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Resumene e e o

La terapia celular ha emergido en los ultimos afios como una nueva herramienta
terapéutica para el tratamiento de diversas patologias. Sin embargo, la via y tipo de
administracion de estas terapias son factores enormemente condicionantes para la
correcta implantacion del producto terapéutico y, por tanto, para su eficacia. En
este sentido, es necesario el desarrollo de métodos y vias de administracién alterna-
tivos que aseguren viabilidad y la correcta implantacion de las células madre para

conseguir la optimizacion de estas terapias.

Esta tesis doctoral plantea estrategias alternativas para favorecer la implantacion y
aumentar el efecto terapéutico de las células madre adultas. Cada una de estas
estrategias constituye un bloque con entidad propia que se desarrolla a lo largo de
los diferentes apartados de este trabajo. La primera estrategia se centra en el uso
combinado de las células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, MSCs)
con materiales quirtrgicos para favorecer la implantacion y la actividad biologica
de las células. La segunda estrategia aborda una nueva via de administracion en el
contexto de la terapia celular para el tratamiento de lesiones de origen cardiovascu-
lar. En concreto, las células madre adultas son administradas por via intrapericar-
dica, evaluando su biodistribucién y actividad inmunomoduladora en un modelo
de animal grande. Por ultimo, para la tercera estrategia se evalta la actividad
inmunomoduladora de exosomas derivados de MSCs, y se realiza una comparativa
de diferentes metodologias de aislamiento de dichas vesiculas para su extrapola-

cién y aplicacién en el entorno clinico.
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Abstracte e oo

In the recent years, stem cell therapy has emerged as a novel therapeutic tool for
the treatment of a wide range of diseases. The administration route has a
significant impact on the success of these therapies as it determines the correct
implantation of the therapeutic product as well as its effectiveness. In this sense,
the evaluation of new approaches, alternative implantation routes and techniques

is urgently needed.

This PhD work analyses different strategies to improve the implantation and the
therapeutic effect of adult stem cells. The results of these strategies are discussed
along the different sections of this thesis. The first strategy was focused in the
combination of mesenchymal stem cells (MSCs) and surgical materials to enhance
the implantation and biological activity of MSCs. The second strategy addressed an
innovative administration route in the context of cardiovascular cell therapy.
Concretely, adult stem cells were intrapericardially administered, evaluating their
bio-distribution and immunomodulatory activity in a large animal model. Finally,
the immunomodulatory activity of MSCs-derived exosomes was evaluated and
different isolation methods were assessed for their extrapolation in the clinical

context.
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Introduccione e e o

INTRODUCCION GENERAL

CONCEPTO DE TERAPIA CELULAR

El campo de las células madre ha revolucionado muchos de los paradigmas de la
biologia y se ha convertido en una de las alternativas mas prometedoras para la

medicina del futuro [1].

La terapia celular surge como una terapia avanzada cuyo objetivo es reemplazar,
reparar y/o mejorar la funcion de tejidos u érganos danados mediante la adminis-
tracion de células que han sido seleccionadas y expandidas fuera del organismo. La
terapia celular representa una alternativa valida, y a menudo superior, a los trata-
mientos convencionales, ya que se dirige a la causa de la patologia, es potencial-
mente curativa, establece conexiones con las células o el tejido de alrededor y da
lugar a tejido funcional. Ademas, las células pueden reaccionar ante determinados
estimulos y restaurar la homeostasis metabdlica de manera mas adecuada de lo que

lo hacen los agentes quimicos [2].

De acuerdo con la Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug
Administration, FDA), la terapia celular somatica se define como la administracion a
humanos de células vivas de lineas no germinales autdlogas, alogénicas o xenogé-
nicas, las cuales han sido manipuladas o procesadas ex vivo, sin incluir los produc-
tos de sangre transfundida. La manipulacion de los productos para terapia celular
incluye la propagacion ex vivo, expansion, seleccion o tratamiento farmacologico de
las células, u otras alteraciones de sus caracteristicas bioldgicas. Estos productos
tienen como objeto el tratamiento, diagnostico y/o prevencién de determinadas

patologias [3].

Hoy en dia, la terapia celular esta en constante expansion en cuanto a los tipos celu-
lares administrados. Las estrategias de los tratamientos basados en terapia celular

incluyen el aislamiento y la transferencia de poblaciones de células madre especifi-
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INTRODUCCION

cas, de células efectoras o de células maduras que han sido inducidas o reprogra-

madas para readquirir pluripotencialidad [4].

A continuacién, se describe el concepto de célula madre y se presentan sus

diferentes clasificaciones.

CELULAS MADRE: CLASIFICACION

El concepto de célula madre implica dos caracteristicas fundamentales: la capaci-
dad de autorreplicacién mediante divisiones simétricas y la capacidad de diferen-
ciacion para dar lugar a uno o mas tipos celulares, a través de divisiones
asimétricas (Figura 1). De este modo, la clasificacion de las células madre en base a

su capacidad de diferenciacion recoge las siguientes categorias [5,6]:

— Totipotentes u omnipotentes. Son las células mas desdiferenciadas, y poseen por
tanto capacidad para diferenciarse a cualquier tipo celular, incluyendo el trofo-
blasto, que dard lugar a la placenta, los tejidos extraembrionarios y el cordon
umbilical. El ovocito fertilizado y las células de las primeras divisiones embrio-
narias son totipotentes, ya que pueden diferenciarse tanto hacia tejidos embrio-
narios como extraembrionarios, formandose asi, a partir de ellas, el embrion y la

placenta.

— Pluripotentes. Poseen capacidad para dar origen a células de las tres capas

embrionarias —endodermo, mesodermo y ectodermo—.

— Multipotentes u érgano especificas, con capacidad para dar lugar a las células de
una de las capas embrionarias, pudiendo originar los tipos celulares de un tejido

u organo determinado.

— Oligopotentes. Son capaces de diferenciarse hacia dos o mas linajes dentro de un

tejido especifico.

— Unipotentes. Las lineas celulares unipotentes estan bastante comprometidas, ya

que se diferencian a un unico tipo celular.
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Introduccidn general

Autorrenovacion. Mediante
divisiones sxmetrlcV
CELULA MADR / - \

Diferenciacion. Mediante 2
divisiones asimétricas

CELULA
ESPECIALIZADA

Figura 1. Propiedades fundamentales de las células madre: autorreplicacion y diferenciacion.
(Adaptado de [7]).

Ademas, las células madre pueden clasificarse también en funcién de su origen

en [1,6]:

— Células madre embrionarias (Embryonic Stem Cells, ESCs). Son pluripotentes y
proceden de la masa celular interna del blastocisto. Expresan marcadores especi-
ficos como Nanog y Oct4, factores de transcripcién que mantienen a la célula en

un estado desdiferenciado.

— Células madre germinales embrionarias (Germinal Stem Cells, GSCs), también

pluripotentes y obtenidas de la cresta gonadal del feto.

— Células madre adultas (Adult Stem Cells, ASCs). Se originan a partir de tejidos
adultos maduros y se consideran multipotentes, aunque hay estudios que de-
fienden su capacidad para diferenciarse a tipos celulares de capas embrionarias
diferentes. En este grupo se incluyen las células madre mesenquimales (Mesen-
chymal Stem Cells, MSCs), objeto de estudio en esta tesis, que serdn descritas en el

siguiente apartado.

— Células madre residentes. Son células generadas durante la ontogénesis y que

permanecen en estado de quiescencia hasta que un determinado estimulo local
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INTRODUCCION

activa su proliferacion, diferenciacion o migracion. Las células madre residentes
se encuentran en los llamados “nichos de células madre”, los cuales poseen un
microambiente que desempefia un papel primordial en la homeostasis celular y
la reparacién tisular. A este grupo pertenecerian las células derivadas de car-
diosteras (Cardiosphere-Derived Cells, CDCs), que son objeto de estudio en esta te-

sis y que se trataran con mas detenimiento en el bloque II de esta introduccion.

— Células madre pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs o
iPS), descritas por primera vez en 2006 por Takahasi y Yamanaka [8]. En su traba-
jo, se exponia cdmo la induccion de la expresion de Oct4, Sox2, cMyc y Klf4 en fi-
broblastos murinos era capaz de conferir pluripotencialidad a estas células
maduras. En el afo siguiente, se generaban las primeras lineas de iPSCs humanas
[9,10]. Desde entonces, se han desarrollado diferentes metodologias para generar
iPSCs que han permitido solventar las principales desventajas de las iniciales,
como la baja eficiencia de reprogramacion o la elevada incidencia de mutagénesis
[11]. Actualmente, la terapia con iPSCs es un campo prometedor dentro de la
medicina regenerativa, y se estan llevando a cabo numerosos estudios en los que

se utilizan estas células para el tratamiento de diferentes patologias.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES: CARACTERISTICAS Y MECANISMOS DE
ACCION

Las células madre mesenquimales o MSCs son, quizas, las células madre multipo-
tentes mas ampliamente reconocidas. Pueden obtenerse a partir de una diversa
variedad de tejidos adultos, como médula dsea, tejido adiposo, hueso, sangre de
cordon umbilical o sangre periférica, entre otros [6]. Estas células fueron descritas
por primera vez por Pittenger ef al. como una poblacion con capacidad proliferativa
en cultivo con morfologia fibroblastica que expresaba una serie de marcadores de
superficie y era capaz de diferenciarse a linajes mesenquimales en condiciones de

cultivo in vitro [12].
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Actualmente, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy, ISCT), establece los siguientes criterios minimos para la identifica-

cion de MSCs [13]:

— crecimiento en adherencia a plastico y morfologia fibroblastica en condiciones

de cultivo estandar;

— expresion de los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 en al menos el

95% de la poblacion celular;

— ausencia de marcadores endoteliales y hematopoyéticos como CD34, CD45,

CD14, CD11b CD19 y HLA-II;

— capacidad de diferenciaciéon in vitro hacia linajes adipogénico, osteogénico y

condrogénico.

