suficiente para aumentar
su presencia en exosomas [194].

La biogénesis de los exosomas es, por tanto, un proceso complejo, que varia en
funciéon de del cargo del propio exosoma y del tipo celular en el que se produce, y que
puede verse influido por otras sefales y estimulos patoldgicos que reciba la célula. En
este contexto, puede darse que diferentes mecanismos de clasificacién actien sobre el
mismo compartimento endosomal [174], que diferentes maquinarias se utilicen para
dirigir el mismo cargo (como en el caso del MHC II, que puede dirigirse al MVE tanto por
la via dependiente de ESCRT como por vias independientes de ESCRT) [175], o que se
utilicen diferentes vias segun el estado de maduracion del cargo (como en el caso de la
proteina PMEL, cuyo dominio luminal, que se genera por protedlisis, se incorpora por
mecanismos independientes de ESCRT, mientras que el dominio transmembrana se
incorpora por la via dependiente de ESCRT) [174]. Por lo tanto, varios mecanismos
pueden actuar de forma conjunta o secuencial en la formacién de MVE, permitiendo asi
la incorporacion de diversos cargos en diferentes etapas de maduracién del MVE, y a su
vez, originando diferentes subpoblaciones de MVE [174,195]. En consecuencia, la
mayoria de las células alberga subpoblaciones de MVE que presentan diferentes
composiciones de lipidos y proteinas, y difieren en su morfologia.

4.1.2. Microvesiculas

Mientras que desde hace tiempo se sabe que la deformacién de la membrana
plasmatica durante la apoptosis produce microvesiculas en forma de cuerpos
apoptéticos [196], la liberacién de microvesiculas por parte de células sanas y los
mecanismos implicados en esta secrecién estdn adn poco caracterizados. Esta
biogénesis requiere de varios reordenamientos moleculares dentro de la membrana
plasmatica, incluyendo cambios en los componentes lipidicos y en la composiciéon
proteica, asi como en los niveles de Ca?*[197]. Las alteraciones en los niveles de Ca%*
provocan el reclutamiento y activacidn de las enzimas dependientes de Ca?*, entre las
que se incluyen las translocasas de aminofosfolipidos (flipasas y flopasas), las
escramblasas y la calpaina. Estas enzimas promueven reordenamientos de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica, llegando a producir la flexion fisica de la
membrana y la reestructuracidon del citoesqueleto de actina, favoreciendo asi la
gemacioén de la membrana y la formacién de microvesiculas [197,198].
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4.2.las EVs como mecanismo de comunicacion

Las EVs han mostrado ser una importante via de comunicacién intercelular, tanto
paracrina como endocrina. La informacidn que contienen puede trasmitirse a través de
diferentes mecanismos (Figura 8):

e Interaccidon con receptores de membrana de la célula diana: Las EVs
pueden transportan en su membrana lipidica diferentes combinaciones de
ligandos que se unan o interaccionen con receptores presentes en las células
diana, activando diversas vias de sefalizaciéon de forma andloga a como lo
haria la interaccién entre dos células.

e Fusion de las membranas lipidicas: La membrana lipidica de las EVs
puede fusionarse con la membrana plasmatica de las células diana. De esta
manera, se permite la liberaciéon de las moléculas contenidas en las EVs al
citoplasma, al mismo tiempo que se les transfieren lipidos y proteinas de
membrana, lo que resulta en la adquisicién de nuevas propiedades por parte
de las células diana [199].

e Endocitosis, fagocitosis y macropinocitosis: Las EVs pueden ser captadas
por las células diana a través de diferentes mecanismos de endocitosis
(mediada por clatrinas, por caveolinas o por balsas lipidicas), fagocitosis o
macropinocitosis. Este mecanismo puede suponer la liberacion al citoplasma
del contenido de proteinas y miARNs presentes en las EVs [199].

o Liberacion al espacio extracelular del contenido: Las EVs han
demostrado ser portadoras de mediadores solubles importantes, como
citoquinas, factores de crecimiento y quimioquinas, los cuales deben salir de
las EVs para ejercer su funciéon en la célula diana. Se ha visto que la
estimulacion de los receptores purinérgicos presentes en las EVs mediante
ATP extracelular desencadena la lisis de las EVs y la liberacion del contenido
intravesicular [200].
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Figura 8. Mecanismos de accidon de las EVs sobre las células diana. Las EVs modulan el
comportamiento de la célula huésped a través de multiples mecanismos: 1) las proteinas de la
membrana de la vesicula interactian con los receptores de la membrana plasmatica de la célula
diana, iniciando cascadas de sefializacidn intracelular; 2) las EVs se fusionan con la membrana
plasmatica, entregando su carga directamente al citosol y proporcionando lipidos y receptores de
membrana; 3) las EVs son fagocitadas y macropinocitadas, asi como endocitadas ya sea por
clatrina, caveolina o balsas lipidicas; 4) el contenido de las vesiculas se libera extracelularmente,
mediado por la accién de receptores purinérgicos.

4.3. EVs y su papel en la regeneracion cardiaca

Como se ha comentado anteriormente, las EVs recapitulan el efecto bioldgico de sus
células madre de origen, de hecho, algunos de los resultados observados en la terapia
celular se atribuyen directamente al efecto de las EVs [201]. Por ello, las EVs se
consideran una opcion alternativa a la terapia celular en la regeneracién cardiaca.
Ademas, se ha demostrado ampliamente que los tratamientos con EV secretadas por
células madre o progenitoras ofrecen ventajas significativas en comparacién con las
propias células madre, como una menor inmunogenicidad, un almacenamiento vy
produccién sencillos y un costo mas asequible en comparacién con las células madre
vivas. Por todo esto, el interés en las EVs para el desarrollo de tratamientos libres de
células ha aumentado rdpidamente en los Ultimos afios. A continuacion, comentaremos
el papel emergente de las EVs en la promocion de la regeneracién cardiaca.

4.3.1. EVs y promocion de la angiogénesis

Tras el dafio, la formacion de nuevos vasos sanguineos es fundamental para la
recuperacién del tejido cardiaco. Se ha demostrado que las EVs liberadas por las CPCs
tienen efectos cardioprotectores en corazones infartados al incrementar la densidad de
los vasos sanguineos. Este efecto se debe al enriquecimiento del miR-132 en las EVs, que
mejora la formacién de nuevos vasos al regular su proteina objetivo, RasGAP-p120[202].
La capacidad proangiogénica de las EVs liberadas por las CPCs también fue estudiada
por Andriolo et al., quienes observaron una mayor expresiéon de CD31 en las células
expuestas al tratamiento con EVs de CPCs [203]. Un estudio reciente demostré que las
EVs derivadas de CPCs promueven la angiogénesis al mejorar la migracién de células
endoteliales y, que, cuando estas CPCs se cultivan con un 5 % de O, generan EVs con un
mayor potencial angiogénico [204]. Por otra parte, se ha visto que EVs de CPCs disefiadas
mediante ingenieria genética y transfectadas con el miR-322 proangiogénico estimulan
la respuesta angiogénica en el corazoén lesionado [205].

Por otro lado, se ha demostrado que las EVs derivadas de MSCs expuestas a isquemia
contienen varias proteinas relacionadas con la angiogénesis, incluyendo el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), lo que induce estimulos proangiogénicos
para promover la curacién del tejido [206]. En linea con el precondicionamiento
hipdxico, experimentos realizados por nuestro grupo demostraron que las EVs de MSCs
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que sobreexpresan el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) tienen una capacidad
angiogénica potenciada, aumentado su capacidad terapéutica en enfermedades
isquémicas [207]. Otro estudié reciente mostré que las EVs obtenidas de MSCs
pretratadas con atorvastatina aumentan la densidad de arteriolas y capilares,
mejorando la funcidn cardiaca en corazones infartados [208].

4.3.2. EVs y reduccion de la apoptosis

Las EVs también se han estudiado por su efecto antiapoptdtico durante la reparacién
cardiaca. Las EVs derivadas de MSCs reducen la apoptosis de los CM limitando la
extension de la lesion cardiaca, mediante la disminucidn de la expresion de la proteina
proapoptdtica Bax y el aumento de la expresidn de la proteina prosupervivencia Bcl-2
[209]. Barile et al., en el mismo estudio que hemos citado en el apartado anterior,
también descubrieron que las EVs liberadas por las CPCs estaban enriquecidas con los
mMiARNs miR-210, miR-132 y miR-146a-3p y reducian la muerte de los CM al inhibir el
proceso apoptoético [202]. Mdas concretamente, el miR-210 y el miR-132 inhiben la
apoptosis en la linea celular de CM HL-1, mientras que el silenciamiento del miR-210
aumenta significativamente la apoptosis. La disminucidn de la efrina 3 y PTP1, dos dianas
del miR-210, se asocia con el efecto antiapoptético observado.

Otro mecanismo que contribuye a la proteccidon contra la apoptosis es la autofagia
[210]. En este sentido, el miR-30a transferido desde las EVs, liberadas por CM hipdxicos,
atenua la apoptosis actuando sobre los genes beclina-1 y Atgl2 [211]. Por otro lado, se
ha demostrado que las EVs del plasma reducen la muerte celular después de una lesidon
por isquemia/reperfusion. Este efecto se produce por la interaccion entre la proteina de
choque térmico 70 (HSP70) exosomal y el receptor TLR4, que activa las kinasas reguladas
por sefiales extracelulares uno y dos (ERK1/2) y la proteina kinasa activada por
mitégenos p38 (p38MAPK) [212].

En un modelo de IAM en rata, Dergilev et al. probaron el potencial terapéutico de
MSCs que sobreexpreesaban el factor de células madre (SCF) [212,213]. El analisis
protedmico reveld que estas EVs estaban enriquecidas en proteinas del citoesqueleto y
chaperonas, asi como en moléculas asociadas con procesos metabdlicos, lo que
previene la remodelacién cardiaca adversa y confiere mejoras en la funcién cardiaca.

Un estudio reciente demostré que las EVs aisladas del suero de pacientes con
sindrome coronario agudo antes de la intervencidn coronaria percutdanea protegen
contra el dafio inducido por isquemia/reperfusion en CM al activar la via SAFE [214].

En conjunto, estos estudios proporcionan evidencia de que las EVs, derivadas de
diferentes tipos celulares, tienen propiedades antiapoptdticas que promueven la
reparacion cardiaca.
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4.3.3. EVs y resolucion de la inflamacion

La reparacion cardiaca mediada por EVs también depende de su efecto sobre la
inflamacién. Dos estudios demostraron que las EVs derivadas de todas las células
cardiacas tienen la capacidad de regular la secrecion de citoquinas y la polarizacidon de
las células inmunitarias, particularmente el cambio de fenotipo de M1 a M2 [215,216].
Mas recientemente, se ha demostrado que las EV derivadas de CPCs reducen el proceso
inflamatorio al modular la expresidn de las citoquinas proinflamatorias IL-1a, IL-2 e IL-6
[216]. Ademas, también comprobaron que las EVs derivadas de las CPCs aumentan el
numero de macréfagos M2 antiinflamatorios y reducen el nimero de monocitos
proinflamatorios y macréfagos M1 in vitro.

En cuanto a EVs derivadas de MSCs, se ha observado que su inyeccion en el corazén
infartado también mitiga la inflamacién al disminuir los macréfagos CD68* (macréfagos
M1), debido a su enriquecimiento en miARNs antiinflamatorios [217]. La infusidn
intravenosa de EVs derivadas de MSCs en un modelo de IAM en ratéon mostré una
reduccion de las citoquinas proinflamatorias circulantes y regulé el equilibrio entre los
macrofagos M1y M2 a través de la activacion de la via de sefializaciéon JAK2/STAT6 [209].
De manera similar, Xu et al. descubrieron que las EVs de las MSCs inducen la polarizacion
de los macréfagos hacia el fenotipo M2 y estimulan la liberacién de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 por parte de los mismos, a través de la inhibicién de la
translocacion nuclear de NF-kB p65 vy la fosforilacion de AKT1/2 [218]. Un estudio
reciente, ha demostrado que las EVs derivadas de MSCs precondicionadas con
atorvastatina mejoran aun mas la funciéon cardiaca tras un IAM mediante la polarizacién
de macréfagos del fenotipo M1 a M2 a través de la via miR-139-3p/Statl [219].

En conjunto, estos resultados muestran mejoras en la funcion cardiaca tras un IAM
gracias a la accion de las EVs en la resolucién de la inflamaciéon, polarizando los
macrofagos de un fenotipo M1 inflamatorio a un fenotipo M2 antiinflamatorio.

5. Mejora del potencial terapéutico de las
EVs

A lo largo del apartado anterior, se han estado citando diferentes estudios sobre el
uso de EVs en terapia cardiaca. Muchos de ellos, se han basado en la modificacion de
estas EVs para la mejora de su potencial terapéutico, ya sea precondicionando las células
secretoras o modificindolas genéticamente, o mediante la transfeccidon directa de
miARNs en las EVs. Durante este trabajo, se han propuesto varias modificaciones
genéticas en MSCs para la mejora de la eficacia terapéutica de las EVs. A continuacién,
comentaremos la principales vias objeto de estudio y sus implicaciones en la terapia
cardiaca.
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5.1. La via de sefnalizacion de la OSM

La Oncostatina M (OSM) fue descrita y purificada por primera vez a partir de medios
condicionados de células monociticas U937 después del tratamiento con forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) por Zarling J.M. et al., en 1986 [220]. La OSM es un citoquina
de la familia de la IL-6 y hoy en dia sabemos que se secreta principalmente a partir de
fuentes hematopoyéticas, como linfocitos T activados, macréfagos, monocitos,
neutrdéfilos, eosindfilos y mastocitos [221]. Aunque los mecanismos que regulan la
expresion de OSM no estan completamente descritos, diversos trabajos de investigacién
han relacionado al transductor de sefial y activador de la transcripciéon 5 (STAT5) como
inductor de la expresion de OSM. Esta induccién dependiente de STAT5 puede
producirse por la accidn de citoquinas como la eritropoyetina, el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), la IL-2 y la IL-33 [222].

A nivel estructural, la OSM humana estd formada inicialmente por 252 aminodcidos
y dividida en tres partes: el péptido sefial, la cadena principal y el propéptido. El péptido
sefial y el propéptido se escinden mediante escision proteolitica dentro de las células
para secretar la OSM madura al espacio extracelular. La forma madura de la OSM tiene
una estructura de haz de cuatro hélices unidas por bucles, dos enlaces disulfuro y dos
sitios de glicosilaciéon [221]. Una vez liberada, la OSM puede interactuar con dos
heterodimeros especificos presentes en la superficie de las células diana, denominados
complejos receptores de Tipo | y de Tipo Il. El complejo receptor de Tipo | esta formado
por el receptor del factor inhibidor de la leucemia (LIF-R) y la glicoproteina 130 (gp130)
o IL31-RA; mientras que el complejo receptor de tipo Il estd formado por el receptor de
oncostatina-M (OSMR; también llamado IL-31RB) e IL-31RA. Evidencias cientificas han
demostrado que el receptor de Tipo | puede interactuar con diferentes proteinas de la
familia de citoquinas de la familia de la IL-6, mientras que el heterodimero tipo Il es
especifico para la OSM [223-225].

La unién de la OSM al receptor de Tipo | o Tipo Il induce la activacidn de las quinasas
Janus (JAK) JAK1-2 y TYK2, mediante la fosforilacidn de tirosina. Estas quinasas, una vez
activadas inducen la activaciéon y translocacidn nuclear de las proteinas STAT (STATL, 3,
5A y B). Mas concretamente, el complejo de Tipo | activa STAT1 y 3, mientras que el
complejo de Tipo Il activa STAT1, 3 y 5 [226,227]. De forma alternativa, los complejos
receptores activados también pueden activar otras vias de sefializacidn entre las que se
incluyen la via de las MAP quinasas (ERK, p38 y INK), la de la Pl 3-quinasa y la de la
proteina quinasa C delta (PKCS). Sin embargo, aun quedan detalles por esclarecer acerca
de las vias de sefializacion activadas por la OSM [228].

La funcién bioldgica de la OSM varia entre especies y depende, tanto de la
concentracion de la misma como de tipo de célula diana, asi como de su estado
fisioldgico y el microambiente en el que se encuentre [229]. La OSM se ha relacionado
con propiedades tanto pro como antiinflamatorias. Las respuestas pleiotrdpicas a la
OSM incluyen la produccién de quimioquinas y citoquinas inflamatorias, la expresion de
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factores de adhesiéon de leucocitos y la produccién de componentes de la ECM. La OSM
también se relaciona con la modulacién de la proliferacion y la diferenciacion celular.
Bajo una regulacién adecuada, las respuestas mencionadas anteriormente contribuyen
a la homeostasis y la reparacién de tejidos después de una lesidn. Por el contrario, la
expresion desregulada de la OSM puede promover una inflamacién sostenida y una
disfuncién de los érganos afectados [230,231].

e OSM en la reparacion cardiaca

Atendiendo al sistema cardiovascular, la OSM se ha relacionado con la proliferacion,
quimiotaxis y formacion de tubos en cultivos de células endoteliales microvasculares
humanas [232-234]. Ademas, la OSM también es capaz de regular indirectamente la
angiogénesis, definida como el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de células endoteliales preexistentes, modificando la expresién de factores como
el VEGF [235], el FGF-2 [233], la angiopoyetina-2 [236] y el activador del plasmindgeno
de tipo uroquinasa (uPA) [237]. En este sentido, se ha visto que la OSM promueve la
revascularizacion y la regeneracién tisular en un modelo IAM en ratén [238]. El hecho
de que la OSM actue sobre las células endoteliales, no solo implica efectos en la
angiogénesis, sino que también se ha demostrado que puede influir en la respuesta
inflamatoria, promoviendo el reclutamiento y la extravasacion de los neutroéfilos
[239,240].

En CMy Fb cardiacos, se ha descrito la secrecion de citoquinas, como CXCL1,2y 5, en
respuesta al tratamiento con OSM, lo que respalda la hipétesis de que la OSM es un
modulador de la inflamacidn después de una lesion en el tejido cardiaco [241]. Ademas
de esto, estudios recientes publicados por Abe H. et al. y Huguier V. et al.,, han
demostrado que la OSM desempena un papel importante tras el IAM contrarrestando
los efectos profibréticos causados por el TGF-B1 [242,243]. Por otro lado, se ha
demostrado que la OSM promueve la desdiferenciacién de los CM y la regeneracién
tisular después de una lesidn cardiaca [244,245]. No obstante, los mismos estudios
sefialan que estos efectos son consecuencia de la estimulacién puntual con OSM, y que
la produccién sostenida de OSM puede tener efectos perjudiciales en el corazén,
provocando IC y miocardiopatia dilatada [244,245].

5.2. La via de sefnalizacion de Notch

El descubrimiento y estudio de la via de sefializacién Notch en Drosophila
melanogaster se remonta a hace mas de 100 afios, pero no fue hasta la década de los
80 cuando se identificd por primera vez el gen NOTCH y se publicé su secuencia [246].
Esta via de sefializacidn, centrada en el receptor Notch, esta altamente conservada en
el reino animal. En Drosophila, se identificd un receptor y dos ligandos (Delta y Serrate),
mientras que en humanos existen hasta 4 receptores (Notch 1-4) y 5 ligandos: ligandos
similares a Delta (DLL1, DLL3, DLL4) y Jagged (JAG1 y JAG2) [247].
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Las proteinas Notch pertenecen a la familia de proteinas transmembrana unipaso
(que atraviesan la bicapa lipidica de la membrana celular una sola vez). Esta
caracteristica da lugar a la separaciéon de sus dos dominios principales: el dominio
extracelular de Notch (NECD) y el dominio intracelular de Notch (NICD), los cuales estan
conectados por el dominio transmembrana de un solo paso. NECD se compone de varias
repeticiones similares al factor de crecimiento epidermal (EGF), un motivo muy
conservado evolutivamente en la region extracelular de proteinas transmembrana.
Ademas, presenta una regidn reguladora negativa adyacente a la membrana celular,
encargada de impedir la activacion de Notch en ausencia de ligando [248]. NICD actua
como un factor de transcripcidn que es liberado una vez que el ligando activa su clivaje.
Contiene una secuencia de localizacién nuclear (NLS) que permite su translocacién al
nucleo. También posee repeticiones de Akirina (ANK) y mdédulos de asociacion a RBPJ
(RAM) que ayudan en la activacion génica.

Los receptores Notch sufren varias modificaciones durante su proceso de maduracién
en el RE/Golgi que determinan la especificidad ligando-receptor y que son esenciales
para su correcta activacion. Entre estas modificaciones, se produce la escision en el sitio
S1, controlada por una furina convertasa. Esta escision da lugar a un heterodimero unido
de forma no-covalente que viaja hacia la membrana celular donde se presenta como
receptor [255,256]. Ademas, diversas glicosiltransferasas completan con residuos de
azucar las repeticiones en tdndem similares a EGF presentes en el NECD [256].

La unién ligando-receptor Notch lleva a la endocitosis del ligando, ejerciendo la
fuerza mecdnica necesaria para provocar cambios conformacionales en el receptor.
Estos cambios conformacionales exponen el sitio de escisién S2, de manera que es
reconocido por las metaloproteasas ADAM. También en la regidn transmembrana se
haya el sitio de escision 3 (S3), donde ejerce su accidn el complejo y-secretasa, liberando
el dominio intracelular NICD [257][258]. Tras su liberacion, NICD se transloca al nicleo
celular, donde forma un complejo con el factor de transcripcién RBPJ. Esta unién
permite el reclutamiento de coactivadores como la proteina Mastermind-like (MAML) y
la consiguiente activacién de la expresidn génica [259,260] (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la via de sefalizacion de Notch. Tras su pasé por el RE y el aparato de Golgi,
el receptor Notch se expone en la superficie celular. La unién de un ligando lleva a la endocitosis
del receptor, exponiendo el sitio de corte S2 y el S3, sobre los cuales actian una metaloproteasa
ADAM y una y-secretasa, respectivamente. Estos dos clivajes llevan a la liberacion del NICD.
Posteriormente, NICD se transloca al nucleo donde se une a otros coactivadores como MALM vy
actua como factor de transcripcion.

La via de sefializacion de Notch tiene una gran relevancia en el desarrollo embrionario
en mamiferos y mantiene su importancia en el tiempo al participar en la comunicacién
intercelular. En el transcurso de la morfogénesis del corazén, Notch participa en la
formacién del canal auriculoventricular, las vdlvulas, las arterias coronarias y la
diferenciacién del endocardio, miocardio y epicardio [249]. El factor de transcripcién
Notch es necesario en la regulacién de la cardiogénesis a través de diferentes elementos
de esta via, como HEY1 y HEY2, que son genes downstream implicados en la
diferenciaciéon del endocardio [250]. Anomalias en la via Notch pueden ocasionar
malformaciones congénitas del corazén. Las malformaciones mas comunes asociadas a
esta via son la vdlvula adrtica bicuspide y la calcificacién de la valvula adrtica, ambas
estrechamente relacionadas con mutaciones en NOTCH1 [251,252].
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Debido a su participacion en procesos de desarrollo y diferenciacion, la via de
sefializacion Notch también es de especial interés en el estudio del corazén isquémico y
la regeneracidn cardiaca, y en procesos de angiogénesis y fibrosis:

e Notch en el dafio por isquemia y regeneracion cardiaca

Notch1 juega un importante papel protector en la lesién por I/R. A pesar de que este
receptor no esté activo en células cardiacas adultas, esta via se reactiva tras la lesidn
producida por la reperfusiéon tras el IAM [253]. Notchl actia reduciendo el estrés
oxidativo, regulando la funcién mitocondrial y la mitofagia [254]. También estd
implicado en la supervivencia de los CM, aumentando la expresion de la proteina anti-
apoptotica Bcl-2 y reduciendo la expresion de la proteina pro-apoptdtica Bax [255]. Pei
et al. demostraron que la administracion del ligando JAG1, con la consiguiente
activacion de la via de Noctch, reduce la apoptosis en el miocardio en un modelo de
infarto en ratén, destacando asi el papel cardioprotector de esta via [256][257].

Ademas de tener un papel protector en los CM, la via de Notch participa en la
formacién de tejido y la morfogénesis creando un equilibrio entre la cantidad de células
progenitoras y el nimero de células diferenciadas [258][259]. Se ha demostrado que
blogueando la senal del receptor Notch mediante una molécula inhibidora, se producen
fallos en la diferenciacién de cardiomiocitos y la proliferacién, lo que lleva a un fracaso
de la regeneracion cardiaca tras el dafio tisular [260]. Ademas, mediante andlisis
transcriptdmicos, se demostré que la inhibicion de Notch reducia la expresion de las
moléculas antagonistas de Wnt, incrementando la expresiéon de este y frenando la
proliferacion de los CM y la consiguiente regeneracién cardiaca [261]. Por el contrario,
la activacion de Notch en el endocardio induce las vias de sefializacién de Erbb2 y BMP,
responsables de la reprogramacion y proliferacion de los CM en el miocardio [262][263].

e Notch en la angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
células endoteliales preexistentes. Este proceso se inicia por la liberacién de factores de
crecimiento, como VEGF y es de especial relevancia tras un evento isquémico, ayudando
a la reparacion tisular y disminuyendo el remodelado cardiaco. Se ha observado que
varios componentes de la via de sefalizacion Notch se expresan en las células
endoteliales vasculares y desempefian un importante papel en la angiogénesis,
interactuando con la via de sefalizacion del VEGF [264][265]. Diferentes ligandos de
Notch ejercen efectos diferentes en la regulacion de la angiogénesis, lo que pone de
manifiesto la complejidad de esta ruta. El ligando DLL4 es crucial para inhibir una
angiogénesis en exceso, regulando negativamente receptor del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGFR) [266]. Por el contrario, el ligando JAG1 compite con DLL4
actuando como un potente regulador pro-angiogénico [267,268]. Del mismo modo, se
ha observado la interaccién de la via Notch con el factor inducible por hipoxia-1alpha
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(HIF-1a), el cual se estabiliza en condiciones de isquemia e induce la expresion de VEGF
[269,270]. Estudios previos de nuestro grupo mostraron que las EVs derivadas de MSC
que sobreexpresan HIF-1a presentan un alto contenido en JAG1, lo que sugiere que su
efecto pro-angiogénico se debe, en parte, a su interaccion con la via de Notch [207].

¢ Notch en la fibrosis

Como hemos mencionado anteriormente, uno de los principales mediadores
proinflamatorios que tras un dafo cardiaco es el TGF-B. El TGF-B es un fuerte inductor
de la activacidn de los Fb cardiacos promoviendo su diferenciacién a miofibroblastos. En
este sentido, varios estudios han mostrado que la inhibicién de la via de sefalizacién
Notch induce la diferenciacion a miofibroblastos, exacerbando el remodelado y
reduciendo la funcidn cardiaca, mientras que la sobreexpresidn de estos receptores o la
administracion de sus ligandos puede reducir la fibrosis cardiaca [271-273]. El principal
mecanismo por el cual la via Notch interfiere en la diferenciacién a miofibroblastos es
comportandose como antagonista de la via TGF-B/Smad3 [249].
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1. Hipdtesis

A pesar de las terapias actuales, la cardiopatia isquémica sigue siendo una
enfermedad con alta morbilidad y mortalidad, lo que destaca la necesidad de estrategias
terapéuticas mads efectivas. En este contexto, las MSCs y, en especial sus EVs, han
surgido como opciones prometedoras por sus propiedades regenerativas, pro-
angiogénicas e inmunomoduladoras. Sin embargo, el reto actual se centra en mejorar la
eficacia terapéutica de las EVs con el fin de hacer viable una terapia basada en las
mismas. En este contexto, se plantea que la modificacién genética de las MSCs para
mejorar las propiedades terapéuticas de sus EVs es una estrategia prometedora. Por ello
la hipdtesis del trabajo ha sido la siguiente:

Se postula que tanto la carga de OSM en la superficie de las EVs como la
sobreexpresion de N1ICD y HIF1IA en MSCs para enriquecer sus EVs con factores
terapéuticos, potencien las propiedades cardioprotectoras y cardioregeneradoras de las
EVs.

2. Objetivos

Con el fin de corroborar la hipdtesis se establecieron los siguientes objetivos:

1.1 Generar una linea de MSCs que exprese OSM en la superficie de sus EVs.
1.2 Aislar las EVs y confirmar la presencia de OSM en su superficie.

2.1 Generar una linea de MSCs que sobreexprese N1ICD y HIF1A.
2.2 Aislar la EVs y analizar con profundidad el contenido de moléculas terapéuticas
en comparacioén con las EVs nativas.

3.1 Evaluar el efecto de las EVs modificadas sobre los principales tipos celulares del
corazon in vitro.

3.2 Evaluar el potencial terapéutico de las EVs modificadas en un modelo in vivo de
dafo cardiaco inducido por isoproterenol.
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1. Cultivos celulares
1.1. MISC

Para la realizacién de este trabajo se han empleado MSC obtenidas a partir de pulpa
dentaria de terceros molares humanos. Estas células fueron aisladas previamente por
miembros del grupo y se comprobd su patron de marcadores (CD34, CD45, CD14, CD73,
CD90 y CD105) y su capacidad de diferenciacion osteogénica, adipogénica y
condrogénica para confirmar que se trataba de MSC. Posteriormente, las MSC fueron
inmortalizadas mediante la sobreexpresion del gen hTERT (MSC-T) y se realizaron
pruebas adicionales para comprobar que dicha sobreexpresidon no interferia ni en la
caracteristicas basicas de las células, ni en su patron de marcadores y capacidad de
diferenciacion [274]. Estas MSC-T se han utilizado como base celular para las posteriores
modificaciones genéticas realizadas durante esta tesis con el fin de mejorar su capacidad
terapéutica en enfermedades cardiacas. Las MSC-T se cultivaron en medio Dubelcco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) con baja glucosa suplementado con un 10% de suero
fetal bovino (FBS) a 37 °Cy 5% CO,.

Para el cultivo del resto de MSC-T modificadas que se han usado durante este trabajo
(MSC-T-CD81, MSC-T-CD81-matOSM, MSC-T-CD81-MutOSM, MSC-T-N1ICD y MSC-T-
HIF-N1ICD) se empled FBS libre de tetraciclinas (TTC), ya que todas estas lineas cuentan
con el sistema inducible Tet-On, el cual puede ser activado por la presencia de TTC
residuales.

1.2. Fibroblastos cardiacos humanos (HCF)

Para la realizacion de los experimentos relacionados con la fibrosis cardiaca in vitro
se han empleado fibroblastos cardiacos humanos primarios aislados de ventriculos de
corazones adultos. Estas células fueron adquiridas de PromoCell y se cultivaron con el
medio Fibroblast Growth Medium-3 Bulletkit™ (PromoCell) a 37 °C y 5% CO; para su
crecimiento. Debido a su naturaleza, el cultivo en condiciones estandar de estas células
promueve el aumento paulatino de marcadores profibroticos. Por este motivo, todos
los experimentos de este trabajo fueron realizados con HCF en un pase 4 o inferior.

1.3. Células endoteliales humanas (HUVEC)

Para los experimentos relacionados con funcién endotelial, se han empleado células
primarias endoteliales de vena de corddon umbilical humano (HUVEC). Estas células
provienen de la vena del cordén umbilical de recién nacidos (14 dias o menos) y son
utilizadas frecuentemente para evaluar la capacidad angiogénica in vitro. Las HUVEC se
adquirieron de ATCC y se cultivaron a 37 °Cy 5% CO; para su crecimiento en el medio
Endothelial Cell Growth Medium -2 Bulletkit™ (Lonza).
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1.4. Cardiomiocitos de rata (H9c2)

Los cardiomiocitos adultos son células con una tasa de proliferacién muy reducida, lo
cual dificulta su cultivo y encarece considerablemente el coste de la investigacion al
tener que adquirir constantemente viales. Por este motivo, la linea celular H9c2 esta
ampliamente extendida en el campo de la investigacién cardiovascular como
herramienta efectiva y reproducible para modelar diferentes afecciones cardiacas in
vitro. Las células H9c2 son cardiomioblastos procedentes de tejido cardiaco de rata que
han demostrado tener una respuesta frente a estimulos hipertréficos [275] y un
metabolismo energético frente a situaciones de hipoxia-reoxigenaciéon [276] muy
préximos a los de los cardiomiocitos primarios. Las células H9c2 fueron adquiridas de
ATCC y se cultivaron en DMEM con alta glucosa, suplementado con un 10% de FBS a 37
°Cy 5% CO; para su expansion y mantenimiento.

1.5. Células empaquetadoras (HEK-293T)

La linea celular HEK-293T, una linea embrionaria que proviene de rifidn humano
(ATCC), fue empleada para la produccién de particulas lentivirales. Su rapido
crecimiento y la facilidad a la hora de transfectarlas ha extendido su uso para tales fines.
Estas células se cultivaron en DMEM con alta glucosa, suplementado con un 10% de FBS
a 37 °Cy 5% CO; para su expansién y mantenimiento.

2. Modificacion genética de MSC

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado vectores lentivirales para modificar
genéticamente las MSC. Para ello, se ha seguido el proceso que se detalla a
continuacion.

2.1. Produccion de particulas virales

2.1.1. Transformacioén de bacterias

Para la amplificacién de los pldsmidos, se transformaron bacterias de la cepa
competente Escherichia coli DH5-a (ThermoFisher Scientific). Esta cepa de bacterias no
patdgenas presenta las mutaciones recAl y endAl que ayudan a la insercion del
plasmido, maximizando la eficiencia de transformacion.

La transformacion se llevd a cabo mediante choque térmico: en primer lugar, 100 pl
de la suspensién de bacterias se incubaron con 500 ng del plasmido correspondiente en
hielo durante 20 minutos, y a continuacién, se produjo el choque térmico
introduciéndolas durante 45 segundos en un bafio a 42 °C y nuevamente en hielo
durante 2 minutos. Tras esto, se les afiadié 1 mL de medio LB y se incubaron a 37 °Cen
agitacién (180 rpm) durante 1 hora, con el fin de expandirlas. A continuacidn, se
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centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y el pellet de bacterias se resuspendié en
50 upl de LB. Esta suspensiéon se sembré por estrias en placas Petri previamente
preparadas con LB-agar y ampicilina (100 pug/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la
noche. Los plasmidos utilizados en este trabajo contienen un gen de resistencia a la
ampicilina, de tal forma que al dia siguiente de la incubacidn se seleccionan las colonias
de bacterias que hayan crecido y, por tanto, hayan incorporado el plasmido.

2.1.2. Produccion y aislamiento del plasmido

La colonia de bacterias que haya incorporado el plasmido se pica con una punta de
pipeta estéril y se deposita en un matraz Erlenmeyer con 300 mL de LB con ampicilina
(100 pg/mL) y se deja durante 24 horas a 37 °C en agitacion (180 rpm). Una vez crecidas
las bacterias se procede al aislamiento y purificacién del plasmido mediante el kit
JetStar™ 2.0 Plasmid Maxiprep Kit (Genomed). Siguiendo las indicaciones del fabricante
se obtiene un pellet de ADN plasmidico, que posteriormente se resuspende en agua y
se cuantifica mediante espectrofotometria utilizando el Nanodrop 2000 (Termofisher).
Finalmente, el plasmido se diluye a una concentracién de 1 pg/ml.

2.1.3. Generacion de lentivirus con las células HEK-293T

Las particulas lentivirales se generaron utilizando la linea HEK-293T. Para ello se
procedid de la siguiente manera:

e Dia 1: Siembra de las HEK-293T. Las HEK-293T se siembran en placas de 55
cm? a una densidad de 6-10° células por placa.

e Dia 2: Transfeccion de los plasmidos. Una hora antes de la transfeccién de los
plasmidos se les cambia el medio de cultivo a las HEK-293T por DMEM alto en
glucosa con cloroquina a una concentracién de 25 uM. Durante este tiempo
se preparan las soluciones Ay B (Tabla 2). Una vez preparadas las soluciones
A y B, la solucién A se agrega a la solucidon B gota a gota manteniendo la
solucién B en agitacién ligera en un vértex. Después de eso, la mezcla se deja
quieta durante 10-15 minutos y se afade con cuidado a las células HEK-293T.
Pasadas 8 horas, el medio de cultivo celular se reemplaza por medio de cultivo
de las células a las que vamos a infectar en un futuro, en este caso MSCs
(DMEM bajo en glucosa suplementado con 10% de FBS sin TTC y 1% de P/S),
durante 48 horas. Durante este tiempo, la linea celular empaquetadora
producira particulas lentivirales con la construccion genética de interés en su
interior.

e Dia 4: Recoleccion de las particulas virales. Tras 48 horas, se recoge el
sobrenadante, rico en particulas virales, se centrifuga a 300 g durante 5
minutos y se pasa a través de un filtro de 0,45 um, para limpiar cualquier resto
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celular o debris que pudiera quedar. Una vez hecho esto, se almacena a -80°C
hasta el momento de la infeccién.

Plasmido de interés 5ul
psPAX2 3ul
pMD2.G 1,5 ul

CaCl; 2M 62 ul
H,0 428,5 pl
HBS (2x) * 500 ul

Tabla 2. Soluciones para la transfeccion de plasmidos. La concentracién de los plasmidos
utilizados es de 1 pg/ml. **HEPES tampdn salino: 10mM glucosa, 40mM HEPES, 10mM KCl, 270mM
NaCl, 1.5mM NazHPO, pH 7,1.

2.2. Infeccion de MSCs

El dia previo a la infeccidn, se siembran las MSCs a una densidad de 2.000 células/cm?.
Al dia siguiente, se les afiade las particulas lentivirales suplementadas con el polimero
catidnico polibreno a 8 ug/ml (Sigma-Aldrich), ya que mejora la eficiencia de la infeccidn.
Las MSCs se incuban durante 6 horas junto con los lentivirus y, transcurrido este tiempo,
el medio de las células se reemplaza por DMEM bajo en glucosa suplementado con 10%
FBSsin TTCy 1% P/S. Una vez que incorporan el ADN plasmidico en el genoma, las células
establecen la expresidn constitutiva de la proteina de interés y del gen reportero. El gen
reportero en los plasmidos utilizados fue el de resistencia a la puromicina, excepto en el
pldasmido de hTERT y de HIF-1a, que fueron el gen de resistencia a la higromicina y el de
la GFP respectivamente.

72 horas después de la infeccion se evalua la eficacia de la misma mediante la adicion
de puromicina o higromicina, o mediante citometria de flujo para comprobar el nimero
de células positivas para GFP. Con los genes de resistencia a antibidticos, se consigue
ademas un cultivo puro de células transgénicas, ya que se puede realizar una seleccién
de las mismas con concentraciones relativamente bajas de antibidticos (1 ug/ml durante
72 horas).

3. Aislamiento y caracterizacion de EVs

Para el aislamiento de la EVs en primer lugar se debe preparar el medio de extraccion
de EVs, que es un medio de cultivo libre de EVs. Aunque el FBS se utiliza habitualmente
como suplemento del medio de cultivo para favorecer el crecimiento celular, contiene
un gran numero de EVs que pueden interferir en nuestros analisis y experimentos. Para
evitar esto, el FBS se mezcla al 50% con DMEM bajo en glucosa y se centrifuga a 100.000
g durante 16 horas. Durante este trabajo se utilizd un rotor de angulo fijo 50.2Ti
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(Beckman Coulter) y una ultracentrifuga CD80ONX (Hitachi). Esta mezcla del FBS con
medio de cultivo reduce la viscosidad del FBS y permite una mejor deplecion de
vesiculas. Terminado el ciclo de centrifugacion, se recoge el sobrenadante y se filtra a
través de un filtro de a 0,2 um para retirar posibles contaminantes.

Una vez las células se encuentran en una confluencia cercana al 80-90%, se les retira
el medio, se lavan con PBS para limpiar cualquier posible resto de vesiculas de FBS que
pudieran contener y se les pone el medio de extraccién de EVs. Ademas, se les afiade 1
ug/ml de doxiclina (Sigma) para inducir la expresién de los vectores Tet-on (CD81,
MutOSM-CD81, MatOSM-CD81 y N1ICD). Pasadas 48h, se recoge el medio y se desechan
las placas. El medio condicionado obtenido puede emplearse inmediatamente para
aislar las EVs o almacenarse a -80 °C.

Durante este trabajo se han empleado dos métodos diferentes de aislamiento de
EVs, uno basado en ultracentrifugaciones seriadas y otro basado en filtracién de flujo
tangencial (TFF) seguida de cromatografia por exclusién de tamano (SEC).

3.1. Aislamiento de EVs por ultracentrifugacion

Para el aislamiento de EVs por ultracentrifugacion, en primer lugar, se lleva a cabo
una centrifugaciéon a 2.000 g durante 20 minutos a 4 °C (centrifuga de sobremesa
Eppendorf 5804, rotor A-4-62), seguida de otra a 10.000 g durante 60 minutos también
a 4 °C (centrifuga Hitachi CP100NX, rotor Beckman Coulter 50.2 Ti). De esta forma
eliminamos posibles restos celulares y debris. A continuacién, se filtran los
sobrenadantes a través de un filtro 0,22 um para descartar las EVs de mayor tamafio. El
siguiente paso es concentrar las EVs presentes en el sobrenadante mediante 2 rondas
de centrifugacion a 100.000 g y 4 °C durante 2 horas cada. Entre la primera y la segunda,
se realiza un paso de lavado mediante la resuspensidon del pellet en PBS filtrado.
Finalmente, se resuspende el pellet en 100 ul de PBS y se filtra por un filtro de 0,22 um
para mantener la esterilidad.

3.2. Aislamiento de EVs por TFF y SEC

A lo largo de la realizacién de este trabajo, se implementdé un nuevo método de
aislamiento de EVs en el laboratorio que consta de un primer paso de filtracion de flujo
tangencial, seguido de una cromatografia de exclusion por tamafo. Este método, ofrece
un mayor rendimiento de EVs ademas de un mayor grado de pureza, ya que con la
ultracentrifugacion se arrastran una gran cantidad de proteinas, principalmente del FBS.
Por este motivo, es el método que se utiliza actualmente en nuestro grupo y con el que
se han aislado una parte de las EVs de este trabajo.

En primer lugar, se lleva a cabo una centrifugacién a 2.000 g durante 20 minutos a
4°C (centrifuga de sobremesa Eppendorf 5804, rotor A-4-62) para eliminar restos
celulares, al igual que se hace antes de las ultracentrifugaciones. Después, se pasa el
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sobrenadante por un filtro de 0,22 um y se concentra mediante el uso de los filtros TFF-
Easy (HansaBiomed Life Sciences). EI TFF-Easy es un cartucho filtrante de fibras huecas
fabricado en polisulfona, que permite la concentracion y de pequeias moléculas y
vesiculas. El resultado de la concentracion nos proporciona una reduccién en el volumen
aproximada de 20 veces. A continuacién, se procede a la realizacién de la SEC para
separar la fraccion de las EVs de otras moléculas como proteinas. Este proceso se lleva
a cabo mediante el uso de las columnas comerciales Extracellular Vesicle SEC Columns
de 2 ml (StemCell Technologies).

3.3. Cuantificacion y caracterizacion de las EVs

Como métodos rutinarios de cuantificacion de EV se emplearon el BCA de Pierce y el
analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA):

e BCA: Mediante el ensayo BCA de Pierce (Thermo Fisher) se cuantificaba de
forma rutinaria la cantidad de proteina en nuestros aislados de EVs. Para
ello, las EVs asiladas mediante ultracentrifugacidn, se lisaban con RIPA (1
% de NP40, 0,5 % de desoxicolato, 0,1 % de dodecilsulfato de sodio en
solucion salina tamponada con Tris (TBS), (Sigma-Aldrich)) en una
proporcién 1:1, y se calculaba la concentracién de proteinas con la ayuda
de una curva patrén de albumina de suero bovino (BSA). Esta técnica nos
ofrecia una medida indirecta de la cantidad de EVs. Sin embargo, en la
actualidad el grupo ha optado por la realizacion Unicamente de técnicas de
medicion directas como el NTA.

e NTA: EI NTA es una técnica que ademas de cuantificar la concentracidn de
particulas en nuestros aislados, nos ofrece informacién sobre su tamaio.
De esta forma podemos saber tanto la distribucidén de tamafios como el
tamaio medio de las EVs. Esta informacidn es de gran utilidad a la hora de
utilizar diferentes lotes de EVs, ya que nos sirve como punto de control
adicional para confirmar su homogeneidad. Para realizar esta técnica, se
emplea el sistema NanoSight NS3000 (Malvern Instruments). Las muestras
se diluyen entre 100 y 1000 veces para alcanzar una concentracidn dptima
para las mediciones (2-:10%-2-10° particulas/ml) y se realizan 5 mediciones
por muestra para la obtencién de los resultados.

Para la caracterizacion morfoldgica y fenotipica se utilizaron las técnicas de
microscopia electrénica de transmisidon (TEM) y el analisis por ExoView:

e TEM: La microscopia electrdnica se realizé de acuerdo con el protocolo
descrito previamente por la unidad de microscopia del Centro de
Investigacidn Principe Felipe [219]. Las EVs se diluyeron en PBS, se cargaron
en rejillas recubiertas de carbon Formwar y se contrastaron con acetato de
uranilo al 2 %. Las muestras se examinaron posteriormente con un



Materiales y métodos

microscopio electrénico de transmision FEI Tecnai G2 Spirit y las imagenes
fueron adquiridas con una cadmara CCD Morada (Olympus Soft Image
Solutions GmbH).

e Exoview: El Exoview es un andlisis realizado con el sistema Nanoview
N2000 (actualmente llamado Leprechaun, de Unchained Labs). Este
sistema se basa en la utilizacién de unos chips comerciales que, en nuestro
caso, estan funcionalizados con anticuerpos anti-CD9, anti-CD81 y anti-
CD63. Estos 3 anticuerpos detectan 3 tetraspaninas caracteristicas de los
exosomas y presentes en la mayoria de ellos. Para realizar el analisis con
Exoview, las diferentes muestras de EVs se dejan incubar sobre los chips
toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, los chips se lavan
y se incuban con un cdctel de 3 anticuerpos, anti-CD9, anti-CD81 y anti-
CD63, esta vez conjugados a fluordforos (Figura 10). En nuestro caso, el
anticuerpo anti-CD63, fue sustituido por anti-OSM o anti-JAG1 conjudados
al mismo fluoréforo que el CD63 (ya que el analizador tienes las longitudes
de onda predetermindas). Tras 1 hora, se lavan y se analizan con el
Nanoview N2000. Este andlisis nos permite ver la coeexpresion de las
tetraspaninas y analizar diferentes subpoblaciones de EVs. Ademas, al
sustituir uno de los anticuerpos del kit por uno de nuestra eleccién,
podemos ver el porcentaje de Evs que expresan dichas proteinas en su
superficie (también se podria analizar el cargo mediante un protocolo de
permeabilizacién). Finalmente, el analisis también nos ofrece datos de
tamano, obtenidos mediante interferometria.

! Anticuerpos
EVs Y fluorescentes

© _ Ao M,
CD81 CD63 cD9 © )

D /i LN oy vy

Exoview™ tetraspanin
chip

Figura 10. Captura de EVs con el chip del sistema Exoview. Las EVs se capturan con anticuerpos
anti-tetraspaninas (CD63, CD9 y CD81) y posteriormente se incuban con anticuerpos conjugados
para detectar los marcadores presentes en sus superficie. Tomada de Proteintech [277].

3.4. Analisis protedmico de las EVs

Para analizar el contenido proteico de las EVs se llevé a cabo un analisis protedmico
de los diferentes tipos de EVs (T-EVs, TN-EVs, TH-EVs y THN-EVs), como se habia descrito
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anteriormente [278]. El analisis protedmico se realizé en la instalacion de protedmica
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 ISCIIl y
FEDER. Las muestras se diluyeron en el tampdn de lisis RIPA y se cuantificaron usando
Qubit® Portein Assay Kit (Invitrogen). Un total de 30 ug de las proteinas por muestra se
cargaron en un gel de 12.5% de acrilamida 1D SDS-PAGE. Seguidamente, se corté la
banda con todas las proteinas y fueron digeridas con tripsina. La digestién se detuvo
usando una solucidon del 1% de dacido trifluoroacético 5uL se usaron para una
cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).

Los datos fueron analizados con el software String. Las proteinas se ordenaron
siguiendo una puntuacion llamada Unused Protein Score, la cual se trata de una medida
de comparacién entre las proteinas obtenidas vs las proteinas de la base de datos. Sélo
las proteinas con al menos un Unico péptido y un valor Unused de > 1,2 fueron
consideradas para los siguientes analisis. Se realizd un analisis de enriquecimiento
funcional para detectar las asociaciones entre los diferentes GOs y los grupos
experimentales. Esta caracterizacion funcional nos permitié determinar el conjunto de
procesos biolégicos que se encuentran sobrerrepresentados en nuestro subgrupo de
proteinas. Los procesos bioldgicos diferencialmente expresados se recogen en un
TreeMap usando la funcion web REVIGO que permite la comparacién de resultados
entre grupos y es de especial utilidad para revelar patrones funcionales.

3.5. Analisis de miARNseq de las EVs

Las EVs se resuspendieron en PBS y se enviaron a la Unidad de Gendmica del Centro
de Regulacion Genémica de Barcelona, donde se llevd a cabo la secuenciacién de los
miARNs de las EVs. Las bibliotecas se prepararon utilizando el kit NEBNext® Small RNA
Library Prep Set de lllumina® (E7330), 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 amplificacién de las
bibliotecas se realizd mediante PCR utilizando los cebadores indexados suministrados
en el kit. Todos los pasos de purificacidon se realizaron con beads AgenCourt AMPure XP
(ref. A63882). Las bibliotecas finales se analizaron con el bioanalizador Agilent (5067-
4626) para estimar la cantidad y comprobar la distribucion de tamafos. Se realizé un
pool para realizar la selecciéon de tamafio utilizando geles Novex TBE PAGE al 6 %
(EC6265B0OX) y el conjunto final se cuantific6 mediante gPCR utilizando el kit KAPA
Library Quantification (KK4835, KapaBiosystems). Finalmente se secuenciaron en el
NextSeq2000 de Illlumina.

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 miARN. Se emplearon varios métodos de expresién diferencial para buscar
miARNs alterados entre grupos: prueba binomial negativa de edgeR, modelos de
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regresion de lima y prueba no paramétrica de NOISeq. El modelo edgeR se aplicé a los
recuentos de miARN no normalizados y a la normalizacion proporcionada por CQN,
mientras que el modelo limma se aplicé solo a los datos normalizados por CQN, que
incluian una transformacién logaritmica de los valores de expresidon. Los datos
normalizados por CQN sin transformacién logaritmica se analizaron con el modelo
NOISeq. Para seleccionar los miARNs 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. Seleccionamos
aquellos miARN con recuentos acumulativos superiores a 100 y se realizé un analisis de
enriquecimiento funcional en los miARN seleccionados a través de la plataforma
GeneCodis, tanto para las bases de datos de Ontologia Génica como de KEGG.

4. Analisis de expresion génica
4.1 Analisis de ARN
4.1.1 Extraccion de ARN

Para aislar el ARN de las células, éstas se mantuvieron en hielo y se lavaron con PBS
frio antes de afiadir el tampdn de lisis celular conocido como RLT. Se recogid del pocillo
el lisado celular y se le afiadié el mismo volumen de EtOH 70%. A continuacion, se uso
el kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) para la purificacién de ARN por columnas siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracién de ARN se determiné usando el
espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). La calidad de la
extraccion se evalud usando el ratio 260/280 (indicador de contaminacién por
proteinas) y el ratio 260/230 (indicador de contaminacidn causada por componentes
organicos o agentes caotrépicos). La calidad del ARN se considerd aceptable cuando los
ratios fueron > 1,8 y > 2 respectivamente.

4.1.2 Retrotranscripcion

Una vez aislado y cuantificado el ARN, éste puede usarse como molde para obtener
el DNA complementario (cDNA) por transcripcidn inversa. Para ello, se utilizé el kit
PrimeScript RT Reagent Kit (Takara) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
reaccion se llevéd a cabo en un termociclador Eppendorf partiendo de 1 pg de ARN en
todas las muestras con los siguientes ciclos de temperatura:

1. 15 minutos a 37 °C: La temperatura de 37 °C es éptima para la actividad de la
enzima transcriptasa inversa, que se utiliza para convertir el ARN en cDNA.

2. 5 segundos a 85 °C: Luego, se aumenta la temperatura a 85 °C durante un
corto periodo de tiempo. Esto se hace para desactivar la enzima transcriptasa
inversa y detener la reaccidn de retrotranscripcion.
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3. Finalmente, la reaccidén se enfria a 4 °C para detener cualquier actividad
enzimatica no deseada y estabilizar el cDNA.