Otros marcadores de superficie caracteristicos de las MSCs son CD13, CD29, CD44,
CD54, CD106, CD117, CD140b, CD166 o Strol, y otros cuya ausencia también se ha
descrito en esta poblacion celular son CD31, CD34 o CD61 [14]. Ademas de su ca-
pacidad de diferenciacidn, la actividad antiinflamatoria y reparadora de estas célu-

las se ha demostrado en diferentes modelos animales.

En cuanto a los mecanismos de accién de las MSCs, las teorias iniciales postulaban
que el efecto beneficioso de la terapia con células madre residia en la regeneracion
tisular a través de la diferenciacion de las células implantadas [15]. Hoy en dia sa-
bemos que esta diferenciacion no ocurre con una frecuencia lo suficientemente alta
como para ser significativa en cuanto a las mejoras funcionales observadas tras la
administracion de células madre, y las evidencias actuales indican que el mecanis-
mo regenerativo de estas terapias reside principalmente en la produccion de diver-
sos factores paracrinos por parte de las células administradas. Los mediadores
solubles secretados por las MSCs, que incluyen diferentes citocinas y factores de
crecimiento, contribuyen a la citoproteccion, angiogénesis, reparacion tisular, nor-

malizacion de la matriz extracelular y modulacion de la inflamacion. Ademas de
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este mecanismo de reparacion exdégeno, a menudo de corta duracidn, existe un po-
tente y duradero mecanismo de reparacién enddgena a través de la activacion de
los nichos de células madre del propio huésped gracias al microambiente generado

por las MSCs [16].

En los ultimos anos, se han llevado a cabo numerosos estudios relacionados con la
capacidad inmunomoduladora de las MSCs. Estas células parecen ser capaces de
actuar en diferentes puntos de la respuesta inmune: suprimen la proliferacion de
células T y B, la secrecion de citocinas y la citotoxicidad; regulan el balance entre
Th1/Th2 y la funcion de las células T reguladoras; inhiben la maduracion, activa-
cién y presentacion de antigeno en las células dendriticas, e inhiben la activacion
de NKs mediada por IL-2 [17]. Ademas, existen evidencias de que las MSCs ejercen
otros efectos inmunomoduladores que varian en funcion del microambiente infla-

matorio local de cada enfermedad.

Entre los principales mediadores del efecto inmunomodulador de las MSCs, ade-
mas del contacto célula-célula, se encuentran factores solubles como el factor de
crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor beta, TGF-3), la prosta-
glandina E2 (PGE2), el factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Fac-
tor, HGF), la IL-10, el interferén gamma (IFN-v), el factor de necrosis tumoral alfa
(Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-a) o la IL-1p3, entre otros. Aunque se ha descrito
mas de una docena de factores solubles implicados en la inmunomodulacién de
MSCs, el papel de cada uno y la relacion entre ellos no estan claramente estableci-
dos, mas aun si se tiene en cuenta que existen variaciones en funcion del origen de
las MSCs, las células diana y el microambiente particular en cada una de las situa-
ciones. En general, el papel de las MSCs en relacion con la respuesta inmune esta
relacionado con la induccién y expansion de células reguladoras que compiten ac-
tivamente para lograr el establecimiento de un microambiente tolerogénico y de
moderacion de la respuesta inmune [18]. Ademads, estas células se consideran dé-
bilmente inmunogénicas, mostrando una baja expresion de HLA clase I y ausencia

de HLA clase II y moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86 [19].
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INVESTIGACION PRECLINICA Y CLINICA EN TERAPIA CELULAR

Antes de aplicar cualquier terapia en la practica clinica, es necesario estudiar a fon-
do el balance entre sus riesgos potenciales y los beneficios que puede aportar. En
terapia celular, es fundamental llegar a comprender el espectro completo de accién
de las células madre y acumular evidencias preclinicas acerca de su seguridad y
eficacia terapéutica. El papel de la investigacion preclinica utilizando modelos
animales para llegar a tener toda esta informacion es esencial, aunque es cierto que
algunos aspectos de la biologia celular son especificos para diferentes especies, pu-
diendo existir diferencias entre los modelos utilizados y el efecto final en humanos.
Por ello, es de vital importancia la realizacién de estudios en diferentes organismos
como fuentes celulares y como receptores para estudios alogénicos y xenogénicos
que permitan establecer una prueba de principio y evaluar la seguridad de estas

terapias [20].

El éxito de las terapias basadas en células madre requiere un trabajo exhaustivo a la
hora de elegir y desarrollar los modelos animales de enfermedad, seleccionando los
animales que posean los Organos y tejidos mas similares en tamano y fisiologia con

el humano.

Los modelos murinos han sido los modelos de eleccion en muchos de los estudios
relacionados con la biologia de las células madre debido a su relativo bajo precio,
facilidad de manipulaciéon —también manipulacion genética— y rapido desarrollo.
Sin embargo, su capacidad para predecir la eficacia y seguridad de las terapias es

limitada [21].

Los modelos de animal grande ofrecen ventajas significativas a la hora de reprodu-
cir determinadas condiciones de enfermedad humana y de evaluar las terapias ba-
sadas en células madre. La mayor esperanza de vida de estas especies posibilita la
realizacion de estudios largos en el tiempo, y la mayoria de parametros fisioldgicos
—entre ellos, las propiedades del sistema inmune, que juega un papel determinan-

te en la reaccion del receptor a la administracion de células— son mucho mas simi-
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lares al humano que en los roedores. Los modelos de animal grande presentan
también una ventaja significativa relacionada con la reproducibilidad del nimero y
tipos de células madre que pueden ser extraidas y expandidas a partir de los mis-
mos. Ademas, su papel a la hora de estudiar la seguridad es determinante, ya que
las dosis, vias de administracion y resultados del tratamiento tienen gran valor en
cuanto a la predictibilidad en humanos. Sin embargo, estos modelos también pre-
sentan algunas limitaciones, como la relativa ausencia de lineas celulares estables y
bien caracterizadas y la escasa disponibilidad de anticuerpos especificos, arrays de

expresion y otros reactivos [22].

Por otro lado, la investigacion clinica en terapias basadas en el uso de células en-
globa un amplio espectro de condiciones, patologias y tipos celulares, aunque la
mayor parte de los ensayos clinicos usan MSCs como herramienta terapéutica. Se-
gun establecia una estimacion publicada en julio de 2015, que incluia 374 ensayos
clinicos en los que se usaban MSCs (Figura 2), mas del 60% de los mismos se dirigia
al tratamiento de enfermedades osteoarticulares, cardiacas, neuroldgicas/neurode-
generativas y las relacionadas con inmunidad/autoinmunidad [23]. En el momento
de redaccion de este trabajo, la busqueda en la base de datos de ensayos clinicos del
NIH (National Institutes of Health), arroja 502 resultados para este mismo tipo celu-
lar. En 2011, sin embargo, el nimero de ensayos clinicos que utilizaban MSCs como
herramienta terapéutica era de 123 [24], lo que demuestra el fuerte auge que estas

terapias estan experimentando en los tltimos afios.

No obstante, en algunos de estos ensayos, que cubren un amplio rango de indica-
ciones, las hipotesis clinicas son bastante especulativas y los mecanismos terapéuti-
cos no estan completamente definidos. Esto, junto a la falta de evidencias preclini-
preclinicas, lleva a que esta aplicacion prematura, mas empirica que racional, falle a
la hora de arrojar resultados convincentes acerca de la eficacia de las terapias, ha-

ciendo que disminuya la credibilidad en este campo atin en desarrollo [25].
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Hueso/cartilago
Corazoén

Sistema nervioso
Sistema inmune
Diabetes/Rinon
Pulmon

Higado

Gastrointestinal

Otros

Figura 2. Clasificacion de los ensayos clinicos con MSCs en funcion del tipo de patologia.
(Adaptado de [23]).

A pesar de esto, y en general, los ensayos clinicos llevados a cabo hasta ahora han
demostrado de manera consistente la seguridad de estas terapias, y los beneficios
terapéuticos obtenidos en los pacientes estan en constante aumento [24,26], eviden-

ciando la utilidad de estas terapias cuando los disefios clinicos son los adecuados.
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JUSTIFICACION DE LA IMPORTANCIA UNITARIA DE LA TESIS

El Centro de Cirugia de Minima Invasion “Jestis Usén” (CCMIJU) es un centro
multidisciplinar dedicado a la investigacion y formacion en técnicas quirtrgicas
minimamente invasivas. El drea de Terapia Celular cuenta con diferentes lineas
de investigacion relacionadas con el desarrollo de diferentes terapias basadas en
el empleo de células madre adultas y sus productos —exosomas— para el tra-
tamiento de diferentes patologias. El caracter multidisciplinar del CCMIJU per-
mite que la investigacion bdasica desarrollada en el laboratorio pueda verse
facilmente aplicada en modelos in vivo, combinando estas terapias con las apro-
ximaciones quirdrgicas minimamente invasivas empleadas en el centro, y reali-
zando la fase de evaluacidon preclinica en modelos animales de diferentes

patologias, en los que el CCMIJU tiene una dilatada experiencia.