Después de la retrotranscripcion, el cDNA resultante se guarda a -20 °C. Al almacenar
el cDNA a esta temperatura, se evita su degradacién y se mantiene estable hasta que
esté listo para su uso en la gPCR.

4.1.3 RT-PCR

Los cebadores (oligonucledtidos cortos de DNA) especificos para cada gen y especie
(humano y rata) fueron disefiados utilizando la herramienta informatica Primer-Blast.
Estos cebadores estdn disefiados para dirigirse a regiones especificas de genes humanos
de interés y amplificar esas regiones durante la qPCR. Los cebadores disefiados se
adquirieron a través de Condalab (Madrid). Para cada reaccién de RT-qPCR, se utilizo
SYBR™ Green PCR Master Mix de Applied Biosystems. Este master mix es una mezcla
que contiene todos los componentes necesarios para la reaccién de PCR, incluyendo la
enzima polimerasa, nucledtidos y SYBR™ Green, un tinte que se une al ADN amplificado
y permite la deteccién en tiempo real. Cada reaccidon de gqPCR contenia los siguientes
componentes: 2 ul de cDNA, 0,34 pl de cada cebador (uno sentido y uno antisentido),
2,32 ul de agua molecular y 5 pl del SYBR™ Green PCR Master Mix, con un volumen
final de 10 ul por reaccion. La reaccion se realizé en placas de 384 pocillos en un sistema
de PCR Viia 7 (Applied Biosystems). Los ciclos de temperatura para la qPCR fueron los
siguientes:

1. Desnaturalizacién inicial: 952C durante 10 minutos.

2. Ciclos de amplificacién: 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos (denominado
desnaturalizacion) seguidos de 60 °C durante 1 minuto (denominado
anillamiento/elongacidn). Durante estos ciclos, se amplificara selectivamente
el ADN de interés si estd presente en la muestra.

3. Curva de melting: En esta etapa, el termociclador calienta la muestra de
manera gradual y controlada, midiendo la fluorescencia en todo momento
para verificar la pureza y especificidad de la amplificacién.

La monitorizacion de la reaccidn se llevé a cabo usando el Sofwtare QuantStudo Real-
Time PCR Software and DataAssist v3.01 (Applied Biosystem). Como control se utilizé el
gen GAPDH. Los cebadores que se han disefado y utilizado en este trabajo se detallan a
continuacion:

AGCGTGGCTATTCCTTCGTT GCAGTGGCCATCTCATTTTC
ACAACAAGCACGACTGCAAA ACTCAGGCTGGGACTCGAT
AGTGGTTTGGATGGTGCCAA GCACCATCATTTCCACGAGC
GCGGGGCAGAGGAGTTAGCC AGTGGGCTAAGGGCACAAGAGAA
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CACAGATCCAGTGACCCACG ACCAATAAGGCAAGCACAGC
TATGAGCAAGGAACCAGAAATAC CCACTTCATGTTGTCTCTTC
CCCCTCTGCTGATGCCCCCA TGACCTTGGCCAGGGGTGCT
AGGTAATGGAGCAAGGATCTGC CCCGAAATCCCAAACTCCGA
AAGAGCCGCTAGGAGCAGAC CCCCGAGTAATTGTTCTCGCT
CACAGCCTGGATATGAA GAATTCTTGGTGTTATATATG
AGCTATTTGCCGACAAGGCT CACTGCCAGGGCTCATTACA
TACAAAGGGATTGCCAGGAC TAGCGCCTCCATCGTAGC
GAATGGTCAATGCGAGTGGC CCGCAGAGGGTTGTATTGGT
GCAAGAACGCCGGGACA CTTGTACTCCGTCAGCGTGAG
CTTCATCTAGTTGTAACTGAG AGAATAAAGTGGCTGCTCAG
CCCCCGGCGGCAATAGCAT TCGGCGCCGGGGAGATACAT
CTTCGGCAAGATCGTCAACC GCCGAAGTCAATGTTGTCGC
CCTGGACTGGGGAAGTCAAC ATCTATCGGAGGGGTCCCAG
TGACGGGCTGAGGTTGTTTT ACACTGTGGCAAGTTTGTGC
GCATCTTCTTGTGCAGTGCC GATGGTGATGGGTTTCCCGT
AGTGAAGAGCCTCCAGAGTTT TCTTCTTCTGGTTGATGAGGCT

Tabla 3. Lista de cebadores empleados para la RT-PCR de mARNs.

4.2 Analisis de miARN
4.2.1 Extraccion de miARN

Para aislar los miARNs de las células, éstas se lavaron con PBS frio antes de afiadir
700 ul del tampodn de lisis celular conocido como Qiazol directamente a las células. El
Qiazol es una solucidn que contiene fenol y guanidina isocianato, y se utiliza para romper
las membranas celulares y liberar los componentes celulares, incluyendo los miARN.
Luego, se mezcla el Qiazol con 140 ul de cloroformo. La adicion de cloroformo ayuda a
separar las fases acuosas y organicas de la muestra. Los miARN se encontraran en la fase
acuosa, mientras que otras moléculas, como proteinas y DNA, estaran en la fase
organica. La mezcla de Qiazol y cloroformo se deja incubar a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Después de la incubacién, los tubos que contienen la mezcla se
centrifugan a alta velocidad (12.000 g) durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C.
La centrifugacion permite separar las fases de manera efectiva, y los miARN se acumulan
en la fase acuosa, que estard en la parte superior de la solucién después de la
centrifugacién. Tras la centrifugacién, se recoge cuidadosamente la fase acuosa. Esta
fase se transfiere a un nuevo tubo sin contaminar con la fase organica y se mezcla con
1,5 volumenes de EtOH 100 %. A continuacion, se emplea el kit miRNeasy Mini Kit
(Qiagen), con el que de manera analoga a como se hace con el ARN, se aislan los miARNs
mediante columnas. Una vez aislados, pueden usarse justo después o congelarse a -80
°C.

69



70

Materiales y métodos

4.2.2 Retrotranscripcion

Para pasar los miARNs a cDNA, se utiliza el kit de transcripcidén inversa miRCURY LNA
Universal RT microARN PCR Kit (Qiagen). Para cada reaccion se mezclan: 2 pl del miARNs
eluido, 2 ul de Buffer de Reaccidn 5x, 1 uL del mix enzimatico y agua libre de nucleasas
alcanzando asi un volumen final de 10 pL. La mezcla se incubd durante 60 min a 42°C
seguido de una inactivacidn de la transcriptasa mediante una incubacién de 5 min a
95°C. Una vez llevada a cabo esta reaccion el producto se congela a -20°C.

4.2.3 RT-PCR

Para la realizacién de la RT-PCR se utiliza el kit miRCURY LNA Universal RT microARN
PCR Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, el cDNA
obtenido en la etapa anterior se diluye en una proporcion de 1:80 en agua libre de
nucleasas. A continuacién, se mezclan para cada reaccién: 4 pl de la dilucién de cDNA, 1
pl de cebador y 5 ul de la Master Mix incluida en el kit, la cual contiene la enzima
polimerasa y los dNTPs.

La reaccién de gPCR se lleva a cabo utilizando el Viia TM 7 Real-Time PCR System de
Applied Biosystems. Los ciclos de temperatura utilizados son los siguientes:

1. Desnaturalizacidn inicial: 95°C durante 10 minutos.
2. Ciclos de amplificacién: 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos seguidos de
60°C durante 1 minuto.

La monitorizacién de la reaccion de gPCR se lleva a cabo utilizando el software
QuantStudio Real-Time PCR Software and DataAssist v3.01 de Applied Biosystems.
Como miARN control se utilizé el miARN U6.

A continuacién, se detallan los cebadores de miARN utilizados en este trabajo
adquiridos de Qiagen:

hsa-miR-30b-5p YP00204765

hsa-miR-30c-5p  YP00204783

hsa-miR-92a-3p  YP00204258

hsa-miR-92b-3p YP00204384

hsa-miR-148a-3p YP00205867
hsa-miR-150-5p YP00204660

hsa-miR-486-5p  YP00204001

hsa-miR-4732-3p YP02106069
U6 snRNA YP00203907
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Tabla 4. Lista de cebadores empleados para la RT-PCR de miARNs.

5. Analisis de expresion de proteinas
5.1 Western blot

5.1.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de las proteinas, las células se lisaron en 100 ul de tampdn RIPA
que contiene inhibidores de proteasas (Complete, Sigma-Aldrich) y fosfatasas
(PhosSTOP, Sigma-Aldrich). Estos inhibidores ayudan a preservar la integridad de las
proteinas y evitan su degradacion durante el proceso de extraccion. Ademas, todo el
proceso de obtencion de extractos se lleva a cabo en hielo para evitar la degradacién
proteica y mantener la integridad de las proteinas. Los extractos se mantienen en hielo
durante 15 minutos, realizando un agitado en un agitador de vortex cada 5 minutos.
Este proceso ayuda a disgregar las muestras y asegura una extraccién efectiva de las
proteinas. Después de la etapa de lisis, los extractos se centrifugan a 4 °C a maxima
velocidad durante 15 minutos utilizando una centrifuga Eppendorf 5417 R. Tras la
centrifugacidén, se recuperan los sobrenadantes, que contienen las proteinas solubles
extraidas de las células. Estos sobrenadantes se utilizardn para la cuantificacién de
proteinas.

5.1.2 Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteinas en los sobrenadantes se cuantifica mediante el método
colorimétrico BCA (Acido bicinconinico). Para ello, se utiliza el BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Cultek) en placas de 96 pocillos. En primer lugar, se prepara una curva patrén
utilizando diferentes concentraciones conocidas de BSA (albumina de suero bovina) en
el tampdén RIPA. Estas concentraciones conocidas se utilizan como referencia. A
continuacion, se afiaden pocillos con 10 ul del extracto proteico de las distintas muestras
a cuantificar. Luego, se agregan 190 pl de la solucién de trabajo del kit BCA sobre los 10
pl de muestra y se incuba a 37 °C durante 30 minutos. Después del periodo de
incubacidén, se mide la absorbancia a 562 nm en un lector de placas. La absorbancia de
las muestras se compara con la curva patrén y se utiliza para calcular la concentracién
de proteina en cada muestra. Los extractos proteicos se pueden conservar a -80 °C hasta
Su uso.

5.1.3 Electroforesis de proteinas

Para separar las proteinas por tamafios se utilizé un gel de SDS-poliacrilamida al 10
%. El tampon de corrida utilizado contiene 27 mM de glicina, 0,1 % de SDS y 50 mM de
tris-HCl. La glicina se utiliza para mantener un pH adecuado y facilitar la migracion de las
proteinas a través del gel. El SDS desnaturaliza las proteinas y les da una carga negativa
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uniforme. Como marcador de peso molecular se utilizd el Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ de BioRad. La electroforesis se realizd a una corriente constante de 50
mA. Se cargaron un total de 35 ug de proteina total por carril. Las proteinas cargadas
negativamente migran a través del gel hacia el polo positivo debido a la carga eléctrica.
Las proteinas mas pequefias se mueven mas rapidamente a través del gel y llegan antes
al extremo positivo, mientras que las proteinas mds grandes se mueven mas lentamente
y se quedan mas atras.

5.1.4 Transferencia y deteccion de proteinas

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas se transfieren desde el gel a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF), en este caso, Immobilon-P de
Millipore. La membrana de PVDF se activa previamente con metanol durante 2 minutos
para facilitar la unién de las proteinas a la membrana. La transferencia se realiza en un
tampdén compuesto por 20 % de metanol, 20 mM de tris y 150 mM de glicina. La
transferencia se lleva a cabo en frio a una corriente constante de 250 mA durante 3
horas. Durante este tiempo, las proteinas migran desde el gel a la membrana. Después
de la transferencia, las membranas se bloquean para evitar la unién no especifica de
anticuerpos. En este caso, se utilizd una solucidon de TBS (Tris-buffered saline) que
contiene un 5 % (p/v) de leche en polvo no grasay un 0,1 % de Tween-20. El bloqueo de
la membrana se realiza durante 1 hora. Una vez bloqueada la membrana, se preparan
los anticuerpos primarios seleccionados a la dilucién deseada y se incuban junto con las
membranas durante toda la noche a 4 °C en agitacién suave. Al dia siguiente, se realizan
3 lavados de 10 minutos cada uno en agitacién con TBS para eliminar los anticuerpos
gue no se hayan unido. A continuacidn, se incuban las membranas con anticuerpos
secundarios marcados con peroxidasa HRP (peroxidasa de rdbano picante) durante 1
hora en agitacion suave. Estos anticuerpos secundarios se unen a los anticuerpos
primarios que se han unido previamente a las proteinas de interés. Finalmente, se
realizan 3 lavados adicionales con TBS para eliminar los anticuerpos secundarios no
unidos.

La membrana se reveld utilizando los kits de quimioluminiscencia ECL Plus de GE
Healthcare y SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate de
ThermoFisher. Las reacciones de quimioluminiscencia generan sefales luminiscentes en
las zonas donde los anticuerpos secundarios unidos a HRP se han unido a las proteinas
de interés. Las sefales de quimioluminiscencia se detectan utilizando un equipo de
imagen, en este caso, el Amershan Imager 600 (GE Healthcare). Las bandas resultantes
se cuantifican utilizando el software de analisis de imagenes Imagel.

5.2 Inmunocitoquimica

Esta técnica de inmunofluorescencia se utilizd para visualizar y cuantificar la
localizacion y expresion de proteinas especificas en células. Para la realizacién de las
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inmunofluorescencias, las células se sembraron previamente en cristales a la densidad
requerida segun el experimento.

Una vez realizado el tratamiento correspondiente, las células se lavaron con PBS frio
(solucidn salina tamponada con fosfato) para eliminar los medios de cultivo y luego se
fijaron con una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4% en frio durante 10 minutos.
La fijacion preserva la estructura celular y las proteinas en su lugar. Tras la fijacidn, las
células se lavaron tres veces con PBS para eliminar el PFA y cualquier otro residuo. Las
células se permeabilizaron y bloquearon con una solucién de bloqueo que contiene PBS,
10 % de suero fetal bovino (FBS) y 1 % de Triton X-100. La permeabilizacién permite que
los anticuerpos puedan penetrar en las células y unirse a las proteinas intracelulares. El
blogueo ayuda a evitar la unién no especifica de los anticuerpos y a reducir el ruido de
fondo. Se incubaron las células con anticuerpos primarios especificos durante toda la
noche a 4°C en una cdmara himeda. Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo
para para inmunofluorescencias con células han sido: anti-aSMA de ratén (dilucién
1/100; clon 1A4; Dako), anti-a-Ki-67 de conejo (dilucion 1/100; Abcam) y a-
teloColagenolal de conejo (dilucion 1/100; Abcam). Al dia siguiente, las células se
lavaron tres veces con PBS para eliminar los anticuerpos primarios no unidos y se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con fluordforos durante 1 hora en
oscuridad. Después de la incubacion, se realizaron tres lavados adicionales con PBS para
eliminar los anticuerpos secundarios no unidos. Los nucleos de las células se tifieron con
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) a una concentracién de 2 pg/mL. Las células se
montaron en portaobjetos con las células hacia abajo utilizando el medio de montaje
FluorSaveTM para preservar la fluorescencia y proteger las muestras. La cuantificacién
de la localizacién de la fluorescencia se realizé utilizando el software ImagelJ. Se tomaron
imagenes de las células marcadas y se cuantificé la intensidad de fluorescencia.

6. Ensayos de Vviabilidad celular vy

citotoxicidad
6.1 CCK-8

El ensayo Cell Counting Kit-8 (CCK-8) es una técnica ampliamente utilizada para
determinar la viabilidad celular en cultivos. Funciona basandose en la capacidad de las
células vivas para reducir la sal de tetrazolio soluble en el medio, lo que genera un
producto coloreado llamado formazan que se puede cuantificar.

En primer lugar, se sembraron células H9C2 en una placa de 96 pocillos a una
densidad de 10.000 células/pocillo. Al dia siguiente se les cambio el medio por medio
DMEM sin glucosa, sin glutamina y sin rojo fenol (Gibco) previamente desoxigenado, y
se introdujeron en un incubador en condiciones de hipoxia (< 1% O3). Estas condiciones
de privacién de oxigeno y glucosa (OGD) se han empleado para simular el estrés sufrido
por los cardiomiocitos en un contexto de oclusion coronaria. Las células permanecieron
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en condiciones OGD con o sin EVs durante 7 horas. Pasado este tiempo, se afadié una
solucién al 10% del reactivo CCK-8 a las células en la placa de cultivo y se incubaron
durante 1-2 horas mas en condiciones de normoxia. Finalmente, se midio la absorbancia
de la solucién de formazan a 460 nm utilizando un lector de placas. La intensidad de la
absorbancia es proporcional al numero de células viables presentes en el cultivo.

6.2 Cuantificacion de la actividad LDH

Con el fin de medir la citotoxicidad provocada por el modelo de OGD en células H9C2,
se cuantificd la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) empleando el kit comercial
Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este
ensayo mide la liberacién de LDH que se produce tras la lisis celular. Para ello, se
sembraron células H9C2 en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000
células/pocillo. Al dia siguiente, las células se incubaron en las condiciones de OGD
previamente descritas con o sin EVs durante 7h. Pasado este tiempo, el sobrenadante
se transfirié a una nueva placa de 96 pocillos y se le afiadié los reactivos del kit siguiendo
las instrucciones del fabricante. La reaccién entre el reactivo y la LDH presente en el
medio de cultivo produce un cambio de color que se puede medir a 492 nm utilizando
un lector de placas multi-pocillo. A mayor absorbancia, mayor cantidad de LDH liberada
y, por tanto, mayor citotoxicidad.

6.3 DCFH-DA

Para medir el nivel de ROS generado por el modelo de OGD, se sembraron 20.000
células H9C2/pocillo en placas de 24 pocillos. Al dia siguiente, las células se incubaron
en las condiciones de OGD previamente descritas con o sin EVs durante 7h. Pasado este
tiempo, se agregd DCFH-DA (Sigma-Aldrich) al medio de cultivo de las células a la
concentracion recomendada por el fabricante y se dejaron incubando durante 20
minutos. En el caso de las células en normoxia, los pocillos se lavaron y se incubaron con
el reactivo en medio sin FBS. El DCFH-DA es una molécula que puede penetrar en las
células y se convierte en diclorofluoresceina (DCFH) cuando es capturada por las células.
Dentro de las células, el DCFH se convierte en DCFH oxidado en presencia de ROS.
Cuanto mayor sea la cantidad de ROS en las células, mayor serd la cantidad de DCFH que
se oxidard. El DCFH oxidada emite fluorescencia verde y permite cuantificar la cantidad
de ROS intracelular mediante citrometria de flujo. Pasados los 20 minutos de incubacion,
las células se levantaron con tripsina y se visualizaron con un citdmetro BD FACSCanto™
Il (BD Biosciencies). Los resultados de la citometria se analizaron con el sotware FlowJo
(FlowJo LLC).
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6.4 MitoSOX

El MitoSOX™ (Invitrogen) es un compuesto fluorogénico utilizado para medir la
produccién de superdxido en las mitocondrias. Los superdxidos son una forma de ROS
gue se generan en las mitocondrias y pueden tener efectos importantes en la funcién
celular y el estrés oxidativo. Para evaluar el nivel de superéxido mitocondrial en células
H9C2 sometidas a OGD, las células se sembraron a una densidad de 20.000
células/pocillo en placas de 24 pocillos. Al dia siguiente, las células en las condiciones de
OGD previamente descritas con o sin EVs durante 7 horas. Transcurrido este tiempo, se
procedid a la tincidon con MitoSOX afadiéndolo al medio a la concentracidn
recomendada por el fabricante (500 nM) y se dejé incubar durante 30 minutos. En el
caso de las células en normoxia, los pocillos se lavaron y se incubaron con el reactivo en
medio sin FBS. Pasados los 30 minutos de incubacidn, las células se levantaron con
tripsina y se visualizaron con un citometro BD FACSCanto™ Il (BD Biosciencies). Los
resultados de la citometria se analizaron con el sotware FlowJo (FlowJo LLC).

7. Modelo de hipertrofia in vitro

Para evaluar la hipertrofia celular sobre CM, se sembraron 20.000 células H9C2 por
pocillo en placas de 24 pocillos. Las células se incubaron durante 24 horas en medio de
cultivo DMEM/F12 (Gibco) sin FBS. A continuacion, las células se estimularon utilizando
DMEM/F12 sin FBS al que se agregd angiotensina Il (Sigma, A9525) a una concentracién
final de 1 uM. La angiotensina Il es una hormona ampliamente utilizada para inducir la
hipertrofia celular, especialmente en células cardiacas y musculares. Las células se
incubaron en estas condiciones estimuladas durante 24 horas con o sin EVs. Tras la
incubacidn, se procedio a la extraccion de ARN de las células (apartado 4.1) para evaluar
cambios en la expresidn de genes relacionados con la hipertrofia.

8. Induccion de la fibrosis in vitro

Para inducir la fibrosis in vitro se sembraron HCF a una de densidad de 25.000
células/cm? y se dejaron adherir durante 24 horas. Posteriormente, el medio de cultivo
se reemplazé con medio de privacién de nutrientes (DMEM con alto contenido de
glucosa, 0,5 % de FBS sin vesiculas, 1 % de aminoacidos no esenciales y 1 % de P/S).
Después de 16 horas, los fibroblastos se estimularon con el medio de estimulaciéon
compuesto por 100 uM de acido L-ascérbico 2-fosfato (Sigma-Aldrich), 3,16 ng/ml de
TGF-B1 recombinante (R&D Systems) y 3,16 pg/ml de sulfato de dextrano (Sigma-
Aldrich), como describieron Palano G. et al. [279]. Las EVs se agregaron a las células al
mismo tiempo que se le afiadié el medio de estimulacién. Los HCF permanecieron en el
medio de estimulacién 24 o 48 horas en funcidn del experimento.
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9. Ensayo de cierre de herida en HCF

El ensayo de cierre de herida es una técnica utilizada para evaluar la capacidad de
migracion de células en cultivo, en este caso, HCF. Para ello los HCF se sembraron en
placas de 48 pocillos con 4-10* células por pocillo, con el objetivo de que al dia siguiente
cada pocillo esté con una confluencia adecuada para el ensayo (alrededor del 80%). En
ese momento, se les afadié el medio de estimulacion y los tratamientos
correspondientes y se incubaron durante 24 horas mas. Pasado este tiempo, se realizd
una incision uniforme en la monocapa de células en cada pocillo utilizando para ello una
punta de pipeta y creando asi una “herida” o area libre de células. A continuacion, se
lavaron los pocillos cuidadosamente para eliminar cualquier resto celular suelto que
hubiera podido quedar y se cambdé el medio de cultivo a FGM-3. Entonces, se
adquirieron las imagenes iniciales (tiempo 0) de las heridas, y luego a diferentes tiempos
hasta que la herida se cerrara en alguna de las condiciones (en nuestro caso 24 horas).
Finalmente, se utilizé el software de analisis de imagenes Imagel para cuantificar el drea
cerrada en cada imagen y calcular el porcentaje de cierre de la herida en funcién del
tiempo.

10. Ensayo de formacién de tubos en
Matrigel

El ensayo de formacion de tubos en Matrigel se llevé a cabo para evaluar la
angiogénesis. El Matrigel proporciona una matriz tridimensional que imita las
condiciones naturales del tejido y permite que las células interactlien y se organicen de
manera similar a como lo harian en el cuerpo. Como resultado, las células forman
estructuras tubulares que se asemejan a pequefios vasos sanguineos, y esto nos sirvid
para evaluar la capacidad angiogénica de las células tras el tratamiento con las
diferentes EVs.

En primer lugar, se prepararon las placas con 50 pl de Matrigel Growth Factor
Reduced (BD Biosciences) en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. La placa se
centrifugé durante 12 segundos a velocidad baja para distribuir uniformemente el
Matrigel en el fondo de cada pocillo, y luego se incubd durante 15 minutos a 37°C para
gue el Matrigel solificase.

Una vez preparada la placa, se sembraron 5.000 células HUVEC por pocillo, se les
afadidé los tratamientos correspondientes y se incubaron en condiciones de hipoxia
durante 9 horas. Tras esto, se adquirieron las imagenes en un microscopio invertido
Leica DM6000 y se analizaron diferentes parametros relacionados con la angiogénesis
con el software WimTube de Wimasis.
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11. Modelos in vivo

Todos los procedimientos experimentales que implican el uso de animales fueron
aprobados por los comités institucionales de ética y cuidado animal de acuerdo con las
directrices de la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo sobre la proteccion de
los animales utilizados con fines cientificos, aplicada en la legislacidn espanola mediante
el Real Decreto 1201. /2005.

11.1 Modelo de insuficiencia cardiaca inducida por

isoproterenol

La Generalitat Valenciana autorizé el procedimiento 2021/VSC/PEA/0214 para el
modelo de insuficiencia cardiaca inducida por isoproterenol (ISO). Para realizar este
modelo, se seleccionaron ratones macho adultos de la cepa C3H/HeNCrl de 10 a 14
semanas de edad, con un peso de 35 a 40 g (Charles River Laboratories). Los ratones se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (n = 5 en cada grupo):
grupo con ISO, ratones tratados con CD81-EVs (ISO + CD81-EVs), ratones tratados con
mutOSM-CD81-EVs (ISO + mutOSM-CD81-EVs) y ratones tratados con THN-EVs (ISO +
THN-EVs).

El dafio cardiaco se indujo mediante la infusidon subcutdnea de isoproterenol (15627,
Sigma-Aldrich) durante 5 dias consecutivos. El ISO actia aumentando el ritmo cardiaco,
lo cual conduce a un desbalance entre de demanda/aporte de oxigeno y nutrientes al
musculo cardiaco que acaba produciendo la muerte y necrosis de los cardiomiocitos. La
dosis utilizada fue de 150 mg/kg/dia. Después de la primera inyeccidn de isoproterenol,
se inyectaron intraperitonealmente 100 pg de EVs a los ratones del grupo ISO+CD81-
EVs, del grupo ISO+mutOSM-CD81-EVs y del grupo ISO+THN-EVs. Una semana después,
los mismos grupos recibieron una segunda inyeccion intraperitoneal con 50 pg de EVs.
Se inyectaron voliumenes equivalentes de PBS en el grupo ISO. Se realizd la eutanasia
después de 21 dias y se resecaron los tejidos cardiacos para su posterior analisis.

11.2 Modelo de estenosis adrtica mediante constriccion

La Generalitat Valenciana autorizé el procedimiento 2020/VSC/PEA/0174
constriccién de la aorta transversa (TAC). Para realizar este modelo se emplearon
ratones macho adultos de la cepa C57BL/6J de 8 a 12 semanas de edad, con un peso de
ente 27 y 32 g (Charles River Laboratories).

Se eligid hacer este modelo debido a las similitudes que el mismo tiene con Ia
estenosis clinica en humanos en cuanto a la progresion hacia la fibrosis y la insuficiencia
cardiaca. En primer lugar, los ratones son anestesiados con fentanilo y
dexmedetomidina y sedados con 2% de sevoflurano y respiracion asistida. A
continuacion, se le realiza una toracotomia y se aisla el arco adrtico pasando una sutura
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de seda 6/0 entre el tronco braquicefalico y la carétida izquierda. Se coloca una aguja
de 27G que hara de tope a la hora de realizar el nudo y un vez hecho éste, se retira la
aguja dejando una luz en ese punto equivalente al tamafio de la aguja. Finalmente se
cose y cierra la incisién. Al terminar la operacion y los dias posteriores se les inyecta
analgesia a los ratones (buprenorfina). Los animales son sacrificados 28 dias después de
la operacién para la extraccion y andlisis del tejido cardiaco.

11.3 Sacrificio y perfusion

Una vez llegados al punto final de cada modelo, se procede al sacrificio del animal
para extraer el corazon. En primer lugar, se inyectan al animal 0,15 ml de tiopental por
via intraperitoneal y se deja que haga efecto. Una vez que se comprueba que el ratén
deja de responder a estimulos en la pata se procede a abrir la cavidad toracica del animal
hasta dejar el corazon visible. Se inyecta una palometa por el apex del corazén y se
perfora la auricula derecha para dejar salir las soluciones que se van a perfundir. Se
empieza perfundiendo 5 ml de cloruro de potasio para detener el corazén en didstole.
Seguidamente se pasa otros 5 ml de suero salino y finalmente se perfunde con 20 ml de
PFA al 2%. Una vez pasado este volumen, se reseca el corazén y se retiran las auriculas
para facilitar la penetracion del PFA. Los corazones se dejan a 4 °C en PFA durante toda
la nochey al dia siguiente se les realizan 5 lavados con tampdn fosfato 0,1 M durante 15
minutos.

12. Histologia

12.1 Inclusion en parafina

Una vez se ha fijado el tejido se procede a su inclusién en parafina para poder
cortarlo. Para ello las muestras de tejido se someten al siguiente protocolo:

¢ Etanol al 70% durante la noche en agitacion (225 rpm) y a 4°C

e EtOH al 70% durante 1h en agitacion

¢ EtOH al 96% durante 1 h (2 veces) en agitacién

¢ EtOH al 100% durante 1 h (2 veces) en agitacion

¢ Xilol durante 30 min (2 veces) en agitacién

e El tejido se cambia a parafina “sucia” durante 1 h (estufa a 60°C)

¢ El tejido se cambia a parafina “limpia” y se deja tota la noche en la estufa a 60°C

¢ Al dia siguiente se incluyen los tejidos en los “casettes” para generar los bloques.
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12.2 Corte y desparafinado

Una vez tenemos el tejido en bloques de parafina, se cortan en un microtomo a 5 um
de grosory se depositan sobre portaobjetos recubiertos de gelatina-alumbre para poder
proceder a la visualizacion por microscopio éptico. Para realizar cualquier tincidon acuosa
o inmunofluorescencia los cortes han de desparafinarse. Para ello se sigue el siguiente
protocolo:

¢ Se mantienen los cortes sobre los portaobjetos en estufa a 602C durante 25 minutos
e Xilol durante 10 min (2 veces)

¢ EtOH 100% durante 10 min (2 veces)

e EtOH 96% durante 10 minutos

e EtOH 70% durante 10 minutos.

* Mantener en agua destilada hasta empezar la tincién

12.3 Tincion con Picrosirius Rojo

Una vez desparafinado el tejido, se procedio al siguiente protocolo para llevar a cabo
la tincidn:

e Preparacién del Picrosirius Rojo: Por una parte, se mezclaron 4 g de Acido Picrico
(Sigma-Aldrich) saturado con 90 ml de agua destilada y se agité durante 30 min. Por
otra, se pesaron 0,1 g de Direct Red 80 (Sigma-Aldrich) y se disolvieron en 10 ml de
agua destilada. Mezclamos ambas disoluciones y esperamos 48 horas. Finalmente, lo
filtramos en el momento de usar.

¢ Incubar las muestras con Pircrosirius Rojo a temperatura ambiente durante 30
minutos

 Transferir a agua acética (0,5 % de acido acético en agua) durante 5 min (2 veces)
e EtOH 100% durante 5 min (2 veces)

e Xilol durante 5 min (2 veces)

¢ Se mantiene en xilol hasta el montaje

¢ Tras el montaje, los portaobjetos se visualizaron con un microscopio digital Leica
DMD108 (Leica Microsystems).

12.4 Inmunofluorescencias en tejido

Antes de realizar inmunofluorescencias en tejido, se procedid al
desenmascaramiento antigénico de la siguiente manera:
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® Preparacion del tampdn de Tris-EDTA: 10mM Tris Base, 1ImM EDTA, 0,05% Tween
20, pH 9.0

* Precalentar el bafio de agua con un recipiente de tincién que contenga tampdn Tris-
EDTA hasta que la temperatura alcance 95-100 °C.

e Sumergir los portaobjetos en el recipiente de tincidn e incubar durante 20 minutos.

¢ Apagar el bafio de agua, retirar el recipiente de tincidén a temperatura ambiente y
dejar que los portaobjetos se enfrien durante 20 minutos.

Una vez hecho realizada la recuperacién antigénica, los cortes se bloquean con suero
de el suero apropiado durante 1 hora y se incubaron durante la noche en una cdmara
humidificada a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios:

anti-POSTN de conejo (dilucién 1/100; ProteinTech)
anti-CD31 de conejo (dilucion 1/200; clon M-20; Santa Cruz)
anti-aSMA de ratén (dilucién, 1/100; clon 1A4; Dako)
anti-F4/F80 de rata (dilucion 1/200; Abcam)

anti-CD274 de conejo (dilucién 1/200; AB Clonal A11273)
anti-CD206 de conejo (dilucién 1/200; Abcam)

Al dia siguiente los portaobjetos se lavaron tres veces durante 5 minutos en PBS.
Luego, se incubaron con el anticuerpo secundarios anti-IgG de rata, ratén o conejo
conjugados a diferentes fluoréforos durante 1 hora a temperatura ambiente. En el caso
de la tincidn con aglutinina de germen de trigo (WGA), las secciones se incubaron con
WGA-Texas Red (Invitrogen) a una concentracién de 1 ug/ml. A continuacion, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS. Para detectar el nucleo celular, estos se
tiferon con DAPI (0,5 pug/ml) y los portaobjetos se montaron con el reactivo FluorSave™
(Merck Millipore). Las secciones se visualizaron bajo el microscopio fluorescente Leica
DM2500 (Leica Microsystems). El procesamiento final de las imdgenes y la cuantificacion
se realizaron con el software Imagel.

13. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacién estandar (SD) o error estandar de la
media (SEM), segun se especifica en cada experimento. Se utilizé la prueba t de Student,
pareado o no pareado dependiendo del experimento, para comparar la media de una
variable en dos grupos experimentales con una distribucion normal. Cuando Ia
distribucién no se ajustaba a la normalidad se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Se
utilizé el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de la prueba post hoc de Tukey
para comparar las medias de una variable entre 3 0 mas grupos. Los analisis se realizaron
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con el software Prism 8 de GraphPad. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas con un p < 0,05 con un intervalo de confianza del 95%.
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Durante este esta tesis se ha trabajado en la mejora de genética de las MSCs con el

fin de potenciar las propiedades terapéuticas de sus EVs. En la Figura 11a se muestra un

esquema del flujo de trabajo seguido para alcanzar los objetivos.

Los resultados obtenidos se han dividido en dos secciones principales que

corresponden a las dos estrategias adoptadas para mejorar las EVs (Figura 11b). En la

primera parte de la tesis, se presentardn los resultados derivados de la modificacion

directa del contenido de las EVs, enriqueciendo su superficie con Oncostatina M. En la

segunda parte de la tesis, se expondran los resultados obtenidos a través de la

modificacidn indirecta del contenido de las EVs, lograda mediante el “priming” genético.

Transduccion
lentiviral

Modificacion
directa del cargo

Cargo fusionado a
proteinas constitutivas
de las EVs

. emms |
= -8

Supervivencia de
cardiomiocitos

o

/N Angiogenesis

- Fibrosis

Aislamiento de Tratamiento de
EVs cardiopatias - . )
isquémicas .

Inmunomeodulacién

Modificacion
indirecta del cargo

MSC

\

EVs cargadas con
biomoléculas resultantes
de la alteracion de la MSC

Figura 11. Resumen grafico del trabajo. (a) Esquema general del procedimiento experimental

seguido durante este trabajo. Se ha modificado genéticamente MSCs con diferentes plasmidos y

se ha procedido al aislamiento y caracterizacién de las EVs derivadas de las mismas para su

posterior evaluacién en modelos in vivo e in vitro de dafo cardiaco. (b) Las dos principales
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propuestas de modificacién que se han estudiado han sido la modificacién directa de la superficie
de las vesiculas (sobreexpresion de OSM ligada a CD81TM) y la modificacién indirecta del cargo,
mediante un priming genético de las MSCs (sobreexpresién de HIF1a, N1ICD, o ambas).

1. Sobreexpresion de OSM fusionada a CD81

en MSC
1.1 Generacion de la linea de MSC-OSM

A lo largo de este trabajo se han realizado diferentes tipos de modificaciones
genéticas mediante vectores lentivirales sobre MSC con el fin de mejorar su capacidad
terapéutica. Para ello se han utilizado MSC aisladas de pulpa dental, a las cuales se les
introdujo la sobreexpresion del gen de la telomerasa reversa (TERT; MSC-T). La
expresion constitutiva de TERT impide el acortamiento de los telémeros y, en
consecuencia, que las células no entren en senescencia. Esta modificacién es realmente
importante ya que nos permite por un lado alargar la vida util de las células, evitando
tener que cambiar de biopsia, y, por otro lado, permite una mayor estandarizacion de
las EVs que se obtienen de las mismas, aumentando asi la reproducibilidad de los
resultados [274].

Para la sobreexpresién dirigida de OSM en EVs se fusiond ésta con CD81TM. CD81TM
es una construccién que consiste en la hélice transmembrana de PDGFRp fusionada con
el extremo N-terminal de CD81, proteina principalmente dirigida a EVs. Esta
construccion asegura la expresion extraluminal en la superficie de las EVs de cualquier
proteina que se fusione a la regién de la hélice transmembrana [280].

Como se ha comentado en la introduccidn, la secuencia de la OSM consta de un
propéptido (PP), de un péptido sefial (PS) y de la cadena principal. Antes de ser liberada
al espacio extracelular, la OSM se procesa enzimaticamente hasta alcanzar su forma
madura. El procesamiento ocurre en dos sitios de escision (SE): uno entre el PS y la
cadena principal y el otro entre la cadena principal y el PP (Figura 12). Experimentos
previos del grupo demostraron que, en condiciones fisioldgicas, el producto de la fusién
entre OSM y CD81TM era escindido en el sitio de escisiéon 1y, por tanto, la OSM no
llegaba a estar presente en las EVs. Para evitar el problema que supone la escision y
lograr una correcta carga de OSM en las EVs, se disefiaron dos versiones mutadas de la
OSM que incluian una modificacion de secuencia especifica para sustituir una arginina
(R) por una glicina (G) en el SE2 (Figura 12, posiciones media y derecha), evitando que
sea reconocido por proteasas. Esta mutacién se ubica entre la cadena principal y el PP.
La primera variante contenia la secuencia de la OSM sin la secuencia PP (matOSM, que
se muestra en el medio), y la segunda variante incluia la secuencia completa de la OSM
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(mutOSM, que se muestra a la derecha). En ambas variantes, la secuencia de la OSM se
fusiond con CD81TM.

Una vez disefiados los diferentes plasmidos, se transfectaron a la linea de MSC-T. De
esta forma se obtuvieron dos lineas con sobreexpresion de OSM, una con el plasmido
de la variante matOSM, y otra con el plasmido de la variante mutOSM, ambas
conectadas a CD81TM para asegurar su disposiciéon en la superficie de las EVs. Por
ultimo, se diseid una tercera linea que contenia solo CD81TM para obtener EVs control.
En todos los casos, la expresion de OSM se regulé mediante un promotor inducible (Tet-
on), ya que experimentos previos habian mostrado que la expresion constitutiva o la
exposicion de MSC a OSM recombinante (rhOSM) reducia la tasa de migracion y
proliferacién celular.

Espacio extracelular

OsM MutOSM
(24 kDa) (24 kDa)
. MatOSM ! :
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CD81TM (25 kDa) CD81TM (25 kDa) CD81TM (25 kDa)

Limen de las EVs

Figura 12. Generacion de MSC-EVs cargadas con OSM mediante la modificacion de la secuencia
de la OSM y su fusiéon a CD81TM. Esquema de la estructura de la proteina nativa y las proteinas

recombinantes, sefialando las variantes introducidas en la secuencia de la OSM. La secuencia del
dominio PP se elimind en la OSM maduro (matOSM) y se introdujo una mutacion de nucleétidos
para cambiar una R por una G en el SE2 para bloquear la escisién de la matOSM de la membrana
de las EVs. La secuencia de la OSM completa se mantuvo en versién llamada OSM mutante
(mutOSM), pero se introdujo la misma mutacién R a G en el SE2. Tanto las secuencias matOSM
como mutOSM estdn ancladas a CD81TM para favorecer su disposicion hacia el espacio
extraluminal en la superficie de las EVs. Las tijeras representan dénde se produce la escisién de la
OSM, mientras que las cruces rojas representan donde no se produce la escisiéon. OSM, oncostatina
M; SP, péptido sefial; SE, sitio de escisidn; PP, propéptido; R, arginina; G, glicina, EVs, vesiculas
extracelulares.
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Tras la transduccién lentiviral, se expandieron las nuevas lineas de MSC-T
genéticamente modificadas (que, de ahora en adelante, se denominaran CD81,
MatOSM-CD81 y MutOSM-CD81), y se aislaron y caracterizaron las EVs liberadas por las
mismas. También se incluyeron células MSC-T sin ninguna transfeccidén posterior y sus
EVs como control adicional a las MSC-CD81. En la Figura 13 se muestra una
representacion esquematica del proceso. El éxito de la transduccién se evalué midiendo
la expresion de GFP (presente en todos los plasmidos como una unidad de transcripcién
separada controlada por un promotor constitutivo), utilizando citometria de flujo. Mas
del 87 % de las células MSC-T transducidas con los diferentes plasmidos dieron positivo
para GFP, y el porcentaje de células positivas para GFP se mantuvo por encima del 85 %
en las tres lineas celulares generadas durante los pases celulares para los experimentos.
La evaluacion de un perfil de marcador de MSC establecido por el Comité de células
madre de tejidos y mesenquimales [40] mostrd que la transduccidon de MSC-T no cambié
la identidad de las células MSC. Para la expansién y el aislamiento de las EVs, se
incubaron las células MSC-T, MSC-T-CD81, MSC-T-MatOSM-CD81 y MSC-T-MutOSM-
CD81 en medio de recoleccién (MR) de EVs, que contenia 1 pg/ml de doxiciclina, durante
48 horas (Figura 13). Pasadas las 48 horas, se recogio el medio de las placas de cultivo y
se utilizé para el aislamiento de EVs mediante ultracentrifugaciéon diferencial y filtracién
(Figura 13).
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Figura 13. Representacion esquematica del flujo de trabajo seguido para la obtencion y
evaluacién de las EVs cargadas con OSM. Paso 1: Generacién de las lineas de MSC-T con las
diferentes construcciones. Se utilizaron lentivirus que contenian los vectores para la
sobreexpresion CD81, matOSM-CD81 o mutOSM-CD81. Paso 2: Expansion de las diferentes lineas
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de MSCs y aislamiento de las EVs. Una vez expandidas las MSCs, se incubaron con medio libre de
EVs junto con doxiciclina (para la induccidn de las expresiéon) durante 48 h para la recoleccién de
sobrenadante. Las EVs se aislaron mediante ultracentrifugaciones seriadas vy filtracién. Paso 3:
Cuantificacion de las EVs mediante BCA y NTA, caracterizacién mediante ExoView y TEM, y
evaluacién de su potencial terapéutico en modelos celulares y animales.

Las EVs aisladas del medio de cultivo de MSC-T, MSC-T-CD81, MSC-T-MatOSM-CD81
y MSC-T-MutOSM-CD81 se caracterizaron mediante microscopia electréonica y NTA. La
microscopia electrénica mostré que los cuatro grupos de EVs exhibian la morfologia
convexa esperada, caracteristica de vesiculas lipidicas (Figura 14a), mientras que el NTA
reveld una distribucién de tamafos similar en todos los grupos, poseyendo la mayoria
de las particulas un tamafio de entre 90 y 150 nm (Figura 14b y c). Ademas, la
concentracion de particulas aisladas a partir de la misma cantidad de medio después de
sembrar el mismo nimero de células de cada tipo fue similar en todos los grupos, lo que
indica que las modificaciones genéticas no influyeron en la secrecidon de EVs (control-
EVs, 7.62 x 108 + 4,8 x 107 particulas/mL, CD81-EVs; 9,71 x 108 + 4,93 x 107 particulas/mL;
matOSM-CD81-EVs, 1,12 x 10° + 1,26 x 102 particulas/mL y mutOSM-CD81-EVs; 9,18 x
108 + 1,08 x 108 particulas/mL).

a Ctrl-EVs CD81-EVs

b c
E H W 300-1000 [ 100-200
£ > Ctrl-EV: £ CDB1-EVs
1810 i ERESLY W 200-300 [ o0-100
1.2:10° 5 12107
0.6:107 3 06107 = 120
4 -3 w
H -] i
0. - § o) ) § 100
S 0 200 400 600 800 1000 < 0 200 400 600 800 1000 b=
Tamaiio (nm) Tamafio (nm) -3 80+
P @
X . Mat0SM-CD81-EV: £ MutOSM-CD81-EV T 607
18107 | a -CDB1-EVs £ 1810 Y s 5
| E =]
= 40
1.2:107 H 7 g
i f1210 8
£ g 20
T 0.6107 1 '—; 0.6-107 §
£ 0-
o . - i S g o = — R I ]
< 0 200 400 600 800 1000 ] 0 200 400 600 800 1000 \Z %-C" ‘9“' %-»‘"
Tamafio (nm) Tamaiio (nm) Y & S‘O ;9
&
o 0
&
&

88



Resultados

Figura 14. Las modificaciones genéticas de las MSCs no afectan a la morfologia ni distribucién de
tamainos de sus EVs. (a) Imdgenes representativas de EVs obtenidas mediante microscopia
electrénica de transmision (barra de escala = 100 nm). (b,c) Resultado del NTA donde se aprecia el
tamafio promedio de las EVs (nm) y los histogramas de distribucién de tamafio de las EVs.

Finalmente, las EVs aisladas se analizaron también utilizando la plataforma ExoView
(ExoView® R100; NanoView Biosciences, Boston, MA, EE. UU.) para |la
inmunofenotipificacién de las diferentes subpoblaciones de EV. Las EVs se capturaron e
inmovilizaron en una matriz de sustrato de silicio funcionalizada con tres anticuerpos
contra proteinas comunes en la membrana de las EVs, las tetraspaninas CD63, CD81 y
CD9, cada uno en un spot diferente del chip. Ademas, se usé un spot adicional
funcionalizado con un isotipo I1gG como control de adsorcién no especifica de EVs al
sustrato del chip.

La plataforma ExoView ofrece la posibilidad de realizar un analisis multiplexado de
las EVs mediante su tincién con anticuerpos conjugados a fluordforos tras su captura en
el chip. Los anticuerpos incluidos en el kit detectan las tetraspaninas CD63, CD81 y CD9.
De este forma se pueden diferenciar distintas poblaciones de EVs segln la co-expresion
de estas 3 proteinas. Sin embargo, el ExoView también ofrece la posibilidad de sustituir
uno de estos 3 anticuerpos por algun otro de interés, siempre conjugado al mismo
fluoréforo al que sustituye. En nuestro caso, asesorados por el personal técnico de
Nanoview Biosciences, se decidid sustituir el anticuerpo anti-CD63 por el anticuerpo
anti-OSM. Por este motivo, la informacion ofrecida por el spot funcionalizado con anti-
CD63 (Figura 15b) es superior a la de los spots con anti-CD81 y anti-CD9 (Figuras 15c y
d, respectivamente), ya que estos no aportan ninguna informacion sobre CD63.

El nimero de EVs doble positivas para CD63/CD81 y CD63/CD9 no cambid entre los
cuatro grupos experimentales (Figura 15a). Sin embargo, la sobreexpresién de CD81
promovid la liberacién de EVs triple positivas para CD63/CD81/CD9 parte de las MSCs
(Figura 15b). Como se esperaba, una pequefia parte de las EVs de los grupos
experimentales MatOSM-CD81 y MutOSM-CD81 mostrd la presencia de OSM en su
superficie, independientemente del spot donde fueron capturadas (Figuras 15a-d).

La proporcion de EVs positivas para OSM fue similar en las matOSM-CD81 y mutOSM-
CD81, lo que indica que la presencia del PP no influye en la distribucion de la proteina
recombinante en la superficie de las EVs. Estos resultados demuestran la viabilidad de
anclar una citoquina tipicamente soluble (OSM) en las EVs secretadas por MSC-T
mediante la modificacion de un Unico aminoacido en su secuencia. También es
importante destacar que tanto las células modificadas genéticamente como sus EVs no
mostraron cambios notables en sus caracteristicas después de la introduccion de las
nuevas proteinas recombinantes.
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Figura 15. Las EVs derivadas de MSCs modificadas genéticamente llevan las proteinas
recombinantes mat/mutOSM en su superficie. (a) Analisis ExoView que muestra el porcentaje de
EVs positivas para OSM, CD81 o CD9 en aislados de las diferentes lineas de MSCs, tras la captura
con CD63. Se representa la media + SD. Los graficos circulares que muestran la co-expresion de las
diferentes proteinas (OSM, CD81 y CD9) en EVs capturadas con (b) CD63, (c) CD9 o (d) CD81.
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1.2 La expresion de los receptores de OSM en fibroblastos
ventriculares humanos aumenta tras la estimulacion con
TGF-B1

En estudios previos, se ha descrito el potencial de la OSM para contrarrestar los
efectos profibréticos del TGF-B1 en modelos de isquemia cardiaca [242,243]. Para
ejercer su funcidn, la OSM debe secretarse en el espacio extracelular e interactuar con
el receptor de tipo | (heterodimero compuesto por IL-31RA/LIF-R y GP130) o el receptor
de tipo Il (heterodimero compuesto por IL-31RB y GP130) en las células diana. Por lo
tanto, se procedio a evaluar los niveles de proteina de estos tres receptores de la OSM
en HCF procedentes del ventriculo. Para ello se obtuvieron extractos de proteina de HCF
tras la privacién de glucosa y FBS (Starved) y a diferentes puntos de tiempo después de
la estimulacién in vitro con un céctel profibrético que se compone de acido L-ascérbico

2-fosfato, sulfato de dextrano y TGF-B1. Como control se usaron HCF con su medio
habitual (FGM-3).
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Figura 16. Los niveles de las proteinas que forman los complejos receptores de la OSM (GP130 e
IL-31RA) aumentan después de la estimulacion de HCF in vitro. (a) Imagenes representativas de
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los Western Blot de GP130, IL-31RA e IL-31RB, y de B-tubulina (Tub) como control de carga. La
muestras de proteina se tomaron en condiciones basales (Ctrl, medio FGM-3), en condiciones de
deprivacion de nutrientes (glucosa y FBS) (Starved, medio DMEM sin FBS) y tras la estimulacion
pro-fibrdtica (Estimuladas, medio de inanicidn junto con un cdctel profibrético basado en sulfato
de dextrano, acido L-ascorbico 2-fosfato y TGF-B1). (b) Cuantificacidon de la expresidn de la proteina
GP130. (c) Cuantificacidn de la expresion de la proteina IL-31RB. (d) Cuantificacidn de la expresion
de la proteina IL-31RA. El contenido de proteina se midi6 mediante densitometria en Imagel
utilizando la Tub como control de carga para cada condicién. Los pertenecen a tres experimentos
independientes y se analizaron con ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey, utilizando los valores
Ctrl como referencia. Se representa la media = SD (* p < 0,05; *** p < 0,001).

La transferencia de Western (Figura 16a-d) mostré que los niveles del receptor IL-
31RA eran comparables entre las células de la condicion control y las células de la
condicién “Starved”, pero aumentaron significativamente 2 h después de la
estimulacion con el céctel pro-fibrético, lo que apunta a una produccion rapida de esta
proteina bajo estos condiciones experimentales (p < 0,05 después de 2 h de
estimulacion). La expresion de la proteina GP130 fue mayor en las células privadas de
alimento que en las células de control y aumentd de 0,5 a 2 h de estimulacion (p < 0,05).
Finalmente, en contraste con IL-31RA, los niveles de IL-31RB fueron significativamente
menores en las células HCF-V a partir de las 4 h de estimulacién (p < 0,05 tras 4 h de
estimulacion y p < 0,001 tras 24 y 48 h de estimulacidn).

Estos resultados indican que los receptores implicados en la activacién de la via de
sefializacion de la OSM estan regulados positivamente en fibroblastos cardiacos
sometidos a privacién de nutrientes y en los primeros momentos tras la estimulacion de
la fibrosis in vitro, lo que apunta a su posible capacidad de respuesta frente a las EVs
enriquecidas con OSM.