En este sentido, esta tesis se enmarca dentro de un contexto multidisciplinar
de desarrollo de terapias avanzadas basadas en el uso de células madre, abor-
dando tres planteamientos representativos de las diferentes lineas de investi-
gacion que se encuentran en desarrollo en la Unidad de Terapia Celular del
CCMIJU: la combinacién de células madre adultas con diferentes materiales
quirtrgicos, la terapia celular en el drea cardiovascular —dirigida al trata-
miento de infarto de miocardio— y el uso de exosomas derivados de células
madre adultas como terapia inmunomoduladora. Cada una de las diferentes
aproximaciones que se plantean en este trabajo posee un elemento innovador
que marca una diferencia con las terapias “tradicionales” mdas ampliamente
estudiadas en el campo de la medicina regenerativa. Esta apuesta por la origi-
nalidad y la innovacién responde a una demanda creciente que surge como
consecuencia de la modesta tasa de éxito obtenida al trasladar a la clinica las
estrategias convencionales en terapia celular, a pesar de los prometedores re-

sultados in vitro.
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Aungque el potencial terapéutico de diferentes lineas de células madre adultas ha
sido ampliamente demostrado y existen numerosas evidencias cientificas que
prueban sus multiples efectos bioldgicos, la complejidad de estas terapias al ser
administradas en un organismo vivo requiere nuevas aproximaciones y solucio-
nes que solventen los inconvenientes que limitan el potencial terapéutico de es-

tas terapias tal y como se han concebido hasta el momento.
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BLOQUE I: DESARROLLO Y EVALUACION DE PRODUCTOS TERAPEUTICOS
BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRURGICOS COMO VEHICULOS PARA
FAVORECER LA IMPLANTACION DE CELULAS MADRE ADULTAS

La combinacion de células madre con diferentes materiales quirurgicos es un im-
portante campo de estudio. Sin duda, las células madre constituyen una herramien-
ta terapéutica util que puede ser utilizada de maneras diversas para potenciar el
efecto del material quirargico o para solventar problemas relacionados con la im-

plantacion de los mismos.

Entre los materiales quirtrgicos mas habitualmente utilizados en la practica clinica
se encuentran las suturas quirtirgicas, cuyo fin es conseguir el cierre de defectos sin
cicatrices o deformidades. A lo largo de los tltimos afos se han desarrollado nue-
vas suturas con mejores propiedades fisicas y actividad bioldgica. En este sentido,
estd ampliamente instaurada la utilizacion de suturas modificadas, recubiertas con
agentes antimicrobianos, como una herramienta util para la reduccion de infeccio-
nes con una seguridad y tolerancia demostradas [27,28]. Mas recientemente, el uso
de suturas recubiertas se ha utilizado para mejorar la integridad de los tejidos y la
respuesta inmune. En particular, se ha conseguido mejorar la cicatrizacion intesti-
nal gracias a suturas recubiertas con factor de crecimiento insulinico humano re-
combinante [29]. Estas suturas modificadas se han aplicado también para mejorar
la cicatrizacién de tenddn a hueso, en este caso, utilizando un recubrimiento con
factor de crecimiento recombinante humano derivado de plaquetas BB [30]. Ade-
mas, también se ha demostrado la mejora de la integridad tisular al emplear sutu-
ras recubiertas con inhibidor de metaloproteinasas de matriz en las anastomosis
intertinales [31,32]. Por ultimo, también cabe resaltar que se ha conseguido poten-
ciar la respuesta inmune Th1 en pacientes con carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello en estadios avanzados mediante el empleo de suturas recubiertas

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 [33,34].
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Las MSCs se han utilizado recientemente en combinacion con suturas para mejorar
la resistencia de las anastomosis de colon [35]. De forma similar, se han desarrolla-
do biosuturas con MSCs derivadas de médula dsea para reducir las adherencias

intraabdominales [36].

En términos de aplicacion clinica, las suturas podrian considerarse un soporte fisico
que impediria la dispersion de las células tras su implantacion. Una de las suturas
sintéticas absorbibles mas utilizadas es la compuesta por acido poli-lactico-co-
glicdlico (poly-lactic-co-glycolic acid, PLGA), un componente para los scaffolds tempo-
rales usados en ingenieria de tejidos para proporcionar un soporte fisico a las célu-
las implantadas. Para crear las interacciones deseadas con otras moléculas, o para
favorecer las interacciones entre células y scaffold, suele ser necesaria la modifica-
cion quimica del PLGA [37]. Asi, el tratamiento del PLGA con NaOH, por ejemplo,
proporciona una superficie mas hidrofilica, incrementa el area superficial, altera la

porosidad y aumenta el grado de rugosidad de la superficie [38].

La combinacién de suturas y MSCs podria presentar numerosas ventajas relacio-
nadas con la mejora de la deposiciéon de colageno. El uso de un solo factor bioldgico
presenta algunas limitaciones que pueden superarse si se opta por las MSCs, las
cuales secretan de forma directa una amplia variedad de citocinas y factores de
crecimiento, e indirectamente también inducen la liberacién de estas sustancias por
parte de las células residentes [39]. Ademas, el tratamiento quimico de las suturas y
su recubrimiento con MSCs es un procedimiento sencillo, pudiendo ser realizado
por todo el personal sanitario. Dado que las células se encontrarian recubriendo la
sutura, el proceso queda simplificado al realizarse de manera conjunta y en un solo

paso la sutura y la administracién de células madre.

Desde un punto de vista logistico, esta estrategia terapéutica seria facilmente apli-
cable, permitiendo su utilizacion rutinaria sin necesidad de una infraestructura
compleja. Ademas, dado el uso actual de la terapia alogénica con MSCs y la prolife-

racion de bancos de lineas de células madre [40,41], esta seria una opcion factible
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en un futuro proximo. Este tipo de tratamiento podria suponer una alternativa te-
rapéutica util, pudiendo proporcionar un efecto beneficioso en la fase de remodela-
cién tisular —especialmente en pacientes con dificultades en la cicatrizacion—,

mejorando asi este proceso tras la cirugia.

Otro producto ampliamente empleado en la préctica clinica son las mallas quirtar-
gicas. Estas estan disefiadas para su implantacion permanente en el organismo con
el fin de estabilizar y reforzar diferentes defectos de los tejidos blandos, especial-
mente hernias. El refuerzo ejercido por estas mallas no se debe al material en si
mismo, sino que estd causado por la produccion de tejido alrededor de sus

fibras [42].

Actualmente, cada afo se implantan alrededor de un milléon de mallas quirdargicas
en todo el mundo. Desafortunadamente, estos procedimientos presentan una ele-
vada tasa de complicaciones como la recurrencia y el desarrollo de una reaccion
inflamatoria que termina con fibrosis y formacion de adherencias, causando dolor e
incomodidad al paciente. Tras la implantacion quirurgica del material, se desarro-
llan varios procesos como la formacién de un codgulo y la adherencia plaquetaria,
seguida por la migracion de fibroblastos, células polimorfonucleares y macroéfagos.
Estos ultimos se fusionan para dar lugar a las células gigantes multinucleadas, y
permanecen en el material implantado durante un periodo de tiempo indetermina-
do. El fracaso en la resoluciéon de la respuesta inflamatoria da lugar a una reacciéon
a cuerpo extrafno, formacién de tejido de granulacién y encapsulacion del implante,
impidiendo la integracién funcional de este en el tejido circundante. A menudo,

estas complicaciones hacen necesaria la retirada del material [43].

En los ultimos afos han aparecido nuevos disenos de mallas de muy bajo peso
—ultraligeras— y construidas con nuevos materiales para reducir las complicacio-
nes atribuidas a su implantacion —reaccion inflamatoria adversa, dolor crénico o
erosion de la malla, entre otras— [44]. En este sentido, los nuevos disenos de las

mallas quirtrgicas se han centrado en mejorar la biocompatibilidad de los materia-
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les [45] y en la busqueda de mecanismos que permitan la transmigracion y localiza-
cién de células huésped beneficiosas [46]. Asi, se ha probado en la clinica el recu-
brimiento de mallas de polipropileno con plasma autoélogo [47] o titanio [48] para

reducir la reaccion a cuerpo extrafio e incrementar la biocompatibilidad.

En este sentido, el uso combinado de mallas quirtrgicas y MSCs podria incremen-
tar la biocompatibilidad del material, reduciendo la reaccién inflamatoria tras su
implantacion quirargica. Avalando el uso de MSCs como agente inmunomodula-
dor pueden encontrarse numerosas publicaciones donde se demuestra que esta
capacidad es mediada, al menos en parte, de manera paracrina a través de la regu-
laciéon de células NK [49,50], células NKT invariantes [51], linfocitos T citotdxicos

[52], células T vd [53], células dendriticas [54,55] y macrofagos [56,57].
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BLOQUE II: EVALUACION DE LA RUTA INTRAPERICARDICA COMO ViA
ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACION DE CELULAS MADRE EN TERAPIA
CELULAR CARDIOVASCULAR

El potencial de las células madre para mejorar la funcion cardiaca ha sido demostra-
do en diferentes ensayos preclinicos y clinicos [58-60]. Aunque ya existen algunos
productos relacionados con la terapia celular en el mercado [61], se estan llevando a
cabo numerosos ensayos clinicos que corroboran que las MSCs son una fuente celu-
lar prometedora para el tratamiento de lesiones cardiovasculares [62,63]. En dichos
ensayos, estas células han cumplido con los requerimientos de seguridad exigidos
por las autoridades competentes mas restrictivas, como la FDA, la Agencia Europea
del Medicamento (EMA) y el Comité de Terapias Avanzadas (CAT) europeo o la
Agencia Espafnola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). Ademas, las
MSCs son especialmente atractivas gracias a su facil disponibilidad, multipotenciali-

dad, capacidad de autorrenovacion y baja inmunogenicidad [58,64,65].

Entre los tipos celulares que mas se estan estudiando en los tltimos afios a la hora
de abordar el tratamiento del infarto de miocardio se encuentran las células deriva-
das de cardiosferas o CDCs, las cuales han mostrado su capacidad para reparar el
miocardio dafiado, probablemente debido a que su funcion natural es precisamente
esa [66], pues se trata de una subpoblacién de células madre cardiacas. Algunos en-
sayos en modelo animal pequefo han mostrado mejoras en la funcionalidad cardia-
ca tras la administracion de CDCs [67,68] y posteriores ensayos en modelo de
animal grande consiguieron reducir el tamano de infarto y mejorar los pardmetros
hemodindmicos, aunque no obtuvieron efectos relevantes en la funcionalidad car-
diaca [69,70]. Tras varios estudios mas, se llegd a la conclusion de que el tratamiento
con CDCs produce un efecto beneficioso sobre el tejido cardiaco dafiado, debido a
un descenso en la apoptosis de cardiomiocitos, el reclutamiento de células madre
residentes, la estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos, el incremento de la
densidad de los vasos sanguineos y el descenso en la deposicion de colageno y con-

secuente fibrosis [71]. Actualmente, diferentes ensayos clinicos estan evaluando la

34



Bloque Il

eficacia de la administracion intracoronaria de CDCs, tanto autdlogas (ensayo

CADUCEUS) como alogénicas (ensayos ALLSTAR y DYNAMIC) [72-74].

Ademas de la eleccion del tipo celular, encontrar la ruta adecuada para la adminis-
tracion de células madre es un paso fundamental para el éxito de estas terapias,
pues determina en gran medida el efecto terapéutico. Por el momento, las vias de
administracion mas utilizadas en los ensayos clinicos son la inyeccion intramiocar-
dica directa o a través de catéter (mediante aproximacion transcoronaria o transen-
docardica), la infusién intravenosa o la administracion intracoronaria, tanto arterial

como venosa [75] (Figura 3).

Ruta IM Ruta IC anterégrada
endocardica Ruta IM trans-coronaria (arteria)

Ruta IM epicardica

Ruta IV VD

Ruta IC retrégrada
Ruta IM trans-coronaria (seno)

Figura 3. Principales rutas de administracion de células madre en terapia celular cardiovascular. VI:
ventriculo izquierdo; VD: ventriculo derecho; Al: auricula izquierda; AD: auricula derecha; SC: seno coro-
nario; Ao: aorta; VCS: vena cava superior; VCI: vena cava inferior. (Adaptado de [76]).

Todas estas rutas presentan sus ventajas y también todas plantean ciertos inconve-
nientes. Por ejemplo, la administracién intracoronaria produce un patrén de distri-

bucién celular mas uniforme, pero puede provocar el bloqueo de las arterias

coronarias [77,78]; la administracion intramiocardica parece presentar una tasa de
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retencion celular mas alta, aunque también existe una pérdida elevada de las célu-
las administradas debido a la contraccion del miocardio [79]; finalmente, la infu-
sion intravenosa es el método mads sencillo para la administraciéon de estas terapias,
sin embargo, su tasa de retencion celular es muy baja [80]. En la actualidad, la ma-
yor parte de los estudios preclinicos ha demostrado claramente que, en general, la

tasa de retencion alcanzada por cualquiera de estos métodos es bastante baja [81].

Aunque aun existen numerosas cuestiones abiertas a las que dar respuesta —dosis,
momento de la administracion o tipos celulares—, es necesario investigar y desa-
rrollar técnicas y vias de administracion alternativas que aseguren la viabilidad de
las células administradas, su potencial proliferativo y de diferenciaciéon y su capa-
cidad de implantacion. Ademas, seria conveniente poder garantizar la implanta-
cion de las células durante un periodo de tiempo suficiente para alcanzar el efecto
terapéutico deseado. En este sentido, una mayor retencion podria potenciar un ma-
yor efecto reparador en el tejido afectado, permitiendo la estimulacion paracrina a
través de la liberacion de factores de crecimiento, moléculas proangiogénicas,

factores inmunomoduladores y moléculas proliferativas y antiapoptoticas.

Actualmente, se estan estudiando diferentes vias de administracion para su uso
clinico [79], pero muy pocos ensayos plantean la administracion intrapericardica
como una alternativa segura y eficaz a otros procedimientos quirtrgicos. El liquido
pericardico (LP) es un ultrafiltrado de plasma secretado por la membrana serosa
del pericardio cuya funcién es disminuir la fricciéon entre el corazén y los tejidos
adyacentes. Su composicion es muy similar a la del plasma —con menor concentra-
ciéon de proteinas, triglicéridos y colesterol— por lo que podria considerarse, en
cierto modo, un vehiculo 6ptimo para preservar la viabilidad y funcionalidad de

las células madre.

Comparada con otras vias, la administracion intrapericardica permitiria la adminis-
tracion de altas dosis de células. En el caso de la administracion intramiocardica,

existen limitaciones en cuanto al volumen, y ademas se han descrito efectos adver-
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sos como la aparicion de arritmias [82,83]. Las vias intravenosa e intracoronaria
presentan una tasa de retencion celular muy baja, y generalmente una elevada can-
tidad de las células administradas quedan retenidas en los pulmones [84]. Por el
contrario, el LP, al poseer una baja tasa de recambio, permitiria que las células
transferidas permanecieran durante tiempos largos en este medio. Ademas, la ad-
ministracion intracoronaria se relaciona frecuentemente con dafio en el miocardio
debido a obstrucciones microvasculares [85,86]. Esto, sin embargo, no seria un pro-
blema en el caso de la inyeccion intrapericardica, ya que esta ruta es independiente

del flujo vascular y microvascular.

En la actualidad, diferentes estudios han demostrado que la via intrapericardica es
un método eficaz para administrar agentes farmacoldgicos [87,88]. Se han realizado
ensayos en modelo de animal grande usando factor de crecimiento fibroblastico
(Fibroblast Growth Factor, FGF), L-arginina o acidos grasos omega-3 [89-91]. El tra-
tamiento con FGF en modelo porcino de infarto de miocardio créonico mostré un
efecto beneficioso al incrementar la vascularizacion del miocardio, sin presentar
efectos adversos [92]. La administracion de L-arginina se ha probado en perros,
reduciendo la severidad de las arritmias ventriculares [90]. Por ultimo, los acidos
grasos omega-3 administrados por via intrapericardica consiguieron reducir las

arritmias y el tamano del infarto en un modelo porcino de esta patologia [91].

Por todo ello, la administracion intrapericardica de células madre podria constituir
una alternativa a las rutas tradicionales, consiguiendo solventar los principales
riesgos y limitaciones de estas y logrando asi una mayor retencion de células en el
tejido dafiado, lo que potencialmente se traduciria en una mejora de la eficacia de

estas terapias.
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BLOQUE III: ESTUDIO DE LOS EXOSOMAS DERIVADOS DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLINICO

Los exosomas son pequeias vesiculas membranosas secretadas por las células al
espacio extracelular a través de un proceso exocitico. Estas vesiculas, que desem-
pefian un importante papel en la comunicacion intercelular, contienen ARN
—ARNm y miARN —, lipidos y proteinas. Algunas de estas proteinas —como las
tetraspaninas CD9, CD63 y CD81— se expresan de forma ubicua en todos los exo-
somas, aunque en funcién del tipo celular del que provengan pueden encontrarse
proteinas especificas relacionadas con la funcionalidad de las vesiculas, que tam-
bién puede ser variable dependiendo de la célula de origen. La caracterizacion de
la expresion de ARN, lipidos y proteinas en exosomas de diferentes células y orga-

nismos se encuentra ampliamente descrita en la base de datos de ExoCarta [93].

Los exosomas pueden aislarse facilmente mediante diferentes métodos a partir de
cultivos celulares in vitro o de fluidos corporales, existiendo diferentes protocolos
disponibles en la bibliografia [94]. Entre ellos, pueden encontrarse diferencias en
funcion de su finalidad —procedimientos para investigacion basica, diagndstica o
clinica—. El método mas extendido para el aislamiento de exosomas es el basado
en la ultracentrifugacion, a menudo combinada con gradientes de sacarosa. Este
método, sin embargo, requiere de un equipamiento adecuado que no siempre esta
disponible en un entorno clinico. Otros métodos para aislar exosomas incluyen la
cromatografia liquida de alta resolucion (High-Performance Liquid Chromatography,
HPLC), ultrafiltracion, precipitacion con polimeros e inmunoseparacion basada en
particulas magnéticas [95]. Sin embargo, para una produccién de exosomas a nivel
clinico, es un requisito indispensable que el protocolo de aislamiento sea un méto-

do seguro, reproducible y que permita la produccion a gran escala [96].

En términos preclinicos, los exosomas se han utilizado ampliamente en modelos
murinos para el tratamiento de diferentes patologias como infecciones [97,98], aler-

gias [99] o enfermedades autoinmunes [100,101]. En cuanto al potencial inmuno-
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modulador de estas vesiculas, los primeros estudios in vivo los realizaron Péche et

al. empleando exosomas derivados de células dendriticas de médula dsea [102,103].