1.3 Las MutOSM-CD81-EVs suprimen la proliferacion de
fibroblastos ventriculares cardiacos humanos después de la
privacion de nutrientes

Para evaluar el potencial de las EVs enriquecidas con OSM sobre la proliferacion de
HCF, se tifleron y cuantificaron los nucleos con Ki-67. En primer lugar, se incubaron los
HCF en medio de privaciéon (DMEM bajo en glucosa, 0,1% FBS y 1% NEAA) con o sin EVs
durante 24 horas. Como se observa en la Figura 17 las células no tratadas y las tratadas
con Ctrl-EVs y CD81-EVs mostraron tasas de proliferacién similares (27,49 + 3,06%, 31,80
+2,61%y 32,18 £ 0,28%, respectivamente), y no se observaron diferencias significativas
entre ellas. El tratamiento con MatOSM-CD81-EVs resultd en una ligera disminucion en
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la tasa de proliferacion de los HCF (23,95 + 3,37%), sin embargo, tampoco se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon los datos con los de la
condicion no tratada. Por el contrario, el tratamiento de los fibroblastos con MutOSM-
CD81-EVs disminuyd significativamente la tasa de células en proliferacién en
comparacion con las células no tratadas (p < 0,05) y las tratadas con Ctrl-EVs o CD81-EVs
(p<0,01).
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Figura 17. Las EVs cargadas con MutOSM-CD81 reducen la proliferacion en HCF tras la privacion
de nutrientes in vitro. (a) Cuantificacion de la tasa de proliferacion en HCF en condiciones basales
(Ctrl), después de la privacién de nutrientes (starved) y después del tratamiento con EVs. Se
muestra la relacién entre el nUmero de células proliferativas (nucleos positivos para Ki-67, en
verde) y el nimero total de células (nucleos positivos para DAPI, en azul). (b) Imagenes
representativas de la tincion de nucleos Ki-67 y DAPI para cada condicién experimental. Todos los
resultados se obtuvieron de tres experimentos independientes y se analizaron con ANOVA y la
prueba post hoc de Tukey. Los resultados se representan como media + SD (ns, diferencias no
significativas; * p < 0,05, ** p < 0,01 vs condicidn Starved).

Estos resultados apuntan a un papel funcional de las MutOSM-EVs en la modulacién
de la proliferacion de HCF después de la privaciéon de nutrientes in vitro, lo que indica
gue cargar esta version modificada de la OSM en la superficie de las EVs derivadas de
MSC-T podria promover respuestas antifibrdticas en los fibroblastos ventriculares.
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1.4 Las EVs enriquecidas con MatOSM y mutOSM
contrarrestan la expresion de Telo-colagenolal en un
modelo in vitro de fibrosis cardiaca

Por otro lado, se quiso estudiar el efecto de las EVs sobre la transicién a un fenotipo
fibrotico por parte de los HCF. Para esto, los HCF fueron incubados en el medio de
privacion de privacion de nutrientes o en el medio de estimulacién con o sin EVs durante
48 horas. Tras esto se realizd una inmunocitoquimica para la deteccién y cuantificacion
de coldgeno maduro (telo-coldgenolal). Esta proteina se sintetiza y secreta al espacio
extracelular por parte de los fibroblastos en respuesta a estimulos pro-fibéticos. En la
Figura 18a se muestran imagenes representativas de cada condicion experimental. La
sefial fluorescente del telo-coldgenolal se cuantificé mediante dos métodos diferentes:
midiendo la intensidad de fluorescencia media (MFI) por nimero de células (nucleos
tefiidos de azul usando DAPI, Figura 18b), y midiendo el 4rea ocupada por telo-
coldgenolal extracelular en relacidn con la area total (Figura 18c). La sefial fluorescente
de telo-coldgenolal apenas se observo en la condicién control (medio FGM-3) y en la
condicidon de privacion. Sin embargo, tanto la MFI como el drea cubierta por telo-
coldgenolal se elevaron significativamente cuando los HCF fueron estimulados con un
coctel profibrético que contenia TGF-B1, 4cido L-ascérbico 2-fosfato y sulfato de
dextrano (p < 0,001 para las condiciones control y starved frente a la condicién de HCF
estimulados). La MFl y el area de telo-coldgenolal fueron ligeramente menores en las
células tratadas con Ctrl-EVs, siendo ambos valores significativamente mds bajos que en
las células estimuladas (p < 0,01), mientras que las CD81-EVs solo redujeron
significativamente la secrecidén extracelular de telo-colagenolal en comparacién con
los HCF estimulados (p < 0,01). En cuanto al tratamiento de las células HCF con MatOSM-
CD81-EVs y con MutOSM-CD81-EVs, se observé una reduccion significativa de la MFl y
la deposicion extracelular de telo-coldgenolal en comparacién con las células
estimuladas y sin EVs (p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente). Con respecto a las CD81-
EVs, el tratamiento con MatOSM-CD81-EVs o MutOSM-CD81-EVs no produjo diferencias
significativas en la MFI; sin embargo, si se observaron diferencias significativas en
términos de deposicion de telo-coldgenolal extracelular (p < 0,01 y p < 0,001,
respectivamente). Esto sugiere que, aunque la produccién de telo-coldgenolal no se
vea reducida, las EVs enriquecidas con OSM juegan un papel activo en la reduccién de
la deposicidn de telo-coldgenolal extracelular después de la estimulacion pro-fibrética
in vitro.

Estos resultados indican que las EVs derivadas de MSC-T tienen una cierta capacidad
intrinseca para contrarrestar la activacion de los fibroblastos tras la estimulacién. La
adicién de OSM a estas EVs puede aumentar este efecto, convirtiéndolas en una buena
opcién terapéutica para atenuar la fibrosis cardiaca después de una lesién.
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Figura 18. Las EVs cargadas con mutOSM-CD81 tienen una mayor capacidad de reducir la
secrecion de telo-colagenolal por parte de los HCF in vitro. (a) Imagenes representativas de la
deteccion de telo-colagenolal (en verde) en condiciones basales, de deprivacién de glucosa y FBS,
de estimulacion junto con los diferentes tipos de vesiculas. Se utilizé DAPI para la tincion de nucleos
(en azul). Barra de escala =200 um. (b) Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI)
de telo-colagenolal en las diferentes condiciones experimentales. (c) Cuantificacion del area
ocupada por telo-coldgenolal en las diferentes condiciones experimentales. Todos los resultados
se obtuvieron de tres experimentos independientes y se analizaron con ANOVA vy la prueba post
hoc de Tukey. Las diferentes condiciones experimentales se compararon tanto con la condicién de
estimulacion como con la condicién de estimulacién con los diferentes tipos de EVs. Los resultados
se representan como media = SD (ns, diferencias no significativas; * p < 0,05, ** p < 0,01, y *** p
< 0,001 vs condicion Estimuladas).
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1.5 Las MutOSM-CD81-EVs reducen la fibrosis cardiaca en
un modelo de infarto de miocardio de tipo 2 inducido por

isoproterenol

La comparacién funcional de las MatOSM-CD81-EVs y MutOSM-CD81-EVs in vitro no
mostré grandes diferencias entre ellas, aunque las MutOSM-CD81-EVs si demostraron
ser mas efectivas a la hora de controlar la proliferacion de fibroblastos (Figura 17). Por
lo tanto, siguiendo el principio de las 3 Rs, se decidié evaluar solamente la funcién de las
MutOSM-CD81-EVs in vivo, usando como control animales tratados con CD81-EVs. Para
ello, indujimos hipertrofia cardiaca y fibrosis intersticial en ratones utilizando
isoproterenol (ISO), un agonista B-adrenérgico no selectivo que se ha utilizado
ampliamente en modelos murinos [281-284]. El efecto fisiopatoldgico de la infusion de
ISO imita el infarto de miocardio tipo 2 [284], que ocurre cuando hay un desajuste entre
el suministro y la demanda de oxigeno. El ISO actia aumentando el ritmo cardiaco, lo
cual conduce a un desbalance entre de demanda/aporte de oxigeno y nutrientes al
musculo cardiaco que acaba produciendo la muerte y necrosis de los cardiomiocitos. Al
no tratarse de una lesién localizada (como puede ser la oclusién de una arteria
coronaria), este modelo da lugar a la aparicién de fibrosis intersticial a lo largo de todo
el miocardio y, mas concretamente, en la zona endocdrdica. Los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en los siguientes tres grupos experimentales: ISO + CD81-EVs, ISO +
MutOSM-EVs y control (ISO), en los que se inyectaron volimenes equivalentes de PBS.
A los ratones se les inyecté 150 mg/kg/dia de ISO por via subcutanea durante 5 dias
consecutivos, y los tratamientos (EVs o PBS) se administraron los dias 1y 7. Los animales
fueron sacrificados el dia 21 para histologia (Figura 19).

Dial Dia 2-5 Dia7 Dia 21
SC: 150 mg/kg ISO SC: 150 mg/kg ISO IP: 50 pg EVs Sacrificio
IP: 100 pg EVs

Figura 19. Esquema experimental del modelo de dafo por isoproterenol. Se conformaron tres
grupos experimentales: ISO (ctrl), ISO + CD81-EVs e ISO + mutOSM-CD81-EVs. El dafio cardiaco se
indujo mediante inyecciones subcutaneas (SC) ISO diarias (dosis: 150 mg/kg/dia) durante 5 dias
consecutivos. Se inyectaron dos dosis intraperitoneales (IP) de EVs (CD81 o mutOSM-CD81) en el
dia 1y el dia 7. Un volumen equivalente de vehiculo (PBS) se inyectd en el grupo experimental que
solo recibid ISO. A los 21 dias después de la primera inyeccidn de ISO se sacrificaron los animales.
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Para analizar la fibrosis miocdrdica, las secciones del corazdén se tifieron con
Picrosirius rojo y se cuantifico el area de colageno. Con esta tincidn, el tejido muscular
se marca en amarillo mientras que las fibras de coldgeno se marcan en rojo, facilitando
asi el analisis y cuantificacion del area fibrética (Figura 20a y b).
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Figura 20. Las mutOSM-CD81-EVs reducen la fibrosis resultante del dafio causado por isoproterenol
in vivo. (a) Imagenes representativas de la tincidon Picrosrius red. Barra de escala = 200 um. (b)
Cuantificacidn del area fibrética en secciones de corazon tefiidas con rojo Picrosirius. Para cada animal se
representa el porcentaje de area cubierta de colageno en relacidon con el area total del corazoén. (c)
Imagenes representativas de la tincion doble con periostina (POSTN) y a-actina de musculo liso (aSMA).
Barra de escala = 50 um. (d) Cuantificacién de la fibrosis perivascular mediante la tincion anti-periostina
(POSTN). El resultado se expresa en pixeles y MFI. Se incluyeron cinco animales en cada grupo
experimental. Para el andlisis y cuantificacién de las imagenes se utilizé Imagel. Los datos se analizaron
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con ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey, utilizando valores del grupo ctrl (ISO) como referencia y
representados como media = SEM. También se compararon los datos de los grupos CD81-EVs y mutOSM-
CD81-EVs entre si (ns, no significativo; * p < 0,05, ** p< 0,01y *** p <0,001).

No se observaron diferencias significativas en el drea de colageno entre los ratones
tratados con CD81-EVs y los ratones del grupo control (solo ISO). Por el contrario, el drea
tefiida con coldgeno fue significativamente menor en los ratones tratados con MutOSM-
EVs que en los ratones control y los tratados con CD81-EVs (p < 0,05 en ambos casos). A
continuacion, se evalud la presencia de miofibroblastos 21 dias después de iniciar el
tratamiento ISO en zonas cercanas a vasos para cuantificar la fibrosis perivascular. Para
ello, las secciones del corazdn se tifieron con el anticuerpo anti-periostina. La periostina
es una proteina clave en la regulacion de la ECM y estd involucrada en la patogénesis de
la fibrosis cardiaca, contribuyendo al aumento del tejido conectivo y la disfuncién
cardiaca. La periostina se secreta principalmente por miofibroblastos y, por tanto,
también se usa como marcador de estas células, asi como del proceso de fibrosis y
remodelacién cardiaca. Como se esperaba, la tincién de periostina fue
significativamente menor en los ratones tratados con MutOSM-CD81-EVs que en los
ratones control y los tratados con CD81-EVs (p < 0,05, Figura 20c-e).

Como hemos mencionado anteriormente, la administracién de isoproterenol
provoca un aumento de la frecuencia cardiaca y, por tanto, un aumento de la carga de
trabajo del miocardio. Esto conduce a una respuesta de hipertrofia ventricular con el fin
de aumentar la capacidad de bombeo del corazén. Para analizar el efecto de las EVs
sobre la hipertrofia cardiaca patoldgica, las secciones del corazén se tifieron con
aglutinina de germen de trigo (WGA). La WGA es una lectina que se une selectivamente
a los residuos de N-acetilglucosamina y acido N-acetil neuraminico (acido sialico). Como
resultado, los conjugados de WGA se pueden utilizar para marcar membranas celulares,
facilitando en nuestro caso la cuantificacidon del area promedio de los cardiomiocitos
(Figura 21a y b). Aunque el drea transversal promedio de los cardiomiocitos era menor
en los ratones tratados con CD81-EVs que en los ratones de control (solo ISO) no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,07). Por el contrario, en los
ratones tratados con MutOSM-CD81-EVs si se cuantific6 un area transversal
significativamente menor en comparacion con los ratones del grupo control (p <0,01) y
con los ratones tratados con CD81-EVs (p < 0,05).

Por otro lado, son varios los estudios que manifiestan el papel de la OSM en la
polarizacién de macrdofagos hacia un fenotipo pro-resolutivo M2 [285,286]. Los
macrofagos M2 estdn asociados con funciones antiinflamatorias y de reparacion de
tejidos, por ello, investigamos si el tratamiento con EVs enriquecidas con OSM también
tiene un impacto en la polarizacién de los macréfagos hacia este fenotipo (Figura 21cy
d). El analisis fenotipico de los macréfagos infiltrados en el tejido cardiaco revelé una
menor presencia de macrofagos proinflamatorios M1 (F4/F80+-PD-L1+) y una
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abundancia similar de macréfagos inmunomoduladores tipo M2 (F4/F80+-CD206+) en
animales tratados con MutOSM-CD81-EVs en comparacion con aquellos tratados solo
con ISO (p < 0,05).
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Figura 21. Las mutOSM-CD81-EVs reducen la hipertrofia, disminuyen el ratio M1/M2 y aumentan
la angiogénesis en el modelo in vivo de infarto de miocardio por isoproterenol. (a) Imagenes
representativas de la tincidn con aglutinina de germen de trigo (WGA) (en rojo) y la tincion de
nucleos (DAPI, en azul) para cada grupo experimental. Barra de escala = 50 um. (b) Medicién del
area de seccidn transversal de los cardiomiocitos mediante tincién WGA en cortes de corazén de
animales. (c) Inmunodeteccién de F4/F80 (marcador pan-macréfago; rojo) y CD274 (PD-L1;
marcador pro-inflamatorio Md1; verde) o CD206 (marcador pro-regenerativo Md2; verde) en
muestras de corazén 21 dias después del tratamiento ISO. Barra de escala = 50 um. (d)
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Cuantificaciéon de células doble positivas por mm?2. Se analizaron cinco secciones de 0,14 mm? por
raton. (e) Medicion de la microvasculatura, utilizando un anticuerpo contra CD31. Se contaron las
estructuras tefiidas circulares con un drea de hasta 23,5 um?. (f) Imdgenes representativas de
tincién con CD31 (en rojo) y tincidn de nucleos (DAPI, en azul) para cada grupo experimental. Barra
de escala = 50 um. Se incluyeron cinco animales en cada grupo. Se utilizé el software Imagel para
el andlisis de las imagenes y la cuantificaciéon colorimétrica y de fluorescencia. Los datos se
analizaron con ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey, utilizando los datos del grupo de control
(ISO) como valores referencia y representados como media + SEM. También se compararon los
datos de los grupos CD81-EVs y mutOSM-CD81-EVs entre si (ns, diferencias estadisticas no
significativas; * p < 0,05, ** p < 0,01y *** p <0,001).

Finalmente, se decidié analizar la densidad microvascular cardiaca, la cual se
relaciona siempre con un mejor prondstico tras sufrir dafio cardiaco. Para ello se
cuantificé la angiogénesis utilizando un anticuerpo contra CD31 (Figura 21e vy f). Los
resultados de la tincion mostraron una mayor densidad capilar en ratones tratados con
MutOSM-CD81-EVs en comparacion con el grupo control (p < 0,01) y el grupo tratado
con CD81-EVs (p < 0,001).

En conjunto, los resultados del modelo in vivo de dafio cardiaco por isoproterenol
apuntan a una mejora del potencial terapéutico de las EVs derivadas de MSC-T al cargar
OSM en su superficie, dando lugar a una disminucion en la deposicién de coldgeno y en
la hipertrofia de los cardiomiocitos, a la polarizacién de Md¢ a un fenotipo M2 y al
aumento de la angiogénesis y la densidad capilar.

1.6 Las MutOSM-CD81-EVs muestran una tendencia a la
reduccion de la fibrosis en el modelo de TAC

A la luz de los resultados anteriores, se quiso evaluar el potencial terapéutico de las
MutOSM-CD81-EVs sobre el modelo de constriccion de la aorta transversa (TAC). Este
modelo se basa en la realizacidn de una constricciéon en la aorta transversa, entre el
tronco braquiocefalico y la carétida izquierda (Figura 22). Como resultado se produce un
aumento de la carga hemodinamica (similar al que se da en casos de estenosis adrtica)
y que conduce finalmente a la insuficiencia cardiaca. Los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en los siguientes tres grupos experimentales: TAC + CD81-EVs, TAC +
MutOSM-EVs y TAC + PBS. Tras la operacién, se inyectaron 100 ug de EVs (o un volumen
equivalente de PBS) a los ratones por via intraperitoneal. El sacrificio se produjo 28 dias
después de la operacion.
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Figura 22. Esquema del modelo in vivo de constriccion de la aorta transversa (TAC). (a) Esquema
del modelo de TAC. Mediante una aguja de 27G se realiza una constriccion de la aorta transversa,
entre el tronco braquiocefalico y la cardtida izquierda. Este estrechamiento aumenta la poscarga
cardiaca de modo similar a como lo haria una estenosis valvular, induciendo dafio cardiaco y
fibrosis. (b) Imagenes tomadas durante el procedimiento donde se aprecia el arco adrtico, el tronco
braquiocefélico y la carétida izquierda (izquierda), el trozo de aguja antes de realizar el nudo
(centro) y la constriccidn ya realizada (derecha).

Con el modelo de TAC se analizaron la fibrosis y la hipertrofia cardiaca. Los resultado
mostraron una tendencia a la disminucién del area fibrética (Figura 23a y b) y del area
transversal de los cardiomiocitos (Figura 23c y d) al tratar a los ratones con MutOSM-
CD81-EVs. Sin embargo, debido a la severidad del dafo cardiaco ocasionado y a la alta
mortalidad que estdbamos registrando, se decidié no continuar con el modelo de TAC.
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Figura 23. Las mutOSM-EVs muestran una tendencia a la reduccidn de la fibrosis y la hipertrofia
inducidas por el modelo de TAC. (a) Imagenes representativas de la tincion Picrosrius rojo. Barra
de escala = 200 um. (b) Cuantificacién del area fibrdtica en secciones de corazén tefiidas con
Picrosirius rojo. Para cada animal se representa el porcentaje de area cubierta de colageno en
relacion con el area total del corazén. (c) Imagenes representativas de la tincién con aglutinina de
germen de trigo (WGA) (en magenta) y la tincidn de nucleos (DAPI, en azul) para cada grupo
experimental. Barra de escala = 50 um. (d) Medicidon del 4rea de seccidn transversal de los
cardiomiocitos mediante tincion WGA en cortes de corazén de animales.

2. Sobreexpresion de N1ICD y HIF1A

2.1 Generacion de la linea de MSC-N1ICD y MSC-N1ICD-
HIF1A

Como en el apartado anterior, para la generacion de las lineas con sobreexpresion de
N1ICD y HIF1A también partimos de MSC-T. Por un lado, se sobreexpresé el dominio
intracelular de Notch1 (N1ICD) mediante la transduccion lentiviral del plasmido pLIX-
hN1ICD (Addgene #91897). Este plasmido contiene un promotor inducible por
doxiciclina (Tet-on) y como reportero contiene el gen de resistencia a la puromicina. Se
optd por utilizar un promotor inducible ya que en experimentos previos se vio que con
un promotor constitutivo la sobreexpresion de N1ICD acababa por detener el
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crecimiento de las MSCs, a pesar incluso de la sobreexpresién de hTERT. Por otro lado,
la resistencia a la puromicina facilité en gran medida el trabajo, al poder obtener un
cultivo puro de células que hubieran incorporado el pldasmido mediante seleccidn. Por
otro lado, se introdujo el plasmido pWPI-HIF1A-GFP, de expresidn constitutiva y con GFP
como reportero. En este caso, el éxito de la transduccion se evalué mediante citometria
de flujo, asegurando al menos un 85 % de células positivas para GFP. Este plasmido y las
células resultantes de su sobreexpresion ya habian sido utilizados previamente por el
grupo para la realizacion de experimentos relacionados con la angiogénesis y la
regulacion del sistema inmune [132,207].

Tras la transduccioén, las diferentes lineas generadas, que de ahora en adelante
llamaremos MSC-TN, MSC-TH y MSC-THN, se expandieron y se aislaron y caracterizaron
las EVs liberadas por las mismas. Para ello las MSCs se incubaron en medio de
recoleccidn que contenia 1 ug/ml de doxiciclina, durante 48 horas (Figura 24). Las MSC-
Ty sus EVs se incluyeron como control. En este punto del trabajo se implanté el grupo
otro método de aislamiento de EVs, como se ha comentado en el apartado 2.3.2. De
esta forma, las EVs pasaron de aislarse mediante ultracentrifugacién a aislarse mediante
cromatografia de exclusion por tamafio precedida de un paso de concentracién
mediante filtracion de flujo tangencial (Figura 24).
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Figura 24. Representacion esquematica del flujo de trabajo seguido para la obtencién y evaluacién
de las EVs derivadas de MSC que sobreexpresan N1ICD o HIF1a/N1ICD. Paso 1: Generacidn de las lineas
de MSC-T con las diferentes construcciones. Se utilizaron lentivirus que contenian los vectores para la
sobreexpresién de HIF-1a y N1ICD. Paso 2: Expansion de las diferentes lineas de MSCs y aislamiento de
las EVs. Una vez expandidas las MSCs, se incubaron con medio libre de EVs junto con doxiciclina (para
inducir la expresién de N1ICD) durante 48 h y se recogio el sobrenadante. Las EVs se aislaron mediante
filtracidon de flujo tangencial y cromatografia de exclusidon por tamafio. Paso 3: Cuantificacidn de las EVs
mediante NTA, caracterizacion mediante ExoView y TEM y evaluacién de su potencial terapéutico en
modelos celulares y animales.
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Antes de pasar a analizar las EVs liberadas por las diferentes lineas de MSCs, se evalué
el nivel de expresién de ciertos genes, entre ellos HIFIA Y N1ICD (Figura 25). La
sobreexpresion de N1/CD resulté en el aumento de expresidon de HEY1 y HEY2, genes
activados por la via de Notch, dando a entender que el aumento de expresiéon de N1/CD
observado se traducia en una proteina funcional y activa. Cabe mencionar que N1/CD no
es un gen real, si no que forma parte del gen NOCTH1. Para evaluar la sobreexpresion
del dominio intracelular se disefiaron cebadores especificos de esta regién vy, por tanto,
la grafica de expresion de N1/CD que aparece en la Figura 25 representa la expresion del
gen NOTCH1 junto con la expresion del cDNA de la region N1ICD introducido mediante
transduccion lentiviral. Como era esperable, la expresién de HIFIA se encontraba
aumentada en las MSC-TH. Este aumento fue ain mayor en el caso de las MSC-THN,
sugiriendo una accion sinérgica entre la sobreexpresion de HIF1Ay N1I/CD. Por otro lado,
se comprobd también los niveles de expresion de otros genes como el gen de
pluripotencia SOX2 que desempefia un papel crucial en el mantenimiento de las
caracteristicas troncales de las MSCs; CXCR4, un receptor de quimiocinas clave en la
movilizacion y migracion de MSCs hacia el sitio de lesidon cardiaca; NRF2, factor de
transcripcion que regula la expresion de proteinas antioxidantes; y JAGI1, principal
ligando de Notch en el corazén adulto y fundamental en la regenracién cardiaca tras un
dafio (Figura 25). La introduccion de HIF1A y N1ICD en las MSC-T aumentd la expresion
de todos estos genes relacionados con mecanismos de proteccidn y reparacién cardiaca,
sugiriendo una mejor respuesta por parte de las MSC-THN vy sus EVs en un contexto de

patologia cardiaca.
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Figura 25. Expresion de genes de interés en MSC controles o sobreexpresando HIF1a y/o N1ICD
(MSC-T, MSC-TN, MSC-TH y MSC-THN). La expresién se muestra como media + SD normalizada
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frente a las células MSC-T. El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA seguido de la prueba
post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p< 0,01y *** p <0,001.

Del mismo modo, se analizé si existian diferencias en la expresion de algunos miARNs
conocidos por su efecto cardioprotector cuando se inducia la sobreexpresion de N1ICD.
Se observé una tendencia hacia el aumento de todos los miARNs analizados en las MSC-
THN, que fue significativa en el caso del miR-30c-5p, miR-92a-5p, miR-92b-3p, miR-150-
5p, miR-192-5p y miR-4732-3p tras la exposicion de las células a doxiciclina. En base a
estos resultados se deduce que la activacidon de la via Notch podria desencadenar
mecanismos cardioprotectores a partir de un aumento de la expresion de estos miARNs.
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Figura 26. La sobreexpresion de N1ICD o HIF1a-N1ICD en MSCs aumenta la expresion de miARNs
relacionados con la cardioproteccidon. La expresion se muestra como media = SD normalizada
frente a las células MSC-T. El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA seguido de la prueba
post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p <0,01.
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2.2 Caracterizacion de las EVs derivadas de las diferentes
lineas de MSCs

A continuaciodn, se paso a analizar las EVs secretadas por las MSC-T, MSC-TN, MSC-TH
y MSC-THN. En primer lugar, se analizé la morfologia de las EVs mediante microscopia
electrénica, mostrando todas la muestras una morfologia convexa caracteristica de
vesiculas lipidicas (Figura 27a). Por otro lado, el NTA reveld una distribucidon de tamafios
similar en todos los grupos, poseyendo la mayoria de las particulas un tamafio de entre
90 y 150 nm (Figura 27b y c). Estos resultados indican que la morfologia, tamafio y
cantidad de EVs no se ve alterada por las modificaciones genéticas introducidas.
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Figura 27. Las modificaciones genéticas de las MSCs no afectan a la morfologia ni distribucion de
tamafos de sus EVs. (a) Imagenes representativas de EVs obtenidas mediante microscopia
electrdnica de transmision (barra de escala = 100 nm). (b,c) Resultado del NTA donde se aprecia el
tamafio promedio de las EVs (nm) y los histogramas de distribucién de tamafio de las EVs.