En comparacién con los estudios preclinicos, son pocos los ensayos clinicos que se
estan desarrollando utilizando exosomas como agentes terapéuticos, aunque si
existen numerosos ensayos que estudian el papel de estas microvesiculas como
biomarcadores diagnosticos y pronodsticos. En uno de estos ensayos, se estan em-
pleando exosomas derivados de células dendriticas en pacientes oncoldgicos
[104,105]; otro de ellos emplea exosomas derivados de liquido ascitico para tratar el
cancer colorrectal [106] y tinicamente uno de ellos, un ensayo egipcio en fase II-III
en pacientes diabéticos, estd utilizando exosomas derivados de MSCs de sangre de
cordon umbilical como herramienta para reducir el estado inflamatorio y mejorar el
control glucémico de los pacientes (NCT02138331). En todos estos ensayos se ha

demostrado la seguridad y tolerabilidad de los tratamientos.

El potencial terapéutico de los exosomas derivados de MSCs (exo-MSCs) se ha de-
mostrado con éxito en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares en modelo
murino [107]. En este sentido, su accién beneficiosa podria ser debida en gran parte
a su contenido en factores proangiogénicos, descrito en diferentes subpoblaciones

de células madre [108].

No existen diferencias entre exo-MSCs y exosomas derivados de otros tipos celula-
res en términos de morfologia, aislamiento y condiciones de preservacion. Sin em-
bargo, los exo-MSCs expresan, ademas de los marcadores de superficie comunes
para todos los exosomas —como CD9 y CD81—, algunas moléculas de adhesion
entre las que se encuentran CD29, CD44 o CD73, las cuales estan presentes también

en la membrana celular de las MSCs [109].

Como se ha mencionado anteriormente, hoy en dia estda ampliamente aceptado que
el efecto terapéutico producido tras la implantacion de células madre adultas esta
mediado, en gran parte, de manera paracrina. De hecho, en el contexto del infarto

de miocardio se cuantifico6 experimentalmente que el efecto producido por meca-
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nismos paracrinos constituia hasta el 80% del efecto total producido por las células

madre adultas [110].

En comparacion con el empleo de MSCs, son muchas las ventajas atribuidas a la
terapia con exosomas o factores biologicos. Por ejemplo, mientras que las células
transferidas pueden morir o no llegar a anidar en el tejido dafiado, los factores bio-
logicos pueden administrarse mas facilmente de forma localizada, permitiendo asi
un mejor control de la dosis ya que, ademas, no existe el problema de pérdida de

viabilidad celular [111].

Actualmente, se estan llevando a cabo diversos ensayos preclinicos con exo-MSCs
para la reparacion de diferentes tejidos. Sin embargo, existen pocos estudios sobre
el efecto inmunomodulador de estas vesiculas, que podrian presentar una activi-
dad reguladora sobre la diferenciacion, activacion y funcién de diferentes pobla-
ciones de linfocitos T similar a la que poseen las MSCs de las que provienen [109],

como ya se ha descrito anteriormente.

Esta potencial actividad inmunomoduladora de los exosomas derivados de MSCs,
junto con el desarrollo de un protocolo de aislamiento adecuado para la practica
clinica, podria abrir la puerta al desarrollo de alternativa a las terapias inmunomo-

duladoras tradicionales y a las basadas en el uso de células.

Una vez introducidos los conceptos generales sobre los que se desarrolla
este trabajo, asi como cada uno de los tres bloques especificos que
constituyen esta tesis doctoral, a continuacidén se enumeran los objetivos

generales y especificos planteados para este estudio.
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I. Desarrollo y evaluacion del uso de materiales quirargicos como vehiculos para

favorecer la implantacion de MSCs.

I.A. Evaluacion in vitro e in vivo del efecto producido por la combinacion de MSCs y

suturas quirurgicas sobre la deposicion de colageno.

I.B. Evaluacion in vitro e in vivo del efecto producido por la combinaciéon de MSCs y

mallas quirargicas sobre la respuesta inflamatoria.

II. Evaluacion de la ruta intrapericardica como via alternativa para la

administracion de células madre en terapia celular cardiovascular.

II.A. Evaluacion de la seguridad y biodistribuciéon de MSCs administradas por via

intrapericardica en modelo porcino.

II.B. Estudio inmunoldgico de la administracion intrapericardica de CDCs en

modelo porcino.

III. Estudio de los exosomas derivados de MSCs como agentes responsables de

su actividad paracrina inmunomoduladora.

III.A. Evaluacion del potencial inmunomodulador de exosomas derivados de MSCs

sobre células T estimuladas in vitro.

II1.B. Comparacion de diferentes métodos de aislamiento de exosomas derivados

de MSCs para uso clinico.
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BLOQUE I: DESARROLLO Y EVALUACION DE PRODUCTOS TERAPEUTICOS
BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRURGICOS COMO VEHICULOS PARA
FAVORECER LA IMPLANTACION DE CELULAS MADRE ADULTAS

En relacion con el objetivo I, en este bloque se aborda la combinacion de células
madre tanto con suturas como con mallas quirargicas. En el primer caso, como ya
se ha expuesto anteriormente, se postula que la implantacion de MSCs en el tejido a
través de las suturas podria proporcionar un efecto beneficioso en la fase de remo-
delacion tisular relacionado con la mejora de la deposicion de colageno, mejorando
asi la cicatrizacion tras la cirugia. En cuanto al uso combinado de MSCs con mallas
quirtrgicas, planteamos que este podria incrementar la biocompatibilidad del ma-
terial inerte, reduciendo la frecuente reaccion inflamatoria tras su implantacion

quirurgica.

Para el desarrollo de este trabajo, se realizaron en primer lugar ensayos in vitro en-
caminados a optimizar la adhesion celular a los materiales quirtrgicos, asi como a
determinar que el fenotipo y la viabilidad celular no se vieran comprometidos.
Asimismo, se realizaron estudios in vivo para evaluar el efecto bioldgico de las su-

turas y mallas combinadas con MSCs.

ILA. EVALUACION IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR
LA COMBINACION DE MSCs Y SUTURAS QUIRURGICAS SOBRE LA DEPOSICION
DE COLAGENO

A continuacion, se presentan los resultados relacionados con el objetivo I.A. Para
llevar a cabo este estudio, se realizaron ensayos in vitro con el fin de determinar el
fenotipo de las células en combinacion con las suturas, la permanencia de las MSCs
en el material tras realizar diferentes pases de sutura por tejido y los tipos de cola-
geno secretado por las MSCs en cultivo. Finalmente, se realizé un ensayo in vivo en

modelo murino para analizar los depdsitos de colageno en los tejidos suturados.
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Optimizacion de la adhesion de MSCs a suturas quirdrgicas

Para la combinacién de MSCs con suturas quirurgicas, se utilizé una sutura absor-
bible multifilamento trenzada de PLGA. Con el objetivo de mejorar la adhesion
celular al material inerte, se realizaron diferentes tratamientos en las suturas antes
de su incubacion con las células. Estos tratamientos fueron: gelatina, poli-L-lisina
(PLL) o NaOH. A continuacidn, se realiz6 el cocultivo con células madre mesen-
quimales porcinas derivadas de médula dsea (porcine Bone Marrow-derived MSCs,
pBM-MSC) y se cuantificd la tasa de adhesion celular mediante el método del
CCK-8. Este ensayo colorimétrico mide la actividad metabolica de las células, exis-
tiendo una relacion directa entre dicha actividad y el nimero de células, por tanto,
a mayor absorbancia, mayor numero de células adheridas a la sutura. Como con-
trol, se utilizaron suturas sin ningun tratamiento incubadas con pBM-MSCs. Asi-
mismo, se tomaron imagenes de microscopia de suturas combinadas con células
previamente marcadas con las sondas fluorescentes Hoechst y Vybrant para apreciar

visualmente la distribucion de las células sobre las suturas.
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Figura 4. Adhesion celular a las suturas con diferentes tratamientos. Con el fin de mejorar la adhesion de
las MSCs a la sutura, estas se trataron con gelatina, PLL o NaOH antes de su cultivo con las células. El
grafico (A) representa la adhesion celular cuantificada mediante CCK-8. Los valores representan la
media + SD de 9 experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Stu-
dent, comparando cada tratamiento con el control (sutura sin tratar). * p < 0.05. Las iméagenes de microsco-
pia (B) muestran las MSCs adheridas a las suturas con los diferentes tratamientos, asi como a la sutura sin
tratar (control). Las células se marcaron con las sondas fluorescentes Hoechst y Vybrant. Las imagenes fue-

ron tomadas con una magnificacién de 10X. Escala: 100 pm.
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Los resultados, representados en la Figura 4A, mostraron diferencias estadistica-
mente significativas entre las suturas sin tratar y las sometidas a tratamiento con
PLL y NaOH, alcanzandose una mayor tasa de adhesion celular en estas tiltimas. El
tratamiento con gelatina no produjo cambios significativos en términos de adhe-
sidn celular en comparacion con el control de sutura no tratada. La figura 4B mues-
tra las imagenes obtenidas mediante microscopia, en las que puede apreciarse

también una mayor presencia de células en las suturas tratadas con PLL y NaOH.

Analisis fenotipico de MSCs adheridas a suturas quirurgicas

Con el fin de determinar si la adhesion de las MSCs a las suturas podria estar afec-
tando al fenotipo de las pPBM-MSCs se realizé un andlisis de expresion de los mar-
cadores de superficie CD29, CD31, CD44, CD45, CD90, CD105, SLA-I y SLA-II por
citometria de flujo, tanto en células en condiciones de cultivo estdndar como en
células combinadas con las suturas. Los resultados, representados en la Figura 5,
mostraron que el fenotipo de las células no se ve afectado por su cocultivo con las

suturas sometidas a los diferentes tratamientos.
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Figura 5. Analisis fenotipico de las MSCs adheridas a las suturas con los diferentes tratamientos. La
caracterizacion fenotipica se realizé mediante citometria de flujo multicolor. En la figura se muestran los
histogramas representativos de cada condicién, junto con los niveles de expresién de cada marcador. Se
utilizaron MSCs en condiciones de cultivo estandar como control. El nivel de expresion se representa como
la intensidad de fluorescencia relativa media (Mean Relative Fluorescence Intensity, MRFI). La MRFI se calcu-
16 dividiendo la intensidad de fluorescencia media (Mean Fluorescence Intensity, MFI) por su control

negativo.
Estudio de la resistencia de las MSCs adheridas a los pases de sutura

Para analizar la fuerza de adhesion de las células a la sutura, el material inerte con
los diferentes tratamientos se cocultivé con MSCs y se realizaron tres pases de la
sutura a través de tejido intestinal ex vivo, que sirvié como tejido de referencia. La
cuantificacion de las células que permanecian adheridas a la sutura tras cada pase
se realiz6 utilizando el método del CCK-8. Nuestros resultados indican que, tras el
tercer pase, unicamente hay diferencias significativas en la sutura tratada con PLL,
en la que el numero de células que permanecieron adheridas fue mayor que en la

sutura sin tratamiento (Figura 6).
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Figura 6. Resistencia de las MSCs adheridas a diferentes pases de sutura. Las suturas con los diferentes
tratamientos, asi como suturas sin tratar (control), recubiertas con MSCs, se utilizaron para realizar tres
pases a través de un tejido de referencia. La adhesiéon de las MSCs a las suturas se determiné antes de
realizar los pases por el tejido y después de cada uno de ellos. Los graficos (A) muestran la adhesion celu-
lar cuantificada mediante CCK-8 para cada una de las suturas antes (control) y después de cada uno de los
pases. Los valores representan la media + SD de 5 experimentos independientes. El grafico inferior (B)
representa conjuntamente los valores medios mostrados en los graficos superiores. Los resultados se ana-
lizaron mediante la prueba t de Student, comparando cada medida con su control correspondiente (antes
de los pases, pase I, pase II o pase III) de la sutura sin tratar. La significacion estadistica de cada compara-

cion tras el tercer pase se muestra en la figura.
Analisis protedmico in vitro de los tipos de colageno secretado por las MSCs

Con el fin de identificar los tipos de colageno secretados por las MSCs, asi como
otras proteinas del secretoma posiblemente implicadas en el proceso de cicatriza-
cidn, se realizd un andlisis protedmico por espectrometria de masas de los medios
de cultivo recogidos tras 72 horas de cultivo estandar y concentrados, contrastando
el espectro obtenido con la base de datos Swissprot para humano y porcino. Este
andlisis semicuantitativo fue realizado en el Laboratorio de Proteémica Cardiovas-
cular del CNIC. La proteina més abundante encontrada en los medios de cultivo,
expresada en funcidén de numero de péptidos, fue la cadena alfa-1(I) del colageno,
seguida por las cadenas alfa-2(V), alfa-2 (I), alfa-1 (XII) y alfa-1 (III). En la Figura 7

se muestra el nimero de péptidos identificado para cada una de las cadenas.
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Tipos de colageno

Figura 7. Identificacion y cuantificacion de los tipos de colageno liberados por las MSCs in vitro. Los
sobrenadantes de las pBM-MSCs cultivadas in vitro se recogieron y concentraron. Se aislé la proteina total,
se separd en gel de SDS-poliacrilamida y se realizé la digestion de cada banda con una solucién de tripsina.
Los péptidos resultantes se analizaron mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem. La identificacion de proteinas se realiz6é con SEQUEST usando la base de datos de

Swissprot para humano. Unicamente se consideraron las proteinas identificadas con al menos dos péptidos.

Analisis in vivo de los depésitos de colageno tras la implantacion de las MSCs

adheridas a las suturas

Para este estudio, se utilizaron ratones B6D2 (n=8), en cada uno de los cuales se
realizaron cuatro incisiones de 1.5 cm en la piel de la zona dorsal. En el grupo con-
trol (n=4), se utilizaron las suturas sometidas a los diferentes tratamientos, asi como
no tratadas, para suturar cada una de las incisiones. En el grupo de ensayo (n=4) se
utilizaron suturas con los mismos tratamientos y recubiertas con MSCs murinas
derivadas de médula dsea. Pasada una semana, la zona de piel con cada una de las
cicatrices se separd del resto, se determind la cantidad de hidroxiprolina
—componente principal del coldgeno— mediante un kit comercial y se normalizo

esta cantidad en relacion al peso del tejido.

Nuestros resultados mostraron que el contenido en hidroxiprolina en aquellos teji-
dos en los que se empled sutura sin recubrimiento celular fue el mas bajo, sin dife-
rencias significativas entre los diferentes tratamientos. Sin embargo, la deposicién
de coldgeno en el tejido se vio favorecida en todos los tejidos en los que se utiliza-

ron suturas con recubrimiento celular. En cuanto a los diferentes tratamientos, se
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aprecid un aumento estadisticamente significativo en la cantidad de hidroxiprolina
con la sutura tratada con NaOH, respecto a su control sin células. También con el
tratamiento con PLL se detecté una cantidad elevada de hidroxiprolina, con una

p=0.06 en la comparacion con su control sin células (Figura 8).
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Figura 8. Contenido en hidroxiprolina en tejido suturado. Pasados 6 dias tras la realizacion de las suturas
en piel de ratones B6D2, se realizo la cuantificacion de hidroxiprolina en el tejido suturado con cada una
de las suturas, tanto recubiertas con MSCs como sin recubrir. El grafico muestra la cantidad de hidroxipro-
lina normalizada en relacion al peso seco del tejido suturado. Los valores representan la media + SD de 4
experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando
cada tipo de sutura con su control sin recubrir con células (* p < 0.1; ** p < 0.05). Las imagenes de microsco-
pia (B) corresponden a imagenes representativas del tejido suturado con sutura tratada con PLL y recu-
bierta con MSCs marcadas con la sonda fluorescente Vybrant, a dos dias tras la sutura del tejido. Las
imagenes se obtuvieron mediante microscopia dptica (izquierda) y mediante combinacién de las imagenes

de microscopia 6ptica y de fluorescencia (derecha) con una magnificacion de 20X. Escala: 100 pm.
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I.B. EVALUACION IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA
COMBINACION DE MSCs Y MALLAS QUIRURGICAS EN LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

El presente bloque de resultados se corresponde con el objetivo I.B. En este trabajo,
la combinacion de las células con el material quirtrgico se realizé tomando como
base la experiencia adquirida en el estudio anterior. Asi, las primeras pruebas in
vitro se centraron en optimizar la adhesion celular al material inerte y en estudiar el
perfil fenotipico de las células en esta combinacion. En este trabajo, quisimos intro-
ducir ademas una determinacion importante a la hora de considerar la aplicacion
clinica de este producto: la factibilidad de criopreservacion de la combinacion. Para
el analisis de la actividad bioldgica, se realizaron ensayos in vitro evaluando la ca-
pacidad inmunomoduladora sobre linfocitos T estimulados y la capacidad de pola-
rizacion de macrofagos utilizando la linea celular promonocitica U937. Finalmente,
se realizo un ensayo in vivo en modelo murino en el que se analizaron tanto aspec-

tos de seguridad como de bioactividad.

Analisis de la adhesion celular a las mallas quirdargicas

Para este estudio, se utilizéd una malla quirtirgica de polipropileno, monofilamento,
no absorbible y de bajo peso. En el caso de la combinaciéon de MSCs con estas ma-
llas quirtrgicas, el material inerte (4 cm®) fue tratado con gelatina y PLL, y coculti-
vado con diferentes dosis celulares (0.5, 1 y 2 millones/cm?) durante diferentes
tiempos (1, 2 y 4 horas) para finalmente determinar la tasa de adhesion celular del
mismo modo que para las suturas. En este caso se utilizaron MSCs humanas deri-
vadas de tejido adiposo (human Adipose Stem Cells , hASCs). Como se muestra en la

Figura 9, las tasas de adhesion mas elevadas se obtuvieron con las concentraciones

celulares mayores (1 y 2 millones/cm?), con escasas diferencias en funciéon del tiem-
po de incubacion. Teniendo en cuenta que el protocolo de combinacién de MSCs y
mallas quirargicas debe ser viable, practico y rapido para su aplicacion en la clini-

ca, finalmente se escogio el tratamiento con PLL y el recubrimiento con la dosis y
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tiempo de incubacion intermedios (1 millén de células/cm® durante 2 horas) para

realizar el estudio.
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Figura 9. Adhesion celular a las mallas quirargicas con los diferentes tratamientos, dosis celulares y
tiempos de incubacion. Con el fin de mejorar la adhesiéon de las MSCs a las mallas, estas se trataron con
gelatina o PLL antes de su cultivo con las células. Asimismo, se incluyeron mallas no tratadas como con-
trol. Para el recubrimiento con MSCs, se probaron varias dosis celulares y tiempos de incubacion. El grafi-
co representa la adhesion celular cuantificada mediante CCK-8.