El siguiente paso fue estudiar el contenido de las EVs aisladas. Para ello, se empezd
realizando un analisis utilizando la plataforma ExoView para la inmuno-fenotipificaciéon
de las diferentes subpoblaciones de EV. Como se ha comentado anteriormente, las EVs
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se capturaron e inmovilizaron en una matriz de sustrato de silicio funcionalizada con tres
anticuerpos contra proteinas comunes en la membrana de las EVs, las tetraspaninas
CD63, CD81 y CD9, cada uno en un spot diferente del chip. Ademas, se usé un spot
adicional funcionalizado con un isotipo IgG como control de adsorcion no especifica de
EVs al sustrato del chip.
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Figura 28. Las EVs derivadas de MSCs que sobreexpresan N1ICD llevan una mayor cantidad del
ligando JAG1 en su superficie. (a) Andlisis ExoView que muestra el porcentaje de EVs positivas para
JAG1, CD81 o CD9 en aislados de las diferentes lineas de MSCs, tras la captura con CD63. Se
representa la media £ SD. Graficos circulares que muestran la co-expresion de las diferentes
proteinas (JAG1, CD81 y CD9) en EVs capturadas con (b) CD63, (c) CD9 o (d) CD81.

Una vez capturadas las EVs, los chips se incubaron con una mezcla de 3 anticuerpos
gue pueden ser CD81, CD9 y CD63. A diferencia del andlisis realizado con las EVs
enriquecidas con OSM, en este caso el anticuerpo anti-CD63 fue sustituido por un anti-
JAG1. Como hemos mencionado, JAG1 es uno de los ligando de Notchl y esta
ampliamente relacionado con la proteccidon y regeneracién cardiacas. De hecho, un
trabajo previo del grupo relaciond el incremento del efecto angiogénico de las MSC-TH
EVs con la presencia de JAG1 en la superficie de las mismas [207]. Dado que el analisis
de expresion de JAG1 en MSC-TN y MSC-THN era mas de 50 veces superior al de las MSC-
T (Figura 25), se decidid comprobar si esta proteina podia también estar siendo cargada
en mayor medida en las EVs derivadas de estas células.

El nimero de EVs doble positivas para CD63/CD81 y CD63/CD9 no cambid entre los
cuatro grupos experimentales (Figura 28a). Se detectd la presencia de JAG1 en la
superficie de parte de las EVs de los grupos experimentales TN-EVs y THN-EVs,
independientemente del spot donde fueron capturadas (Figuras 28a-d). La proporcién
de EVs para JAG1 fue similar en ambos grupos experimentales, lo que sugiere que la
principal causa de su enriquecimiento en las EVs es la sobreexpresion de N1ICD. El grupo
de TH-EVs también tuvo un porcentaje de vesiculas positivas para JAG1 ligeramente
superior al de T-EVs, pero muy inferior al mostrado por los grupos TN-EVs y THN-EVs.
Estos resultados sugieren que las TN-EVs y THN-EVs pueden tener un efecto terapéutico
tras el dafio cardiaco al activar la via de Notch1.

Para profundizar en el andlisis proteico de las EVs, se realizd un estudio de
protedmica de las mismas. Se identificaron un total de 56 proteinas comunes para los 4
grupos experimentales y 17, 9, 7 y 11 proteinas Unicas para los grupos T-EVs, TH-EVs,
TN-EVs y THN-EVs respectivamente. En el siguiente diagrama de Venn se pueden
apreciar las proteinas identificadas en cada uno de los grupos (Figura 29).
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TH-EVs TN-EVs

THN-EVs

Figura 29. Diagrama de Venn de las proteinas identificadas en EVs derivadas de MSCs tras el
analisis protedmico.

A continuacién, se visualizan los “clusters” en los que se agrupan los GOs
identificados en cada uno de los grupos experimentales. Se representan como un
treemap creado utilizando la herramienta web REVIGO (Figura 30).
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Figura 30. Diagramas treemap de los procesos biolégicos de las EVs derivadas de MSC-T, MSC-
TH, MSC-TN y MSC-THN. Los diagramas se realizaron usando la herramienta REVIGO después del
analisis protedmico.

Las 4 muestras de EVs contenian una carga proteica implicada en 5 clisteres de
procesos bioldgicos comunes: la organizacion de la matriz extracelular, la adhesién
celular, la curacion de heridas, la coagulacidn y la adhesidon célula-sustrato. Todos estos
procesos estdn relacionados con la actividad paracrina y regeneradora de las MSC.
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Cuando se les introduce la sobreexpresion de HIF1A y N1ICD aparece el clister de
modificacidn post-traduccional de proteinas. En el caso de la sobreexpresién de N1ICD
aparece también el cluster de regulacion de la protedlisis. Estos dos clusteres involucran
procesos relacionados con la regulacién de sistema inmune y la activacién de proteinas
y cascadas de sefializacion. Por otro lado, cabe destacar que los clusteres identificados,
asi como su representacion relativa muestran una mayor similitud entre el grupo de TN-
EVs y el de THN-EVs que entre el de T-EVs o el de TH-EVs. Esto sugiere que la
sobreexpresiéon de N1ICD tiene un impacto predominante en el tipo de proteinas
cargadas en las EVs, mas alla de que HIF1A esté también sobreexpresado o no.

El andlisis individual de la ontologia génica (GO) de las proteinas identificadas no
reveld grandes diferencias entre ellas. Aun asi, ciertos términos de GO como
“Cardiovascular system development”, “Vasculature development” o “Endothelial cell
migration”, si que aparecieron sobrerepresentados en las EVs derivadas de MSC-TN y
MSC-THN con respecto a las MSC-T EVs. Otros términos, como “Regulation of response
to stress” aparecieron solamente en EVs tras las sobreexpresion de HIF1A (Figura 31).

Término GO:id p valor ajustado

Response to wounding G0:0009611 <2,2E-16 <2,2E-16 <2,2E16 <2,2E-16
Vesicle-mediated transport G0:0016192 <2,2E-16 1,48E-11 5,05E-13 1,68E-13
Wound healing G0:0042060 <2,2E-16 <2,2E-16 <2,2E16 2,52E-13
Defense response G0:0006952 1,11E-08
Cardiovascular system development G0:0072358 1,50E-08

Blood vessel development G0:0001568 1,19E-10 5,95E-09 1,87E-10 2,23E-08
Vasculature development G0:0001944 1,25E-08 4,00E-10 4,32E-08
Immune response GO0:0006955 2,02E-11 2,08E-05 1,09E-07

Cellular response to transforming growth

. G0:0071560 1,01E-07 1,87E-08 4,35E-07 2,73E-05
factor beta stimulus

Phagocitosis, engulfment G0:0006911 4,73E-04 2,68E-04 1,79E-04
Regulation of response to stress G0:0080134 3,51E-05 2,50E-04
Regulation of vasculature development  G0:1901342 2,82E-04
Cellular oxidant detoxification G0:0098869 2,36E-04 9,75E-05 1,68E-04 5,61E-04
Regulation of tr.ansfvf)rmlng growth factor G0:0017015  3,13E-03 2 58E-03 8,28E-03
beta receptor signaling pathway

Endothelial cell migration G0:0043542 5,02E-03 1,48E-02
Response to nutrient levels G0:0031667 1,29E-02 8,82E-03 2,90E-02 2,25E-02

Figura 31. Tabla de GOs extraida del andlisis proteémico de las EVs derivadas de las distintas
lineas de MSCs. Se muestran GOs relacionados con el desarrollo cardiovascular, angiogénesis y la
respuesta al estrés, junto a su p valor ajustado para los diferentes tipos de EVs. Los GOs no
detectados en alguna de las muestras se muestran en la casilla correspondiente de la tabla en color
gris.

Finalmente, se analizé el contenido de miARNs de los diferentes tipos de EVs. Como
se ha mencionado en la introduccidn, los miARNs son una de las moléculas presentes en
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las EVs que mas interés estan suscitando en los ultimos afios. Dado que en analisis
preliminares se observd una sobreexpresiéon de varios miARNs con efectos
cardioprotectores en las MSC-TN y MSC-THN (Figura 26), se decidié investigar qué
miARNs podrian estar siendo transportados en las EVs. Para ello, se realizé un ARNseq
de los diferentes tipos de EVs y sélo se tuvieron en cuenta aquellos miARNs con un
numero superior a 100 conteos. En la Figura 32 se muestran el nimero de miARNs
encontrados en cada uno de los grupos experimentales. Como se puede observar, la
sobreexpresidn de N1ICD incrementd drasticamente el nUmero de miARNs identificados
en EVs. Ademads, pudimos comprobar la presencia de todos los miARNs analizados en la
Figura 26 tanto en TN-EVs como en THN-EVs, con la Unica excepcidon del miR-4732-5p.
Entre los miARNs comunes a ambas poblaciones de EVs se identificé también la
presencia de otros miARNs reconocidos por sus efectos beneficiosos en el contexto del
dano cardiaco, tales como el miR-26b-5p [287], el miR-29b-3p [288,289], el miR-30d-5p
[290-292], el miR-99a-5p [293,294], el miR-125b-3p [295-297], el miR-126-3p [298], el
miR-146b-5p [299] y el miR-214-3p [300,301].

TH-EVs TN-EVs

THN-EVs

Figura 32. Diagrama de Venn de los miARNs encontrados en EVs derivadas de MSCs tras el
miARNseq. Solo se han incluido los miARNs con mds de 100 conteos tras su secuenciacion.

A continuacidn, se analizaron los términos de GO de los miARNs identificados. Como
se puede observar en la Figura 33, la sobreexpresién de N1ICD aumento términos
relacionados con la diferenciacién, proliferacion y regeneracién del musculo cardiaco.
También se produjo un aumento en GOs relacionados con el aumento de la angiogénesis
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y el desarrollo de la vasculatura coronaria. Como era de esperar, términos relacionados

con la via de Notch también aparecieron sobrerrepresentados en TN-EVs y THN-EVs. En

relacién con la fibrosis, aumentaron GOs antifibréticos como la regulacién positiva del

proceso apoptético en fibroblastos o la regulaciéon negativa de la diferenciacion de

miofibroblastos. Por ultimo, también se vio un aumento en términos relacionados con

la respuesta a la isquemia y al estrés celular, asi como con la autofagia (Figura 33).

Término
cardiac muscle
cardiac muscle tissue development
cardiac muscle cell proliferation
negative regulation of cardiac muscle hypertrophy
cardiac muscle cell differentiation
cardiac muscle tissue regeneration
angiogenesis
angiogenesis
positive regulation of angiogenesis
sprouting angiogenesis
positive regulation of sprouting angiogenesis
angiogenesis involved in coronary vascular morphogenesis
cell migration involved in coronary angiogenesis
heart/notch
heart development
positive regulation of Notch signaling pathway
Notch signaling pathway
heart morphogenesis
Notch signaling involved in heart development
adult heart development
fibroblast
negative regulation of fibroblast proliferation
positive regulation of fibroblast apoptotic process
negative regulation of fibroblast growth factor receptor
signaling pathway
negative regulation of myofibroblast differentiation
ischemia
cellular response to decreased oxygen levels
response to ischemia
cellular response to oxygen-glucose deprivation
autophagy
positive regulation of macroautophagy
autophagy
autophagy of mitochondrion
positive regulation of autophagy in response to ER
overload
stress
cellular response to reactive oxygen species
negative regulation of oxidative stress-induced intrinsic
apoptotic signaling pathway
cellular response to oxidative stress
vasculature/vascular
positive regulation of vascular endothelial growth factor
production
vasculogenesis involved in coronary vascular
morphogenesis
positive regulation of vascular endothelial cell
proliferation

GO:id

G0:0048738
G0:0060038
G0:0010614
G0:0055007
G0:0061026

G0:0001525
G0:0045766
G0:0002040
G0:1903672
G0:0060978
G0:0060981

G0:0007507
G0:0045747
G0:0007219
G0:0003007
G0:0061314
G0:0007512

G0:0048147
G0:2000271
G0:0040037
G0:1904761
G0:0036294

G0:0002931
G0:0090650

G0:0016239
G0:0006914
G0:0000422

G0:0034263

G0:0034614
G0:1902176
G0:0034599

G0:0010575

G0:0060979

G0:1905564

3,24E-03
1,93E-02
2,29E-02
2,75E-04
3,77E-04
3,13E-05
1,15E-04
9,78E-04
1,13E-03
2,46E-02

4,54E-03
1,29E-04

7,07E-04

4,47E-02

4,33E-03

1,08E-03
1,42E-03
3,71E-02

2,80E-04
2,10E-02
1,17E-02

1,52E-03

2,29E-02

1,14E-02

p valor ajustado

3,54E-13
7,42E-13
3,27E-13
5,73E-06
8,91E-07

1,03E-23
6,94E-20
1,75E-16
1,47E-09
2,93E-05
2,06E-03

1,97E-28
6,41E-22
7,34E-23
1,98E-12
7,48E-12
1,74E-04

2,90E-11
3,73E-08
9,65E-05
2,94E-04
2,62E-13

2,00E-15
4,94E-02

1,74E-14

8,26E-14
3,20E-13

3,87E-09

2,00E-15
2,95E-12
5,05E-12

6,93E-13

3,26E-11

2,73E-08

1,90E-05
2,46E-03

1,12E-03

8,41E-10
1,80E-09
2,18E-07
1,56E-06
6,63E-03
3,76E-04

2,95E-09
3,87E-07
1,19E-08
2,50E-04
2,20E-02
6,66E-03

1,13E-06

5,80E-03

3,67E-05
1,95E-06
1,17E-02

5,23E-05

5,88E-04
5,80E-03

2,93E-07
8,55E-03
5,85E-06

3,20E-06

1,70E-03

6,99E-06

2,65E-11
1,71E-10
1,56E-09
4,52E-05
5,83E-04

1,47E-23
5,11E-19
1,16E-14
1,25E-08
8,74E-06
9,89E-03

1,11E-26
4,11E-20
5,15E-20
8,32E-11
7,07E-10
7,44E-05

2,95E-12
6,01E-09
9,71E-05
1,01E-04
1,06E-13

2,43E-13
3,66E-02

1,37E-13

4,93E-13
1,92E-11

9,08E-10

1,76E-15
3,87E-11
2,10E-09

3,81E-12

2,85E-08

4,05E-07

Figura 33. Tabla de GOs extraida del andlisis de miARNseq de las EVs derivadas de las distintas

lineas de MSCs. Se muestran GOs relacionados con la cardioproteccion, regeneracioén tisular,
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angiogénesis y fibrosis, junto a su p valor ajustado para los diferentes tipos de EVs. Los p valores
no significativos (> 0,05) se muestran en la tabla en color gris.

En conjunto, los resultados mostrados en este apartado indican que las EVs derivadas
de MSCs que sobreexpresan N1ICD podrian proporcionar un mayor beneficio
terapéutico en enfermedades cardiovasculares. Ademas, estos resultados sugieren que
la sobreexpresion adicional de HIF1A podria mejorar ain mas este potencial
terapéutico.

2.3 Las TN-EVs y THN-EVs reducen la expresion de
marcadores de fibrosis en fibroblastos cardiacos
estimulados

Una vez caracterizadas las nuevas lineas de MSCs y las EVs secretadas por las mismas,
se procedié a comprobar el efecto de estas vesiculas en HCF estimulados para
diferenciarse a miofibroblastos. Esta diferenciacién se consiguié incubando los HCF en
el medio de estimulacion descrito previamente durante 24 horas. Los diferentes tipos
de EVs se anadieron al mismo tiempo y se dejaron actuar también durante 24 horas.
Tras este tiempo, se analizd la expresidon de genes relacionados con el proceso de fibrosis
en HCF.

La estimulacién de los HCF aumento la expresiéon de NOTCH1 (p < 0,001) (Figura 34).
La via de sefalizacion NOTCH ejerce una funcidn antagodnica con respecto a la via de
sefializacion del TGF-B. En consecuencia, este aumento en la expresion de NOTCH1
podria considerarse un mecanismo celular inhibitorio que, al facilitar la activacién a
través de alguno de sus ligandos, contribuyera a la activacién de la via y, por ende,
previniera la propagacién de la fibrosis. Como se mostré en apartado anterior, las THN-
EVs y las TN-EVs contienen cierta cantidad del ligando JAG1. Por lo tanto, existe la
posibilidad de que estas vesiculas puedan inducir una respuesta antifibrética al
interactuar con los miofibroblastos de esta manera.

Se analizé también la expresién de la a-actina de musculo liso (a-SMA; ACTA2) y de
la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) marcadores tipicos de miofibroblastos. La
estimulacion de los HCF condujo un aumento significativo de la expresion de ACTA2 (p
< 0,001). Posteriormente, el tratamiento de los HCF con las T-EVs produjo una ligera
reduccidon en la expresion de ACTA2 (p < 0,05). Sin embargo, los tratamientos con
vesiculas derivadas de MSC-TN y de MSC-THN lograron una reduccién aln mas
significativa en la expresiéon de ACTA2 (p < 0,01 en comparacion con las células no
tratadas y p < 0,05 en comparacion con el tratamiento con T-EVs). En el caso de FAP, la
estimulacion de los HCF también condujo a un aumento no significativo de la expresiéon
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(p =0,07). En este caso, el tratamiento con T-EVs no provocé ninguna disminucién de la
expresion. En cambio, el tratamiento con THN-EVs redujo la expresién de FAP (p < 0,05
con respecto a los HCF no tratados), como también lo hizo el tratamiento con TN-EVs (p
< 0,05 con respecto a los HCF no tratados y los tratados con T-EVs) (Figura 34).
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Figura 34. Expresion de genes relacionados con la fibrosis cardiaca en HCF. Expresion de genes
profibréticos tras las estimulacion con el céctel pro-fibrético (sulfato de dextrano, dcido ascérbico
2-fosfato, TGF-B1) durante 24 horas, con o sin EVs. Los resultados se muestran como media + SD
normalizada frente a la condicidon Control (fibroblastos sin estimular). El analisis estadistico se
realizd mediante ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p< 0,01y *** p <
0,001.

Por otro lado, se comprobd la expresién de genes involucrados en el proceso fibrético
y de remodelado cardiaco como el colageno 1 (COL1A1), la fibronectina (FN1), la
metaloproteasa de matriz 2 (MMP2) y la proteina morfogénica dsea 1.3 (BMP1.3). La
expresion de COL1IA1 aumentd tras la estimulacién de los HCF (p < 0,01) pero solo se
redujo significativamente con el tratamiento de THN-EVs (p < 0,05). La expresion de FN1
también aumento tras la estimulacién de los HCF (p < 0,05), y aunque se observé una
tendencia a la reduccién con los tratamientos de TN-EVs y THN-EVs, no llegd a ser
significativa. Lo mismo ocurrié en el caso de MMP2, donde los tratamientos produjeron
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una reduccidén no significativa de su expresion. La expresion de BMP1.3 en cambio si se
redujo tras el tratamiento con TN-EVs y THN-EVs (p <0,05) (Figura 34).

Por ultimo, se analizo la expresidon de WNT1, la cual aumentd significativamente tras
la estimulacién de los HCF (p < 0,001). Sin embargo, el tratamiento tanto con TN-EVs
como con THN-EVs resultd en una bajada drastica de su expresién (p < 0,001 en
comparacion con las células no tratadas y las tratadas con T-EVs) (Figura 34). Dado que
la via de WNT converge con la del TGF-B en el proceso de fibrosis cardiaca, la reduccién
de su expresién podria tener implicaciones terapéuticas beneficiosas

Ademas de la expresidn de genes, también se quiso estudiar el efecto de las EVs sobre
la transicién de los HCF a miofibroblastos mediante inmunocitoquimica. Para esto, los
HCF fueron incubados del mismo modo, en medio de estimulacidon durante 24 horas con
o sin EVs. Tras esto se realizé una inmunocitoquimica para la deteccién y cuantificacion
de a-SMA. Como hemos mencionado anteriormente, la a-SMA es una proteina utilizada
habitualmente como marcador de fibroblastos activados. En la Figura 35a se muestran
imagenes representativas de cada condicidon experimental. La sefial fluorescente de a-
SMA se cuantific6 midiendo la MFI por numero de células (nucleos teiidos de azul
usando DAPI, Figura 35b). La seiial fluorescente de a-SMA apenas se observd en la
condicidon control (medio FGM-3). Sin embargo, la MFI se elevd significativamente
cuando los HCF fueron estimulados con el medio de estimulacién profibrético descrito
previamente (p < 0,001). La MFI fue ligeramente menor en las células tratadas con T-EVs
que en las células estimuladas (p < 0,01). En cuanto al tratamiento de las células HCF con
TN-EVs y THN-EVs, se observd una reduccidn significativa de la MFI de a-SMA en
comparacion con las células estimuladas (p < 0,001) y también en comparacidon con las
células tratadas con T-EVs (p < 0,05y p < 0,01, respectivamente).

Control

a-SMA

DAPI aSMA

Estim + Estim + Estim + 14 . .
T-EVs TN-EVs THN-EVs | |
T T

Figura 35. Las TN-EVs y THN-EVs reducen la expresion de a-SMA en fibroblastos cardiacos
estimulados con TGF-B1. (a) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de a-SMA en
HCF tras su estimulacion con el coctel profibrético (sulfato de dextrano, acido ascérbico 2-fosfato,
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TGF-B1) durante 24 horas, con o sin EVs. Barra de escala = 50 um (b) Cuantificacion de la intensidad
media de fluorescencia. Cada punto representa un experimento independiente. Se muestra la
media + SD para cada condicién normalizada a la condicion control. * p < 0,05, ** p < 0,01y *** p
<0,001

Los resultados obtenidos en este apartado indican que las EVs derivadas de MSC-T
tienen una cierta capacidad intrinseca para mitigar la activacion de los fibroblastos y su
diferenciacién a miofibroblastos tras la estimulacién. Ademas, se observa que la
sobreexpresién de N1ICD y N1ICD-HIF1A por parte de las MSC-T mejora el potencial
terapéutico de las EVs en la inhibicién del proceso fibrético.

2.4 Las THN-EVs reducen la migracion en fibroblastos
cardiacos estimulados

Ademas de la produccién excesiva de componentes de la ECM, el proceso fibrético
se caracteriza también por la invasion de miofibroblastos desde otras partes del tejido
danado. Por ello, se comprobd la capacidad de migracién de los HCF mediante un ensayo
de cierre de herida. Para llevar a cabo este ensayo, los HCF se incubaron en el medio de
estimulacion durante 24 horas con o sin EVs. Transcurrido este tiempo, se realizdé una
“herida” en los pocillos con una punta de pipeta y se fue monitoreando la migracién de
las células hasta el cierre de alguna de las condiciones. Se observo el cierre completo de
la herida en HCF estimulados no tratados 24 horas después del inicio del ensayo. El
tratamiento con TN-EVs redujo la migracion de los HCF (p < 0,05). Estd reduccion fue
aun mayor cuando los HCF se trataron con THN-EVs (p < 0,01, Figura 36).
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Figura 36. Las THN-EVs reducen la migracion de HCF. (a) Imdgenes representativas del ensayo de
cierre de herida en HCF tras la estimulacién con un céctel pro-fibrético. (b) Cuantificacién de la
migracién mediante la medida del porcentaje de cierre a las 24 horas, calculado como area
ocupada por células/area de herida inicial. Los valores se han normalizado frente a la condicion de
estimulacion con el céctel pro-fibrético. Se muestra la media +SD, * p< 0,05, ** p< 0,01y *** p <
0,001.

2.5 Las THN-EVs protegen a los CM en un modelo in vitro
de isquemia

Después de evaluar el impacto de las vesiculas extracelulares en los fibroblastos,

procedimos a llevar a cabo experimentos utilizando la linea de mioblastos de rata H9C2,
ampliamente reconocida por su similitud con los cardiomiocitos.