Analisis fenotipico de las MSCs cocultivadas con las mallas quirtrgicas

Para comparar el fenotipo de las MSCs cultivadas en condiciones estandar con el
de las células adheridas a las mallas, se realiz6 una caracterizacion por citometria
de flujo de diferentes marcadores de superficie (CD29, CD44, CD90, CD105, HLA
clase I y HLA clase II) tras una semana de cultivo. Los resultados obtenidos
(Figura 10) mostraron que el fenotipo de las células no se ve alterado por su cocul-

tivo con mallas quirtrgicas tratadas con PLL.

MSCs en condiciones MSCs en cocultivo
estandar con mallas
Control
CD29
CD44
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HLA-I
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Figura 10. Analisis fenotipico de las MSCs adheridas a las mallas quirargicas. La caracterizacién fenoti-
pica se realizé mediante citometria de flujo multicolor. Se compararon los perfiles fenotipicos de las MSCs
en condiciones de cultivo estandar con las adheridas a las mallas. En la figura se muestran los histogramas
representativos de cada condicién, junto con los niveles de expresion de cada marcador. El nivel de expre-

sion se representa como MRF], calculado mediante la division de la MFI por su control negativo.

Estudio de viabilidad celular tras la criopreservacion de las mallas

quirurgicas recubiertas con MSCs

Considerando la potencial aplicacion clinica de las mallas recubiertas con MSCs, se
quiso abordar la factibilidad de su conservacién, un punto importante a tener en
cuenta a la hora de trasladar el modelo al entorno clinico-quirtrgico. Para ello, se
determin¢ si la criopreservacion de las mallas recubiertas podria afectar a la viabi-
lidad de las MSCs. Los ensayos de viabilidad se realizaron tras diferentes tiempos
de criopreservacion (15, 30 y 45 dias), a 1 y 7 dias tras la descongelacion. Los resul-
tados obtenidos no mostraron diferencias significativas en la viabilidad celular en-
tre el control (mallas recubiertas con MSCs no sometidas a criopreservacion) y las
células de las mallas criopreservadas y descongeladas, independientemente del

tiempo de criopreservacion y cultivo tras la descongelacion (Figura 11).
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Figura 11. Viabilidad celular tras la criopreservacion de las mallas recubiertas con MSCs. Las mallas
recubiertas con MSCs se congelaron en un medio comercial. Después de 15, 30 y 45 dias, se descongelaron
y cultivaron durante 1 o 7 dias (t=1 y t=7, respectivamente). La viabilidad celular se calculé6 mediante la
técnica de tincion por exclusion de azul de tripano en un contador automatico. Como control, se utilizaron

mallas sin congelar.

Analisis in vitro del potencial inmunomodulador de las mallas recubiertas

con MSCs

Con el fin de abordar el estudio de la actividad bioldgica de las mallas recubiertas
con MSCs, se realiz6 un ensayo in vitro para determinar su efecto inmunomodula-
dor sobre la tasa de proliferacion de subpoblaciones linfocitarias. En este ensayo,
las mallas recubiertas se cocultivaron durante 6 dias con linfocitos de sangre perifé-
rica (Peripheral Blood Lymphocytes, PBLs) procedentes de tres donantes sanos y esti-
mulados con microesferas recubiertas con anti-CD2/anti-CD3/anti-CD28. Estas
microesferas simulan el efecto de las células presentadoras de antigeno, activando
las células T en reposo. Como control negativo, se utilizaron PBLs sin estimular;

como control positivo, PBLs estimulados.
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La actividad proliferativa de los PBLs cocultivados con las mallas recubiertas du-
rante 6 dias, asi como de los controles, se determind mediante el marcaje de los
mismos con la sonda fluorescente carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE)
antes de comenzar el ensayo. Esta sonda atraviesa la membrana y se une de manera
covalente a diferentes moléculas del citoplasma celular, repartiéndose por igual
durante la division celular, de manera que cada célula dividida acumulara la mitad
de colorante que la célula de la que procede. La medida de la intensidad de fluo-
rescencia del CFSE mediante citometria de flujo permite determinar la actividad
proliferativa de los PBLs cultivados en las diferentes condiciones. Asi, a mayor in-
tensidad de fluorescencia emitida por una célula, menor nimero de divisiones ce-

lulares habra tenido y, por tanto, menos tasa proliferativa.

Como es légico, la tasa de proliferacion de los PBLs sin estimular fue baja, y la tasa
mas elevada se produjo en el control positivo. Cuando los linfocitos estimulados
fueron cultivados en presencia de las mallas recubiertas, la tasa de proliferacion
descendid significativamente hasta casi alcanzar el valor del control negativo

(Figura 12A).

Junto con el analisis de proliferacién, también se realizé la determinacion del con-
tenido intracelular de IFN-y. E1 IFN-y es una citocina proinflamatoria secretada por
células del sistema inmune bajo ciertas condiciones de activacidn, existiendo una
relacion directa entre la secrecion de esta citocina y el nivel de activaciéon de las cé-
lulas T. Para determinar el efecto que las mallas recubiertas ejercen sobre la pro-
duccion de IFN-y por las células T, se realizo un ensayo en las mismas condiciones
que en el estudio de proliferacion linfocitaria. Tras los 6 dias de cultivo, los PBLs se
incubaron con un inhibidor del transporte celular para retener el IFN-y producido
en el interior celular y se marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. A conti-
nuacion, se fijaron, permeabilizaron y marcaron con anti-IFN-y, para ser poste-

riormente analizadas por citometria de flujo.

54



Bloque |

Los resultados de la determinacién intracelular de IFN-y en las subpoblaciones de

células T CD4" y CD8" mostraron que el porcentaje de IFN-y en las células CD8*

descendié significativamente en condiciones de cocultivo con mallas recubiertas

con MSCs, en comparacion con el control positivo. En las células CD4" también se
aprecia este descenso, aunque no llegd a ser estadisticamente significativo
(Figura 12B). Asi, estos resultados indican que las mallas recubiertas con MSCs no

solo impiden la proliferacién linfocitaria, sino también la produccion de IFN-y en la

subpoblacién CD§".
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Figura 12. Capacidad de proliferacion y produccion de IFN-y en PBLs estimulados in vitro y cultivados
en presencia de mallas recubiertas de MSCs. Para la determinacién de la actividad proliferativa, los PBLs
marcados con CFSE estimulados in vitro se cultivaron durante 6 dias con mallas recubiertas con MSCs.
Como controles, se utilizaron PBLs sin estimular y PBLs estimulados, ambos sin mallas quirtrgicas. El

histograma (A, izquierda) representa la intensidad de fluorescencia del CFSE para los PBLs no estimula-
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dos (relleno azul), PBLs estimulados (linea naranja) y PBLs estimulados en presencia de mallas recubiertas
(linea gris). También se muestran los indices de estimulaciéon de cada condicién, calculados como como las
frecuencias de células con baja expresion de CFSE de cada condicién divididas entre la frecuencia de célu-
las con baja expresién de CFSE en el control negativo (células no estimuladas). En el grafico (A, derecha)
los valores representan la media + SD de 3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron
mediante la prueba t de Student, comparando los indices de estimulacion del control positivo (PBLs esti-
mulados) y de los PBLs estimulados cultivados en presencia de mallas recubiertas (* p < 0.05). Para la de-
terminacion de IFN-v, los PBLs se cultivaron en las mismas condiciones que en el ensayo de proliferacion.
Tras 6 dias, el contenido de IFN-vy intracelular se determiné por citometria de flujo. Los graficos (B) repre-
sentan la media + SD de 3 experimentos independientes, tanto para la subpoblacién CD4" como para la
CD8". Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando cada condicién con el
control positivo (* p < 0.05). Debajo, se muestran los graficos de puntos representativos para cada condi-

cion. El namero de los cuadrantes indica el porcentaje de células positivas para IFN-y.

Por ultimo, se realizé un ensayo para determinar el papel inmunomodulador de las
mallas recubiertas en relacion con la polarizacion de macrofagos, una de las células
mas importantes implicadas en la reaccion inflamatoria producida comtinmente
tras la implantacion de mallas quirurgicas convencionales. Para ello, se realizé un
cultivo celular de la linea U937, las cuales se diferenciaron hacia macréfagos y es-
timularon con forbol-miristato-acetato (Phorbol Myristate Acetate, PMA) y lipopoli-
sacarido (Lipopolysaccharide, LPS) y se cocultivaron con las mallas recubiertas.
Como control negativo se utilizaron células de la linea U937 sin diferenciar ni esti-
mular y como control positivo, se utilizaron células diferenciadas y estimuladas en
cocultivo con mallas convencionales. También se incluyd en el estudio un control
de MSCs en condiciones de cultivo estandar, en el que se cocultivaron estas con las
células U937 diferenciadas y estimuladas. Tras tres dias, las U937 se analizaron por
citometria de flujo utilizando CD86 como marcador del fenotipo M1 y CD206 como
marcador del fenotipo M2. Como se muestra en la Figura 13, las mallas recubiertas
disminuyeron significativamente el porcentaje de células positivas para CD86 e
incrementaron el de células con expresion de CD206, en comparacion con las ma-
llas sin recubrir, en las que puede apreciarse claramente una polarizaciéon de ma-
créfagos hacia fenotipo M1, que consigue ser revertida tanto por las MSCs en

condiciones de cultivo estdindar como por las mallas recubiertas por las mismas.