Como se ha comentado en la introduccion, los cardiomiocitos son células muy
susceptibles a los niveles de oxigeno. Cuando se produce un dafio por isquemia, se
genera una zona necrética como resultado de la muerte celular de estas células debida
el estrés oxidativo que sufren. Para comprobar si los diferentes tipos de EVs presentaban
potencial anti-apoptdtico se realizaron dos ensayos de viabilidad de células H9C2
tratadas con EVs y sometidas OGD durante 7 horas. Cabe destacar que la linea de
mioblastos de rata H9C2 se utiliza ampliamente en investigacion debido a su similitud
con los cardiomiocitos. Por una parte, se midié la actividad metabdlica de las H9C2
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mediante un ensayo con CCK-8 (Figura 37a). Por otra parte, se evalud la integridad de la
membrana plasmatica mediante la cuantificaciéon de la actividad de la enzima LDH
presente en el medio (Figura 37b). En ambos ensayos, se observé un aumento de la
viabilidad celular cuando se trataron las células con THN-EVs (p < 0,05). En el ensayo de
CCK-8 también se observd un aumento significativo de la viabilidad al tratar las células
con TN-EVs (p < 0,05).
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Figura 37. Las THN-EVs protegen a los cardiomiocitos frente al dafio por OGD. (a) Viabilidad
celular medida mediante el ensayo de CCK-8 en mioblastos de rata (células H9C2) tras 7 horas de
OGD con/sin EVs. (b) Medida de la actividad LDH para evaluar indirectamente la integridad de la
membrana plasmatica de células H9C2 tras 7 horas de OGD con/sin EVs. Las graficas muestran la
media + SD normalizada frente a la condiciéon de normoxia. * p < 0,05, ** p < 0,01y *** p <0,001)

Una vez demostrado que las THN-EVs protegian a las células del dafio por OGD, se
quiso indagar en los niveles de ROS generados durante el OGD. Para ello realizamos dos
ensayos siguiendo siempre el protocolo anterior de mantener las células en OGD
durante 7 horas con o sin la adicion de EVs. En primer lugar, se realizé una tincidon con
DCFH-DA. EI DCFH-DA (2'-7'-Diclorofluoresceina diacetato) es una molécula que, una vez
incorporada a las células, se convierte en DCFH por la accién de las enzimas
intracelulares. El DCFH es una molécula no fluorescente que, cuando se encuentra en
presencia de ROS, experimenta una oxidacion y se convierte en DCF, que es altamente
fluorescente y nos permite cuantificar la produccién de ROS intracelular. Como se puede
observar en la Figura 38ay b, el protocolo de OGD aumentd los niveles de ROS, mientras
gue los tratamientos con las EVs lo disminuyeron, siendo sifgnificativo en el caso de las
TN-EVS y THN-EVs (p < 0,05 y p < 0,01, respectivamente). Ademads, es importante
destacar que la reduccién de los niveles de ROS inducida por el tratamiento con THN-
EVs también fue significativamente mayor en comparacién con la condiciéon tratada con
T-EVs (p < 0,05).
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Por otro lado, también se evalud la produccién de superdxido en las mitocondrias
utilizando la tincion MitoSOX. Las mitocondrias desempefian un papel crucial en los
cardiomiocitos y son una de las partes de la célula mds afectadas en condiciones de
isquemia. Por tanto, se examind el efecto de las diferentes EVs en la generacién de
superoéxido en las mitocondrias durante el protocolo de OGD. Como se observa en la
Figura 38c y d, la exposicion de las células al protocolo de OGD sin tratamiento resultd
en un significativo aumento en la produccidon de superdxido en las mitocondrias (p <
0,01). Sin embargo, los tratamientos con T-EVs y TN-EVs lograron reducir la generacion
de este superdxido mitocondrial (p < 0,01 en ambos casos). Finalmente, el tratamiento
con THN-EVs disminuyd significativamente la cantidad de superdxido en las
mitocondrias en comparacién con las células sin tratamiento (p < 0,001) y con las células
tratadas con T-EVs (p < 0,05). Ademas, es relevante sefalar que los niveles de superdxido
detectados después del tratamiento con THN-EVs fueron incluso inferiores a los
observados en las células en condiciones normoxicas (p < 0,05), lo que indica un potente
efecto antioxidante ejercido por estas vesiculas extracelulares.
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Figura 38. Las EVs reducen el estrés oxidativo provocado por OGD en cardiomiocitos in vitro. (a)
Histogramas representativos de la citometria de flujo de células H9C2 tefiidas con DCFH-DA tras 7
horas de OGD. (b) Valores de DCFH-DA (ROS intracelular) en células H9C2. (c) Histogramas
representativos de la citometria de flujo de células H9C2 tefiidas con MitoSOX tras 7 horas de OGD.
(b) Valores de MitoSOX (superdxido mitrocondrial) en células H9C2. Las graficas muestran la media
+ SD normalizada frente a la condicidon de normoxia. El anadlisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p< 0,01y *** p < 0,001 vs condicidn
OGD.
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En conjunto, los resultado presentados en este apartado sugieren un papel anti-
apoptético y antioxidante por parte de las THN-EVs sobre cardiomiocitos en isquemia.
La capacidad de las THN-EVs para preservar la viabilidad celular y disminuir los niveles
de ROS podria tener aplicaciones terapéuticas importantes en el contexto de
enfermedades cardiacas isquémicas, donde preservar la viabilidad y la funcién de los
cardiomiocitos es esencial para mitigar el dafio cardiaco.

2.6 Las EVs derivadas de MSCs reducen los marcadores de
hipertrofia cardiaca en un modelo in vitro de estimulacion
con Ang I

La hipertrofia patoldgica de los cardiomiocitos es una caracteristica del remodelado
cardiaco que conduce a la insuficiencia cardiaca, y se produce como respuesta al
aumento de la tension en la pared del ventriculo. Para evaluar el impacto de los
diferentes tipos de EVs sobre la hipertrofia celular, se indujo la hipertrofia en las células
HI9C2 mediante la estimulacion con angiotensina Il (Ang Il), seguida de la adicion de las
EVs y un periodo de incubacion de 24 horas.
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Figura 39. Las EVs reducen los marcadores de hipertrofia en cardiomiocitos in vitro. Las graficas
muestras la expresion relativa de los principales genes relacionados con la hipertrofia en
cardiomiocitos: el péptido natriurético auricular (ANP), el péptido natriurético cerebral (BNP) y la
cadena pesada de la miosina B (B-MHC), tras su exposicidon a angiotensina Il (Angll, estimulo
hipertréfico). Se representa la media + SD normalizada frente a la condicion Angll. El anélisis
estadistico se realizd6 mediante ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p <
0,01y *** p < 0,001 vs condicién OGD.
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La Ang Il es conocida por ser un potente inductor de la hipertrofia cardiaca y se utiliza
ampliamente en estudios in vitro e in vivo. Después de este periodo de exposicién a la
Ang I, se analizé la expresidn de tres marcadores clasicos de la hipertrofia cardiaca: el
péptido natriurético auricular (ANP), el péptido natriurético cerebral (BNP) y la cadena
pesada de la miosina B (8-MHC). Los resultados mostraron que la exposicion a Ang Il
provocd un aumento significativo en la expresion de los tres marcadores (como se
muestra en la Figura 39). El tratamiento con EVs redujo la expresion de todos estos
marcadores, con la excepcidn de ANP en el caso del tratamiento con T-EVs, donde no se
observd una reduccion significativa en su expresion. En general, los tres tipos de EVs
demostraron ser altamente efectivos para contrarrestar los efectos de la Ang Il en la
induccion de la hipertrofia celular, lo que sugiere un potencial terapéutico en el contexto
de enfermedades cardiacas relacionadas con la hipertrofia.

2.7 Las THN-EVs aumentan la formacion de tubos en células
endoteliales in vitro

Un aspecto crucial en la reparacién del tejido cardiaco dafado es la capacidad
angiogénica de las células endoteliales presentes en el corazén. Para evaluar el potencial
pro-angiogénico de los diferentes tipos de EVs, se llevd a cabo un ensayo funcional de
formacién de tubos. En este ensayo, se sembraron células endoteliales de vena de
cordén umbilical (HUVEC) sobre una capa de Matrigel. El Matrigel es una matriz
extracelular derivada de células tumorales que se utiliza en investigaciones bioldgicas y
experimentos in vitro para proporcionar un ambiente tridimensional que simula el tejido
extracelular natural. En el contexto de la formacidn de tubos en células endoteliales, el
Matrigel actia como un sustrato que permite que estas células se organicen y formen
estructuras tubulares similares a vasos sanguineos.

Una vez sembradas la células se introdujeron en un incubador de hipoxia durante 9
horas con o sin la adicién de EVs. De esta forma, evaluamos el potencial angiogénico de
las EVs en una condiciones similares a las producidas en una cardiopatia isquémica,
aunque, a diferencia de los experimentos anteriores con células H9C2, en este caso no
se privo a las células de nutrientes durante el periodo de hipoxia. El motivo fue que las
condiciones OGD en el caso de las HUVEC resultaron en una inhibicién completa de la
formacién de estructuras tubulares.

Los resultados obtenidos, como se aprecia en la Figura 40, muestran un aumento
significativo de la longitud total de los tubos, asi como de los tubos totales en las células
tratadas con TN-EVs y THN-EVs con respecto a las células no tratadas o tratadas con T-
EVs. En cuanto a los puntos de ramificacidn, solo las THN-EVs lograron aumentarlos
significativamente (p < 0,01 con respecto a las células no tratadas y las tratadas con T-
EVs, y p < 0,05 con respecto a las células tratadas con TN-EVs). Lo mismo ocurrié con los
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loops totales, donde solo las THN-EVs lograron producir un aumento significativo con
respecto a la condicidén sin tratamiento (p < 0,05).
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Figura 40. Las THN-EVs promueven la formacion de tubos en células endoteliales in vitro. (a)
Imdagenes representativas del ensayo de formacion de tubos sobre Matrigel utilizando células
HUVEC en hipoxia. (b) Cuantificacion de parametros relacionados con el potencial angiogénico:
longitud de tubos, tubos totales, puntos de ramificacion totales y loops totales. Las graficas
muestran valores de media * SD normalizados frente a la condicién control (hipoxia). El analisis
estadistico se realizd6 mediante ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey. * p < 0,05, ** p <
0,01y *** p <0,001.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de HIF1A, sumada la de N1ICD, en
este caso si es determinante a la hora de obtener un efecto pro-angiogénico mas
robusto en condiciones de hipoxia. Estos hallazgos respaldan la hipotesis de que las EVs
enriquecidas con N1ICD y HIF1A pueden representar una herramienta terapéutica
prometedora en el contexto de una enfermedad cardiovascular como la cardiopatia
isquémica, donde la formacién de nuevos vasos sanguineos es esencial para la
regeneracion del tejido dafiado.

2.8 Las THN-EVs reducen la fibrosis cardiaca en un modelo
de infarto de miocardio de tipo 2 inducido por
isoproterenol

Una vez evaluado el efecto in vitro de las THN-EVSs, se pasé a inyectarlas en el modelo
in vivo de dano cardiaco inducido por isoproterenol descrito previamente. El protocolo
utilizado fue el mismo que en el caso de las MutOSM-EVs, que consiste en administrar
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una dosis diaria de 150 mg/kg de isoproterenol durante 5 dias, con inyeccién de EVs en
el primer y séptimo dia, y posteriormente realizar el sacrificio de los animales a los 21
dias. Cabe mencionar que en los resultados también se incluyen los datos de los
animales tratados previamente con ISO y con ISO + MutOSM-EVs para poder comparar
el efecto de las EVs derivadas de MSC-THN en este contexto experimental.

Para analizar la fibrosis miocardica, las secciones del corazén se tifieron con
Picrosirius rojo y se cuantifico el area de coldgeno. En la Figura 41a se pueden observar
secciones representativas de los diferentes grupos experimentales. El tratamiento de
los ratones con las THN-EVs redujo significativamente el area fibrdtica con respecto al
grupo control (p < 0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
area de coldgeno entre los ratones tratados con MutOSM-CD81-EVs y los tratados con
THN-EVs (Figura 41b).
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Figura 41. Las THN-EVs reducen la fibrosis cardiaca provocada por el tratamiento con I1SO. (a)
Imagenes representativas de la tincidon de picrosirius rojo en corazones de ratones sometidos al
modelo de dafio por ISO. Barra de escala = 200 um. (b) Cuantificacidon del area fibrética en
secciones de corazdn. Para cada animal se representa el porcentaje de drea cubierta de colageno
en relacion con el drea total del corazodn. Se han incluido los animales del grupo MutOSM-CD81-
EVs a modo de comparativa. Para el analisis y cuantificacion de las imagenes se utilizé Imagel. Los
datos se analizaron con ANOVA y la prueba post hoc de Tukey, utilizando valores del grupo ISO
como referencia y representados como media + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01.

2.9 Las THN-EVs reducen la hipertrofia cardiaca inducida
por la infusion de isoproterenol

A continuacion, se pasé a evaluar el efecto de las THN-EVs sobre la hipertrofia
cardiaca patoldgica causada por la administracidon de I1SO. Para ello, las secciones del
corazodn se tiferon con WGA, como se describié previamente, con el fin de marcar las
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membranas celulares y facilitar la cuantificacion del area promedio de los cardiomiocitos
(Figura 42). El tratamiento de los ratones con THN-EVs redujo drasticamente el area
promedio de los cardiomiocitos (p < 0,001). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los ratones tratados con MutOSM-CD81-EVs y los tratados con THN-
EVs.
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Figura 42. Las THN-EVs reducen la hipertrofia en los cardiomiocitos de los ratones tratados con
isoproterenol. (a) Imagenes representativas de la tincidn con aglutinina de germen de trigo (WGA)
(en rojo) y la tincion de nucleos (DAPI, en azul) para cada grupo experimental. Barra de escala = 50
um. (b) Medicion del area de seccion transversal de los cardiomiocitos mediante tinciéon WGA en
cortes de corazén de animales. Se incluyeron cinco animales en cada grupo. Se utilizé el software
Imagel para el andlisis de las imagenes y la cuantificacién colorimétrica y de fluorescencia. Los
datos se analizaron con ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey se representan como media + SEM.
** < 0,01y *** p <0,001.

2.10 Las THN-EVs aumentan la angiogénesis tras el dafio
cardiaco producido por el isoproterenol

Por ultimo, se decidié analizar la densidad microvascular cardiaca, la cual se relaciona
siempre con un mejor prondstico tras sufrir daifio cardiaco. Para ello se cuantificé la
angiogénesis utilizando un anticuerpo contra CD31 (Figura 43). Los buenos resultados
obtenidos en términos de angiogénesis in vitro con la THN-EVs, se replicaron en el
modelo in vivo. Los ratones tratados con estas vesiculas mostraron una mayor en
comparacion con el grupo control (p < 0,001).
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Figura 43. Las THN-EVs aumentan la angiogénesis en el modelo in vivo de insuficiencia cardiaca
crénica inducida por isoproterenol (1SO). (a) Imagenes representativas de tincién con CD31 (en
rojo) y tincién de nucleos (DAPI, en azul) para medir la microvasculatura. Barra de escala = 50 um.
(b) Cuantificacion de la microvasculatura utilizando un anticuerpo contra CD31. Se contaron las
estructuras tefiidas circulares con un drea de hasta 23,5 um?2. Se incluyeron cinco animales en cada
grupo. Se utilizd el software Imagel para el andlisis de las imagenes. Los datos se analizaron con

ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey y se representan como media = SEM. ** p < 0,01y *** p <
0,001.

En conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos in vivo con las THN-EVs
ofrecen perspectivas prometedoras para su aplicacion en el tratamiento de
enfermedades cardiacas como la cardiopatia isquémica, reduciendo la fibrosis y la

hipertrofia cardiacas y aumentado la angiogénesis y la densidad vascular de los
corazones danados.
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La cardiopatia isquémica es una afeccién cardiaca potencialmente mortal
caracterizada por un aporte insuficiente de nutrientes y oxigeno al tejido cardiaco,
llevando a la pérdida de miocitos cardiacos y a la disminucién de la funcidn cardiaca. Es
una de las principales enfermedades cardiovasculares, pudiendo llegar a producir un
IAM y siendo la etiologia mas comun en el desarrollo de la IC [302]. La IC se estima que
afecta a mas de 60 millones de personas en todo el mundo y es particularmente
frecuente en los paises industrializados, donde tiene una prevalencia de entre el 3-5%
de la poblacién y genera altos costos tanto en diagndstico como en el tratamiento de la
misma [302,303].

Las terapias actuales para la IC se centran principalmente en el alivio de los sintomas
y la mejora de la calidad de vida de los pacientes. Estas estrategias terapéuticas abarcan
una variedad de enfoques, incluyendo el uso de medicamentos como inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina, betabloqueantes, diuréticos y antagonistas de la
aldosterona. Estos farmacos desempeian un papel fundamental en la reduccion de la
sobrecarga de volumen y presién en el corazén, lo que conlleva a un alivio de los
sintomas de la insuficiencia cardiaca [304—-306]. Ademas, en ciertos casos se recurre
también a dispositivos médicos como marcapasos y desfibriladores para la terapia de
resincronizacién cardiaca, o a dispositivos de asistencia ventricular, llegando a ser
necesario el trasplante cardiaco en las situaciones mds graves [304-306]. Sin embargo, a
pesar de todas estas estrategias terapéuticas, la IC sigue siendo una afeccidn que
conlleva una alta morbilidad y mortalidad, y que a menudo suele ser progresiva y tender
a agravarse. Por lo tanto, existe una necesidad apremiante de buscar nuevas terapias
gue aborden las causas subyacentes de la enfermedad y ofrezcan un enfoque mas
efectivo y duradero para el tratamiento de la IC, frenando su progreso y mejorando la
funcién cardiaca.

En contexto, el uso de MSCs y, mas concretamente, de sus EVs, se presenta como una
opcion terapéutica prometedora. Varios estudios han demostrado el papel de las EVs
derivadas de MSCs en el tratamiento de diversas patologias cardiacas, entre ellas la
cardiopatia isquémica y el IAM [131,209,307-309]. No obstante, el desafio que enfrenta
la investigacidn actual en este campo radica en mejorar el potencial terapéutico de estas
EVs, con el fin de hacer viable una terapia basada en las mismas en la practica clinica.
Para ello hay planteadas dos estrategias distintas. Por un lado, la mejora de la
biodisponibilidad de las EVs en el tejido cardiaco ya sea mediante el uso de scaffolds
[310] o hidrogeles [311] cargados con EVs, o dirigiéndolas mediante modificaciones en
su superficie [312]. Por otro lado, la mejora de su capacidad terapéutica intrinseca
mediante el precondicionamiento de las MSCs o su modificacion genética [274,313]. En
este sentido, nuestro grupo de investigacién ya propuso varias modificaciones genéticas
para mejorar el potencial terapéutico de las MSCs.
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En primer lugar, MSCs de pulpa dentaria se inmortalizaron mediante la
sobreexpresion de hTERT. Las MSCs no se dividen de forma ilimitada y pierden
caracteristicas terapéuticas tras periodos prolongados de cultivo. Esto supone un
handicap a la hora de disefiar y estandarizar adecuadamente cualquier terapia basada
en EVs secretadas por MSCs. La inmortalizacion de las MSCs con hTERT ha sido también
descrita por otros grupos como un método valido para eludir la senescencia y favorecer
un mayor tiempo de cultivo sin alterar las caracteristicas terapéuticas [314—316]. Por
otro lado, nuestro grupo también estudio la sobreexpresion del factor HIF-1A en MSCs
como método para aumentar el potencial angiogénico e inmunomodulador de sus EVs
[207,274]. El precondicionamiento hipdxico de las MSCs ya habia sido estudiado con
anterioridad [317]. Sin embargo, la sobreexpresion de HIF-1A representa un avance
significativo al activar selectivamente esta via que mejora la capacidad terapéutica de
las MSCs, sin involucrar otras vias perjudiciales que se activan en condiciones de hipoxia.

Partiendo de esta base, en este trabajo se propusieron dos estrategias para mejorar
la capacidad terapéutica de las EVs derivadas de MSC, ambas involucrado la
modificacidon genética de las mismas. Por un lado, cargar directamente OSM en la
superficie de las EVs, y por otro, la sobreexpresion inducible de N1ICD en MSCs a modo
de precondicionamiento genético, con la hipdtesis de que las EVs resultantes estaran
enriquecidas en factores terapéuticos que mejoren su eficacia frente a las EVs nativas
en el contexto de la isquemia cardiaca.

1. MSC-EVs cargadas con OSM

La OSM es una citoquina de la familia de la IL-6 con efectos pleiotrépicos que pueden
conducir a la desdiferenciacion de los cardiomiocitos (CM) [245]. Este mecanismo
proporciona una ventaja competitiva en un contexto de isquemia cardiaca, ya que el
desensamblaje de los sarcomeros durante el proceso de desdiferenciacion aumenta la
resistencia del CM a la hipoxia. Por otro lado, la OSM estd relacionada con la
proliferacién, la quimiotaxis y la formacién de tubos en cultivos de células endoteliales
microvasculares humanas [232-234], asi como con la inhibicidn de la proliferacion de
fibroblastos cardiacos tras la estimulacion que se produce después de una lesion
[242,243]. De hecho, estudios en animales han demostrado que el tratamiento con OSM
puede mejorar la funcién cardiaca [244]. Ademas, la interaccidén entre la OSM vy la IL-6
en CM puede inducir una mayor cardioproteccion y potenciar el efecto terapéutico de
la OSM frente al remodelado cardiaco adverso [318]. Sin embargo, cabe senalar que,
para lograr una terapia exitosa, es fundamental conseguir que la activacidn de la via de
sefializacion de la OSM sea temporal y que, ademas, la induccidn de esta via se produzca
dentro de un rango fisiolégico. Esto se debe a que la desdiferenciacion persistente de
los CM podria contribuir a una remodelaciéon cardiaca adversa, subrayando asi la
importancia de una calibracién precisa de los tratamientos basados en OSM [244]. Por
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este motivo, se planted la administraciéon de EVs como una estrategia para activar
transitoriamente la sefalizacion OSM en el corazén. Partiendo de las MSC
inmortalizadas que hemos comentado anteriormente, se buscd la expresiéon de OSM en
la superficie de las MSC-EVs mediante la transduccién lentiviral de variantes de OSM
mutadas para ser resistentes a la escisién postraduccional por proteasas.

Las tetraspaninas CD63, CD9, TSPAN14 y CD81, asi como lamp2b y el dominio C1C2
de la lactadherina, son proteinas comunmente utilizadas para cargar carga en EVs.
Trabajos previos mostraron que fusionar el dominio transmembrana (TM) de PDGFRB a
TSPAN14, CD63 y CD81 era la forma mas eficiente de dirigir y cargar proteinas en las EVs
[280]. Finalmente, se decidié fusionar las variantes de OSM mutadas al dominio TM
unido a su vez a CD81 (CD81TM). Esta fusion a CD81TM nos proporciond una carga
eficiente de las variantes de OSM las EVs derivadas de MSCs, ademds de asegurar su
disposicidn en la superficie.

Experimentos previos, mostraron que la sobreexpresion de OSM en MSCs disminuia
su tasa de proliferacion. Por este motivo, se optd por el sistema inducible Tet-On para
controlar la expresion de MutOSM-CD81, de MatOSM-CD81 y de CD81, y asi activarla
solo en el momento de la recoleccién de EVs. Por otro lado, los vectores lentivirales
también incluyeron GFP para monitorizar la estabilidad de la linea transfectada a lo largo
de los pases celulares. La caracterizacion morfoldgica no mostré diferencias entre los
diferentes grupos de experimentales. Sin embargo, el andlisis fenotipico de las EVs si
mostré que las muestras de MatOSM-CD81 y MutOSM-CD81 presentaban una pequeiia
proporcidn de EVs que portaban OSM en su superficie. Este resultado fue similar entre
ambos grupos experimentales independientemente del spot (CD9, CD81 o CD63) donde
fueran capturadas las EVs, indicando una eficiencia de carga de OSM similar entre
MatOSM-CD81 y MutOSM-CD81. Por ultimo, cabe destacar que ~50% de las EVs
capturadas en el spot de CD63 y positivas para OSM, fueron también positivas para CD81
y CD9, indicando un mecanismo de clasificacidn preferencial en esta subpoblacién de
vesiculas.

Como hemos mencionado anteriormente, la OSM se ha relacionado con un posible
efecto antifibrdtico tras un lesién cardiaca. Por lo tanto, procedimos a evaluar la funcién
de las EVs que expresan OSM sobre los HCF. En primer lugar, verificamos la presencia
de los receptores de la OSM en la superficie de HCF cultivados en condiciones de
privacién de nutrientes para inducir estrés celular. Observamos que la expresion de
GP130 e IL31RA aumentd en un lapso de tan solo 30 minutos después de la privacion de
nutrientes, lo que sugiere que las EVs MatOSM-CD81 y MutOSM-CD81 podrian
interactuar de manera efectiva con fibroblastos cardiacos estresados a través de los
receptores de la OSM. De hecho, la capacidad de las EVs para interactuar con receptores
de fibroblastos ya se habia documentado en el contexto de exosomas derivados de
lineas celulares cancerosas [319]. El estudio demostrd que estos exosomas presentaban
TGF-B en su superficie, el cual tenia la capacidad de interactuar con los receptores de
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TGF-B en los fibroblastos, induciendo asi su activacion y su diferenciacién a
miofibroblastos in vitro [319]. Ademas, en otro estudio se observd que la expresion de
GP130 se activa en el tejido miocardico de ratas sometidas a un IAM tan solo un dia
después de la ligadura de la arteria coronaria, y esta activacién se mantiene durante al
menos dos meses después de la lesién [320]. Este hallazgo también sugiere que las EVs
gue contienen OSM en su superficie podrian interactuar con los receptores
mencionados anteriormente in vivo.

A continuacidn, realizamos ensayos in vitro para evaluar la capacidad de las EVs
cargadas con OSM para reducir la proliferacion de fibroblastos y la deposicién de ECM.
Observamos que tanto las MatOSM-CD81-EVs como las MutOSM-CD81-EVs inhibian la
proliferacion celular y la secrecién de telo-coldgenolal en HCF activados, indicando un
efecto antifibrético de las EVs cargadas con OSM. Por lo general, el andlisis no reveld
diferencias significativas en los efectos in vitro entre las MatOSM-CD81-EVs y MutOSM-
CD81-EVs. Sin embargo, si observamos una mayor reduccién en la proliferacion de los
fibroblastos cardiacos en condiciones de privacién de nutrientes cuando se trataron con
MutOSM-CD81-EVs en comparaciéon con MatOSM-CD81-EVs. En consecuencia,
decidimos continuar con los estudios in vivo utilizando solo las MutOSM-CD81-EVs, con
las CD81-EVs como control, siguiendo los principios de las 3Rs.

Iniciamos el estudio in vivo mediante la implementacidon del modelo de infusién de
ISO con el propédsito de inducir hipertrofia y fibrosis cardiaca. El isoproterenol es un
agonista PB-adrenérgico no selectivo que actua estimulando los receptores B-
adrenérgicos, lo que resulta en un aumento significativo de la frecuencia cardiaca. Este
aumento sostenido de la frecuencia cardiaca genera un desequilibrio entre la demanda
y el suministro de oxigeno y nutrientes al musculo cardiaco, lo que, en ultima instancia,
conduce a la muerte y necrosis de los cardiomiocitos. Este modelo, basado en la
administracion de isoproterenol, es un enfoque ampliamente utilizado en
investigaciones en modelos murinos [281-284]. Los efectos fisiopatoldgicos provocados
por la infusidn de isoproterenol reproducen en gran medida el contexto de un infarto
de miocardio tipo 2 [284].

Para evaluar la fibrosis inducida por el modelo en el tejido cardiaco, procedimos a
cuantificarla utilizando las tinciones de rojo Picrosirius y periostina. La periostina es una
proteina secretada por los miofibroblastos, que se diferencian a partir de fibroblastos
residentes activados en respuesta al estrés y en diversas condiciones patoldgicas del
corazon. Estas condiciones abarcan desde el infarto de miocardio hasta la
miocardiopatia dilatada. La periostina es liberada al medio extracelular y se acumula en
las areas de fibrosis y deposiciéon de coldgeno. Esto la convierte en un marcador
altamente relevante para identificar la presencia de fibrosis cardiaca y, mas
especificamente, para detectar la activaciéon de miofibroblastos [321—-324]. La infusion
de MutOSM-CD81-EVs demostrd ser efectiva en la reduccién de la fibrosis, lo cual
concuerda con estudios previos que han destacado el papel de la OSM en la regulacién
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de lafibrosis y la degradacion de la ECM en el contexto de la reparacion cardiaca después
de una lesién [242,325]. Asimismo, aunque en un contexto diferente, la presencia de
OSM durante la curacién de cicatrices queloides o hipertréficas también ha demostrado
modular la secrecidn de componentes de la ECM y reducir la cicatrizacidn excesiva [243].
Ademas, los animales tratados con MutOSM-CD81-EVs exhibieron una mayor densidad
vascular en el tejido cardiaco en comparacién con los animales control. Esto es
coherente con investigaciones previas que han documentado un potente efecto
angiogénico de la OSM en un contexto inflamatorio [232,326].

La administracion de MutOSM-CD81-EVs en animales tratados con ISO también
ejercié un efecto positivo sobre la hipertrofia cardiaca. Esto se evidencié mediante la
cuantificacion del area transversal de los CM, la cual resulté ser menor en los animales
tratados que en los controles. Este resultado concuerda con los estudios mencionados
previamente que demuestran la capacidad de OSM para mantener el estado
desdiferenciado de los CM, evitando el aumento de su anchura y longitud, y, por ende,
la distorsidn de la arquitectura cardiaca [244,318]. Como hemos comentado, aunque la
activacion de las cascadas de sefalizacién la OSM tiene un efecto protector en
condiciones de estrés agudo, su activacion crénica contribuye al desarrollo de
insuficiencia cardiaca [25]. No obstante, la administracion de MutOSM-CD81-EVs reduce
el riesgo de una activaciéon crénica de las cascadas de OSM, ya que la capacidad de las
EVs para permanecer en los tejidos después de la infusidn es limitada y el sistema
inmunolégico innato tiende a eliminarlas rdpidamente [327], a menos que estén
encapsuladas en matrices poliméricas [328,329]. Nuestros hallazgos respaldan la idea
de que incluso un breve periodo de retencién de EVs en la circulacién es suficiente para
inducir un cambio en la polarizacidn de los macréfagos hacia un fenotipo similar a M2,
facilitando asi la fase proresolutiva. Adema3s, investigaciones anteriores han revelado
gue, en ratones, tanto los macrdfagos cardiacos residentes como los peritoneales
exhiben perfiles transcripcionales comparables, incluyendo la presencia de receptores
de OSM, conocidos por su participacién en la induccién de la angiogénesis [238,330].
Por lo tanto, la administracidn intraperitoneal de MutOSM-CD81-EVs también podria
estar ejerciendo el papel cardioprotector observado interactuando con macroéfagos
peritoneales.

Cabe mencionar que, aunque el tratamiento con CD81-EVS y Ctrl-EVS redujo la
acumulacién de telo-colagenolal in vitro, no observamos un efecto antifibrético
significativo in vivo, ni tampoco un aumento de la angiogénesis con estas vesiculas. Sin
embargo, investigaciones previas han demostrado las propiedades antifibréticas y
proangiogénicas de las MSC-EVs nativas en el contexto de la isquemia miocardica
[148,307,309,310,331]. La utilizacién de una dosis mas baja en el presente estudio, asi
como la via de administracion, podrian explicar estas discrepancias y subrayar la eficacia
de la estrategia propuesta para aumentar el potencial terapéutico de las MSC-EVs.

135



136

Discusion

A pesar de estos prometedores resultados, existen algunas limitaciones de este
estudio que deben tenerse en cuenta. En primer lugar, no realizamos estudios de
biodistribucion, lo que limita nuestra capacidad de sacar conclusiones sobre la
localizacion y distribucion de las EVs in vivo. Ademads, nuestro analisis histolégico de
macrofagos M1/M2 en tejido cardiaco no nos permitié diferenciar entre macrofagos
cardiacos residentes y aquellos que se infiltran a partir de monocitos circulantes. En
consecuencia, no podemos determinar de manera concluyente si la via de sefializacién
de la OSM se activa mediante la interaccién directa de las MutOSM-EVs con células del
tejido cardiaco, como CM o células endoteliales, o mediante la activacidon de macréfagos
peritoneales que puedan servir como mediadores primarios del proceso reparativo. En
conclusién, generamos una linea celular MSC genéticamente modificada capaz de
liberar EVS que expresan proteinas OSM funcionales en su superficie, lo que puede
promover procesos de restauracion cardiaca. Estos hallazgos podrian guiar el desarrollo
de estrategias refinadas relacionadas con MSC-EVS para la reparacion cardiaca.

2. EVs derivadas de MSCs que
sobreexpresan N1ICD y HIF1A

En esta segunda parte del trabajo nos hemos centrado en la mejora de las EVs
mediante la activacion de la via de Notch en las células MSC parentales, ya que es una
de las principales rutas de sefializacién implicadas en la reparacién y regeneracién del
tejido cardiaco [332,333]. Esta via se ha relacionado con la regulacién de procesos clave
para la salud cardiaca, incluyendo la modulacién de la proliferacién y diferenciacion
celular, la angiogénesis, la regulacion de la respuesta inflamatoria y la formacion de
tejido cardiaco funcional en lugar de tejido cicatricial [332,333]. Para ello,
sobreexpresamos el dominio intracelular de Notch1 (N1ICD), que es la forma activa del
receptor, en MSC-T. Ademas, apoyados en la evidencia previa de nuestro laboratorio y
en la convergencia de las vias de Notch y HIF en diferentes contextos [334-336],
decidimos llevar a cabo un enfoque mas integral y generamos otra linea celular con la
sobreexpresidn de ambas proteinas. El objetivo de la activacidon de ambas vias era lograr
un efecto sinérgico que nos permitiera obtener EVs potencialmente mas efectivas en el
contexto de la proteccion y la reparacion cardiaca.

El punto de partida de este trabajo, por tanto, fue generar las lineas MSC-TN, MSC-
TH y MSC-THN. Para la sobreexpresién de N1I/CD se utilizé un promotor Tet-On, lo que
brinda la oportunidad de expandir las MSCs sin que esta modificacion pueda interferir
en el desarrollo normal de las células. Una vez generadas las lineas, comprobamos que
la expresion de los genes HEY1 y HEY2, dianas de Notch [337], estaba aumentada en
MSC-TN y MSC-THN, indicando que la sobreexpresion de N1/CD reproducia la funcién
bioldgica del receptor. Ademas, se observd un incremento en la expresidn de los genes
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SOX2, CXCR4,JAG1 y NRF2.SOX2 es un factor de transcripcién esencial en células madre
embrionarias y desempeia un papel crucial en el mantenimiento de la pluripotencia y
la auto-renovacién de estas células. En el contexto de las MSCs, la expresidon de SOX2 ha
sido objeto de investigacién debido a su contribucion a la plasticidad y las propiedades
regenerativas de estas células. Se ha observado que la sobreexpresion de SOX2 en MSCs
estd asociada con una mayor capacidad de autorrenovacion y diferenciacién en diversos
linajes celulares, lo que amplia su potencial terapéutico en aplicaciones regenerativas
[338,339]. La expresion de CXCR4 en MSCs es de gran importancia, especialmente en el
contexto de la reparacion cardiaca, donde se ha asociado con efectos cardioprotectores,
antifibéticos y pro-angiogénicos [340,341]. Sin embargo, uno de los aspectos claves de
CXCR4 es el papel central que desnpena en la migracidon y homing de las MSCs hacia el
tejido cardiaco. Su interaccién con el ligando natural, CXCL12 (también conocido como
SDF-1), secretado en el tejido dafiado, guia a las MSCs hacia el lugar donde se requiere
reparacion [341]. Esta capacidad de migracidon también se observd en las EVs derivadas
de células progenitoras cardiacas que sobreexpresaban CXCR4, donde la presencia de
CXCRA4 dirigi6 especificamente a las EVs hacia el lugar de infarto, destacando asi su papel
crucial en la terapia regenerativa cardiovascular [342]. JAG1 es el ligando predominante
de Notch en el corazén adulto y se ha visto que aumenta en el tejido cardiaco en
condiciones de estrés [343]. En un estudio se demostrd que la sobreexpresién de JAG1
atenua la hipertrofia cardiaca y la fibrosis en un modelo animal de sobrecarga de presién
mediante constriccion de la aorta transversa [344]. Por otra parte, el factor NRF2 es un
conocido regulador de la sintesis de proteinas antioxidantes, cuya expresidn se ve
incrementada rapidamente ante un estrés oxidativo, tanto enddégeno como exdgeno
[345]. En resumen, el aumento en la expresidon de SOX2 y CXCR4 en las MSC-THN sugiere
gue éstas podrian mantener de manera mas efectiva sus caracteristicas troncales y
dirigir sus EVs hacia la zona dafiada del corazén. Por otro lado, el incremento en la
expresion de JAG1 y NRF2 en las MSC-THN sugiere que estas células podrian exhibir un
mayor efecto cardioprotector y antioxidante en comparacién con las MSC-T.

En los ultimos aios, numerosas investigaciones se han centrado en el estudio de los
miARNs como posibles marcadores de dafio cardiaco. Los miARNs forman parte del
cargo de las EVs y se ha demostrado que pueden ejercer un papel en el remodelado
cardiaco, la hipertrofia, la fibrosis o la disfuncidon cardiaca [346]. Por este motivo,
ademas de caracterizar las MSC-THN mediante un andlisis de la expresidn génica, se
evaluaron posibles cambios en la expresidn de algunos de los miARNs descritos como
cardioprotectores. Se observd un incremento significativo en la expresién del miR-30c-
5p, miR-92a-5p, miR-92b-3p, miR-150-5p, mIiR-192-5p y miR-4732-3p. Lla
sobreexpresion del miR-30c-5p se ha asociado con la proteccién frente al dafio por I/R
mediante la activacion de NRF2 y la supresidn de la piroptosis [347,348]. Los miR-92a-
5p y miR-92b-3p se han relacionado la reduccion del estrés oxidativo [349] y de Ia
hipertrofia [350] en CM, respectivamente. El miR-150-5p ha sido asociado con la
atenuacion de la remodelacién cardiaca adversa [351] y la proteccién de los CM frente
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a la apoptosis [352] tras un IAM, y la inhibicién de la activacion de los fibroblastos
cardiacos en un modelo de fibrosis por sobrecarga de presién [353]. En cuanto al miR-
192-5p, Li et al. demostraron que el potencial anti-fibrético de EVs derivadas de MSC de
tejido adiposo se debia, en parte, al alto contenido en miR-192-5p que presentaban
estas EVs [354]. De esta forma, el miR-192-5p actuaria reduciendo la expresion de
proteinas pro-fibréticas en fibroblastos activados. Respecto al miR-4732-3p, nuestro
grupo de investigacion demostrd que la administracion de este miARN mejora la funcion
cardiaca y reduce el tamafio de la zona infartada en un modelo de infarto de miocardio
en rata [355]. Por ultimo, cabe mencionar que, aunque las diferencias no fueron
significativas en el caso de los miR-30b-5p y miR-148a-3p, si se observd una clara
tendencia hacia el aumento de la expresion de los por parte de las MSC-THN. Estos
miARNs han sido relacionados en varios estudios con la mejora de insuficiencia cardiaca,
la cardioproteccion y la reduccidn de la fibrosis [356—358]. Como comentamos en la
introduccion, los mecanismos de clasificacion exosomal son complejos y especificos; no
obstante, la carga pasiva también supone un porcentaje importante del contenido de
las EVs. Por este motivo, el incremento de la expresidn de los genes anteriormente
mencionados y de estos miARNs nos sugirié que las EVs provenientes de las MSC-THN
podrian estar cargadas de proteinas y miARNs cardioprotectores.

Una vez obtenidas EVs de los diferentes grupos experimentales se pasé a su
caracterizacidn. El andlisis morfoldgico no reveld diferencias entre las diferentes EVs, en
cambio, su andlisis fenotipico si mostré diferencias como la presencia de JAG1 en la
superficie de las THN-EVs y TN-EVs. Una pequeiia fraccién de las TH-EVs también mostrd
la presencia del ligando en su superficie, una observacion que ya habia sido descrita por
nuestro grupo y que se asocié con el aumento de la angiogénesis inducido por este tipo
de EVs [207]. No obstante, el porcentaje de EVs positivas para JAG1 no fue mayor en las
MSC-THN en comparacion con las MSC-TN, lo que sugiere que la sobreexpresion de
N1ICD es el principal contribuyente a la presencia de JAG1 en las EVs. Este resultado
también se correlaciona con la elevada expresién de JAG1 observada en las MSC-TN vy
MSC-THN en comparacion con las MSC-T y MSC-TH. El andlisis protedmico identificd un
total de 56 proteinas comunes para los cuatro grupos experimentales, con 17,9, 7y 11
proteinas Unicas para los grupos T-EVs, TH-EVs, TN-EVs y THN-EVs, respectivamente.
Aunque el analisis individual de los GOs de las proteinas identificadas no reveld
diferencias significativas, se observaron ciertos GOs como "Cardiovascular system
development"”, "Vasculature development" o "Endothelial cell migration"
sobreexpresados en las EVs de MSC-TN y MSC-THN en comparacidn con las MSC-T EVs.
Ademas, algunos GOs, como "Regulation of response to stress", solo aparecieron en EVs
después de la sobreexpresion de HIF1A, tanto en las MSC-TH EVs como las MSC-THN
EVs. Por el contrario, el analisis de miARNseq de las diferentes EVs, si mostrd un claro
enriquecimiento en miARNs relacionados con la proteccién y reparacion cardiaca. En
primer lugar, pudimos confirmar la presencia en las TN-EVs y THN-EVs de los miARNs
analizados previamente que aparecian sobreexpresados en las MSC-TN y MSC-THN
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(exceptuando el miR-4732-3p). Entre los miARNs comunes a ambas poblaciones de EVs
pudimos identificar también la presencia de otros miARNs reconocidos por sus efectos
beneficiosos en el contexto del dafo cardiaco, tales como el miR-26b-5p [287], el miR-
29b-3p [288,289], el miR-30d-5p [290-292], el miR-99a-5p [293,294], el miR-125b-3p
[295-297], el miR-126-3p [298], el miR-146b-5p [299] y el miR-214-3p [300,301]. Esto se
tradujo en un aumento de los términos de GO relacionados con la diferenciacién,
proliferacion y regeneracién del musculo cardiaco en las EVs tras las sobreexpresién de
N1ICD También se produjo un aumento en términos relacionados con el aumento de la
angiogénesis y el desarrollo de la vasculatura coronaria. Como era de esperar, términos
de GO relacionados con la via de Notch también aparecieron sobrerrepresentados en
TN-EVsy THN-EVs. En relacidn con la fibrosis, aumentaron términos anti-fibroticos como
la regulacién positiva del proceso apoptdtico en fibroblastos o la regulacién negativa de
la diferenciacidn de miofibroblastos. Por tultimo, también se vio un aumento en términos
relacionados con la respuesta a la isquemia y al estrés celular. En conjunto, estos
resultados subrayan el impacto de la modificacién genética con N1ICD y HIF1A en la
composicion proteica de las EVs y en su contenido de miARNSs, apuntando a un potencial
incremento de la capacidad terapéutica de las THN-EVs en el contexto de la
regeneracion cardiaca.

Una vez caracterizadas las EVs, se procedié a evaluar su impacto en los principales
tipos celulares del corazén, llevando a cabo diversos experimentos en HCF, CM y células
endoteliales. En el caso de los HCF, estudios previos han demostrado el efecto anti-
fibrético de las EVs derivadas de MSC [359—-361]. Algunos investigadores han planteado
diversas estrategias para potenciar este efecto, como el acondicionamiento de las MSC
[362,363] o la incorporacidén de las EVs en hidrogeles [364]. En este trabajo hemos
comprobado que las EVs derivadas de MSC-TH y MSC-THN provocan cambios en la
expresion de genes implicados en fibrosis en HCF. En primer lugar, pudimos observar
que, tras la estimulacién con TGF-B, los fibroblastos cardiacos aumentaban la expresiéon
de NOCTHI1. La interaccidn entra la via de Notch y del TGF-B ha sido ampliamente
descrita [365,366], por tanto, este aumento concuerda con un intento por parte de la
célula por frenar la sobre-activacion de la via del TGF-B y regular el proceso fibrotico.
Por otra parte, la aplicacion de EVs a fibroblastos estimulados disminuyd la expresion de
marcadores clasicos de fibrosis como la proteina de activacién de fibroblastos, FAP, y el
o-SMA, ACTA2. En el caso del a-SMA, la reduccién de su expresidn se comprobd también
mediante inmunofluorescencia. Las EVs redujeron también la expresion de WNT. La via
de Wnt converge con la via de TGF-B, como han demostrado varios estudios [367,368],
de manera que su reduccidon también disminuiria la diferenciacion de fibroblastos a
miofibroblastos. Las EVs de MSC-THN también promovieron una disminucion de la
expresion de proteinas relacionadas con la ECM, como el coldgeno de tipo I, principal
componente de la ECM [369], la metaloproteasa MMP2 y la BMP1.3, encargadas del
correcto entrecruzamiento de los colagenos [370], y la fibronectina, que participa en la
deposicidn del colageno[371]. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de N1ICD
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en MSCs da lugar a EVs mas eficaces a la hora de reducir la produccién exacerbada de
ECM caracteristica del proceso fibrético y del remodelado cardiaco.

Otra de las particularidades de la fibrosis miocardica es la migracién e invasién por
parte de miofibroblastos de tejido no dafiado ni inflamado. Este fenédmeno conocido
como fibrosis reactiva contribuye a la expansién de la fibrosis por todo el miocardio y
dista de aquel conocido como fibrosis de reemplazo donde lo que se busca es mantener
la integridad del corazén mediante el reemplazo Unicamente del tejido necrdtico por
fibroblastos. El resultado de esto es una mayor disminucién en las propiedades
electromecanicas del corazén, ya que los fibroblastos no se contraen y, ademas,
producen alteraciones en la transmisién del impulso eléctrico [372]. Para estudiar el
efecto de las EVs en este contexto, se utilizé un ensayo de cierre de herida, donde
evaluamos la capacidad migratoria de HCF activados. En este caso la aplicacion de THN-
EVs si resulté ser mas efectiva que la de TN-EVs, frenando de manera significativa la
migracion de los HCF, lo que se podria interpretar como una disminucién de la expansién
de la fibrosis a lo largo del corazén.

Como se ha explicado previamente, la isquemia miocdrdica surge debido a un
desequilibrio entre el suministro y la demanda de oxigeno y nutrientes en el tejido
cardiaco, lo que conduce a la muerte de los CM por la acumulacion de ROS, entre otros
factores. Para evaluar el efecto de las EVs en este contexto, realizamos dos ensayos para
examinar su impacto en nuestro modelo de isquemia (OGD) utilizando células H9C2. Los
resultados obtenidos muestran que las THN-EVs aumentaron la supervivencia vy
preservaron el metabolismo energético de las H9C2, sugiriendo un efecto
cardioprotector frente al dafio causado por la isquemia. Ademas, las THN-EVs redujeron
de manera mas efectiva la produccién de ROS y superdxido mitocondrial en estas
células. Este efecto antioxidante se respalda con los resultados obtenidos
anteriormente, donde los términos relacionados con la actividad antioxidante aparecian
sobreexpresados en estas EVs en el andlisis protedmico y el miARNseq.

Uno de los aspectos claves del remodelado ventricular es la hipertrofia cardiaca que
se origina para compensar la sobrecarga de presidén que sufre el ventriculo izquierdo. En
este escenario, la Angll actia como estimulo hipertréfico, induciendo la produccién de
ROS en CM y activando la transcripcidon de factores relacionados con la hipertrofia [373].
Como se ha comentado anteriormente, hay estudios que demuestran que el aumento
de JAG1 en el corazdn tiene un papel cardioprotector y anti-hipertréfico [344]. Teniendo
en cuenta que las EVs derivadas de las MSC-TN y MSC-THN presentaban este ligando en
su superficie, presuponiamos que éstas podrian ejercer un efecto anti-hipertréfico
mayor que el demostrado por las EVs de MSC [374]. Para ello, empleamos el modelo in
vitro de induccién de hipertrofia mediante Angll. La aplicacién de las TN-EVs y THN-EVs
logrd reducir de manera significativa la expresién de los marcadores caracteristicos de
hipertrofia ANP, BNP y 8-MHC. Cabe sefialar que, en este caso, los tres tipos de EVs
mostraron una gran eficacia a la hora de reducir estos marcadores. De hecho, las T-EVs
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también redujeron significativamente la expresion de BNP y 8-MHC, lo que sugiere la
necesidad de ajustar la dosis a un nivel mas bajo para poder observar diferencias
significativas entre ellas.

Los resultados presentados sobre HCF y CM sugieren que las EVs derivadas de MSC-
THN podrian atenuar de manera mas efectiva el proceso del remodelado cardiaco
patoldgico. Sin embargo, una incorrecta revascularizacion de la zona dafiada también
juega un papel determinante en el desarrollo de la IC, teniendo como resultado un peor
prondstico. Por esto motivo, el siguiente experimento se enfocd en la evaluacion del
potencial angiogénico de las EVs. El principal desencadenante de la cardiopatia
isqguémica es la oclusion arterial ocasionada por la formacidon de placas de ateroma.
Aunque en los Ultimos afios se han desarrollado técnicas, principalmente
hemodinamicas, para restablecer el flujo sanguineo en los grandes vasos, aun existen
limitaciones en la restauracién de la microcirculacion [375]. La angiogénesis se convierte
asi en un proceso crucial para la regeneraciéon del tejido cardiaco tras un evento
isquémico. Varios estudios han demostrado que las EVs de MSC contribuyen a mejorar
la funcién cardiaca promoviendo la angiogénesis en diferentes modelos in vitro e in vivo
[363,376]. En este sentido, nuestro grupo observé que la sobreexpresién de HIF1A en
MSCs aumentaba el potencial angiégenico de estas vesiculas, principalmente por la
presencia de JAG1 en las mismas. Por este motivo, nos propusimos evaluar si la
sobreexpresiéon de N1ICD en las MSCs podria potenciar este efecto angiogénico.
Mediante un ensayo de formacion de tubos en hipoxia, se observdé un aumento en la
formacidén de tubos en las células endoteliales tratadas con las EVs derivadas de MSC-
TN. Este aumento de los parametros angiogénicos fue mayor en el caso de las células
tratadas con THN-EVs, lo que sugiere que el tratamiento con estas EVs podria ser
efectivo en la regulacién de la angiogénesis, promoviendo una restauracion del flujo
sanguineo y del aporte de oxigeno al tejido cardiaco dafiado.

Los resultados de este trabajo han mostrado que las EVs derivadas de MSC-TN
presentan beneficios terapéuticos en el marco de las enfermedades cardiovasculares,
especialmente en el dafio cardiaco por isquemia. Estos resultados sugieren que la
sobreexpresién de N1ICD en MSCs logra mejorar el potencial terapéutico de las EVs
liberadas por estas células. Ademas, la sobreexpresién simultanea de N1ICD y HIF1A
mejora aln mas su efecto terapéutico en términos de reduccién de ROS y apoptosis en
CM y de aumento de angiogiogénesis en células endoteliales. Por ello, realizamos un
estudio in vivo solo con las THN-EVs para comparar su efecto con las MutOSM-CD81-
EVs. Los datos obtenidos muestran que las MutOSM-CD81-EVs redujeron ligeramente
mas la fibrosis que las THN-EVs; sin embargo, estas ultimas exhibieron un efecto anti-
hipertréfico y pro-angiogénico superior. Estos resultados sugieren un potencial
terapéutico diversificado y subrayan la importancia de considerar estrategias
combinadas para abordar las diversas facetas de la patologia cardiaca. Asimismo, abren
la puerta al disefio de nuevas EVs cargadas con moléculas especificas para abordar
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diferentes aspectos y estadios de las enfermedades cardiacas. No obstante, es
importante sefalar que este estudio presenta algunas limitaciones que deben tenerse
en cuenta. En primer lugar, como en la seccién anterior, seria conveniente la realizacién
de estudios de biodistribucidn. Si bien es cierto que el aumento de la expresién de CXCR4
podria estar dirigiendo a estas vesiculas hacia la zona daflada como han demostrado
otros estudios [341,342], seria interesante estudiarlo. Ademas, la comparacién realizada
entre los resultados in vivo con las THN-EVs y las MutOSM-CD81-EVs tiene la limitacidon
de que las EVs se aislaron mediante dos métodos distintos: FFT con SEC vy
ultracentrifugaciones seriadas, respectivamente. Por ultimo, este trabajo plantea la
posibilidad de explorar nuevas estrategias terapéuticas, combinando diferentes tipos de
vesiculas o diferentes vias de administracion en funcién de la fisiopatologia de la
enfermedad a tratar. Este enfoque abre la puerta a terapias mas personalizadas y
potencialmente mas eficaces al abordar distintos aspectos de la patologia cardiaca.
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La sobreexpresién en MSCs de las variantes MatOSM y MutOSM unidas a
CD81TM asegura la retencién y disposicidn de esta citoquina en la superficie de
sus EVs.

Las MutOSM-CD81-EVs han demostrado tener un efecto anti-fibrotico in vitro
mayor que las T-EVs.

En el modelo in vivo de daio cardiaco inducido por ISO, las MutOSM-CD81-EVs
fueron capaces de reducir la fibrosis, prevenir la hipertrofia y aumentar la
angiogénesis. Esto podria deberse en parte a la polarizaron los macréfagos a un
fenotipo M2 observada.

La sobreexpresion de N1ICD en MSCs activa significativamente la via de Notch y
promueve la expresion de genes y miARNs cardioprotectores.

Las THN-EVs presentan el ligando JAG1 en su superficie y ademas estdn
enriquecidas en proteinas y miARNSs relacionados con la reparacién cardiaca.

Las THN-EVs han demostrado una mayor eficacia que las T-EVs reduciendo
marcadores de fibrosis en HCF estimulados, protegiendo frente al daifio por OGD
a las H9C2, reduciendo los marcadores de hipertrofia en H9C2 y aumentado la
capacidad angiogénica de las HUVEC sometidas a hipoxia.

Las THN-EVs han demostrado ser ligeramente mas eficaces que las MutOSM-
CD81-EVs en la prevencidn de la hipertrofia y el aumento de la angiogénesis en
el modelo in vivo de infusion de 1SO. No obstante, las MutOSM-CD81-EVs
mostraron una reduccidn ligeramente superior en términos de fibrosis.

Las EVs generadas en este trabajo podrian servir como base para el desarrollo
nuevas terapias frente a cardiopatias isquémicas e IC. Al actuar sobre diferentes
vias, pueden resultar una estrategia terapéutica mas integral y eficaz para
abordar distintos aspectos de la patologia cardiaca.
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