56



Bloque |

>
™

Mallas i Mallas
con MSCs con MSCs
L *
% Mallas F Mallas
S | convencionales convencionales
[a )
) 2
Sin malla » Sin malla i ‘
:Iﬂu 10! 102 103 104
Basal it &
Basal
0 10 20 30 40 50 60 70 I R SR
CD206 (%) CD206
Mallas *F Mallas i
con MSCs con MSCs
L * om" 10! 102 103 10
s Mallas % F Mallas :
S | convencionales convencionales
= 100 10! 102 10° 104
” 8 e |
Sin malla - Sin malla % ‘

Basal | T e i
Basal

CD86 (%) CD86

Figura 13. Polarizacién fenotipica de las células U937 diferenciadas a macrofagos y cultivadas en presencia
de mallas recubiertas con MSCs. Las U937 fueron diferenciadas y activadas in vitro con PMA y LPS, y culti-
vadas en presencia de mallas recubiertas con MSCs y mallas convencionales. Como control negativo, se utili-
zaron U937 sin diferenciar ni activar (basal); como control positivo, U937 diferenciadas y activadas, sin
mallas. El fenotipo se determino tras 6 dias de cultivo mediante citometria de flujo, usando CD86 como mar-
cador de fenotipo M1 y CD206 como marcador de fenotipo M2. Los graficos (A) representan la media + SD de
3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para
comparaciones multiples, seguida de una prueba U de Mann-Whitney comparando los grupos dos a dos
(* p < 0.05 con respecto al control sin estimular o entre los grupos indicados por la linea; ¥ < 0.05 con respecto

al control sin mallas). A la derecha (B) se muestran los histogramas representativos de cada condicién.

Estudio de los aspectos de seguridad relacionados con la implantacion de las

mallas recubiertas con MSCs

Teniendo en cuenta que la seguridad es uno de los principales aspectos a conside-
rar a la hora de aplicar la terapia celular, nuestro primer ensayo in vivo fue encami-
nado a determinar los posibles efectos adversos tras la implantacion de las mallas
recubiertas con MSCs. Para este estudio, se utilizaron mallas quirtrgicas recubier-
tas con MSCs derivadas de médula 6sea murina. Como control, se utilizaron mallas

convencionales sin recubrir. El material quirdargico se implantd en el espacio subcu-
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taneo de la region abdominal de ratones ICR (n=16). Transcurrida una semana tras
esta implantacion, se tomaron muestras de sangre de los animales y seguidamente
fueron eutanasiados. Para el estudio de seguridad se realizaron determinaciones
hematoldgicas, evaluacion a través de un sistema de Optica laparoscdpica y un ana-

lisis por resonancia magnética (RM).

Para determinar si la implantacion de las mallas estaba afectando al estado general
de los animales, se realiz6 un analisis hematologico completo a partir de las mues-
tras sanguineas tomadas previamente a la eutanasia. Ninguno de los pardmetros
estudiados presentd alteraciones significativas en los animales con mallas recubier-
tas con MSCs en comparacion con el grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros hematoldgicos medidos 7 dias tras la implantacion de las mallas. Los valores repre-
sentan la media + SD de cada grupo (n=3).

Mallas recubiertas

PARAMETRO (UNIDADES) Mallas control R

WBC (x10*/ul) 822 +3.18 594 +252

RBC (x10°/ul) 5.99 +1.43 4.87 £0.55

HGB (g/dl) 10.03 +2.06 8.57 +0.99

HCT (%) 31.50 + 6.46 27.80 +2.19

VCM (fl) 52.90 +2.25 57.43 +4.93

HCM (pg) 16.87 +0.85 17.63 +1.22

CHCM (g/dl) 31.83 +0.42 30.77 £1.22

ADE - CV (%) 13.77 £0.92 16.93 +5.39
ADE - SD (f]) 30.57 +1.98 41.40 +16.75

Plaquetas (x10°/ul) 1167.33 + 238.54 1324.67 +166.18

VPM (fl) 4.70 +0.20 4.83 +0.12

ADP 14.53 +0.06 14.63 +0.15

PCT (%) 0.55 + 0.09 0.64 +0.06

Ratio CD4/CDS8 1.73+0.35 1.9 +£0.49

WBC: Recuento leucocitario; RBC: Recuento eritrocitariop HGB: hemoglobina; HCT: hematocrito;
VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media; CHCM: Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular Media; ADE: Amplitud de Distribucién de Eritrocitos; CV: coeficiente de varia-
cioén; SD: desviacion estandar; VPM: Volumen Plaquetario Medio; ADP: Amplitud de Distribucién Plaque-
taria; PCT: plaquetocrito.
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La evaluacién macroscopica de la implantacion se realizé mediante una observacion
a través de un sistema de dptica laparoscdpica y un andlisis por RM en el dia 7 tras
la implantacion de las mallas. Aunque el uso de modelo de animal pequeno dificul-
ta la interpretacion de los resultados obtenidos por RM, esta evaluacion mostré un
aspecto anatdmico normal sin signos de efusion o inflamacién en la zona de la im-
plantacion (Figura 14A). En la observacion por sistema Optico de laparoscopia se
prestd especial atencion a la evaluacion de posibles adherencias. Como se muestra

en la Figura 14B, las imagenes obtenidas no presentaron alteraciones importantes.

Figura 14. Evaluacion de la implantacion de las mallas recubiertas con MSCs por RM vy sistema optico
de laparoscopia. Siete dias tras la implantacién de las mallas en el espacio subcutaneo de la zona abdomi-
nal de los ratones, se realizé una evaluaciéon macroscopica de la implantacién mediante un analisis por RM
y una observacion a través de un sistema de 6ptica laparoscdpica. La figura muestra las imagenes de RM
(A) de animales en los que se implantaron mallas convencionales (A.I-A.III) y mallas recubiertas con MSCs
(A.IV-A.VI). Aly A.IV corresponden a secciones proximales de la cavidad abdominal; AIl y A.V, a sec-
ciones de la zona media del abdomen y A.Ill y A.VI, a secciones de la zona distal del abdomen. También se
muestran las imagenes obtenidas a partir del examen mediante sistema 6ptico de laparoscopia (B) en ani-

males en los que se implantaron mallas convencionales (B.I) y mallas recubiertas con MSCs (B.II).
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Estudio in vivo: evaluacion histoldgica de la implantacion de mallas recubier-

tas con MSCs

El estudio histoldgico se realizo en la zona compuesta por la piel, malla, musculo y
peritoneo de los animales en el dia 7 tras la implantacion. Se utilizaron las tinciones

hematoxilina-eosina y tricromica de Masson.

La comparacion entre los tejido provenientes de animales en los que se implanta-
ron mallas convencionales frente a aquellos con malla recubierta con MSCs no re-
veld evidencias histoldgicas de inflamacion, necrosis, hemorragia o neovascula-
rizacién en el sitio de implantacién. Tampoco se encontraron cambios notables en
los depdsitos de colageno en torno al material inerte. Por ultimo, si se apreciaron
ligeras diferencias en la densidad de las células adheridas a las mallas implantadas,
siendo menor en los animales en los que se implantaron mallas recubiertas con

MSCs (Figura 15).

Figura 15. Evaluacion histologica del sitio de implantacion de las mallas quirargicas. Siete dias tras la
implantacion de las mallas, la capa compuesta por piel, malla, musculo y peritoneo de los animales con
mallas convencionales y mallas recubiertas con MSCs se proceso para su examen histolégico. La figura
muestra las imagenes microscopicas de los diferentes cortes histologicos tenidos con tricromico de Masson
(A, B, E y F) y hematoxilina-eosina (C, D, G y H), tanto de animales con mallas convencionales (A-D) como
con mallas recubiertas con MSCs (E-H). Las imagenes se obtuvieron con magnificaciones de 4X (A, C, Ey
G) y 10X (B, D, F y H). Escalas: 500 um y 100 pm para 4X y 10X, respectivamente. “M” indica la localiza-

cion de las fibras de la malla.
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Estudio in vivo: distribuciéon fenotipica de los macrofagos en el sitio de

implantacion de mallas recubiertas con MSCs

La presencia de macrofagos infiltrados en el sitio de implantacion de las mallas
quirurgicas se determind por citometria de flujo en los dias 7 y 30 tras la implanta-
cién, utilizando anticuerpos monoclonales murinos frente a CD45 y Ly6C. En pri-
mer lugar, las células fueron seleccionadas en funcion de su tamano y complejidad
(FSC/SSC) y de la expresion de CD45, seleccionando asi la poblacion correspon-
diente a macrofagos. La expresion de Ly6C nos permiti6 identificar las diferentes
subpoblaciones. Asi, las células con alta densidad de expresion de Ly6C (Ly6C
high) corresponderian al fenotipo M1 proinflamatorio, mientras que las de baja
densidad de expresion (Ly6C low) corresponderian a los macrofagos con fenotipo

M2 antiinflamatorio.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la distribucion
fenotipica de los macroéfagos a dia 7 entre los animales en los que se implantaron
mallas convencionales y aquellos con mallas recubiertas con MSCs. En concreto, se
observé una disminuciéon en el porcentaje de macréfagos CD45'/Ly6C high y un
incremento en el porcentaje de los CD45'/Ly6C low en el grupo de mallas recubier-
tas con MSCs, con respecto al grupo en el que se implantaron mallas convenciona-
les, siendo ambos cambios estadisticamente significativos (Figura 16). Sin embargo,

no se encontraron diferencias significativas a dia 30.
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Figura 16. Fenotipo de los macréfagos en el lugar de implantacion de las mallas. Tras la retirada de las
mallas a los dias 7 y 30 después de su implantacion, las células se despegaron de las mismas mediante una
solucién de tripsina para su analisis por citometria de flujo utilizando los marcadores CD45 y Ly6C. El
grafico representa la coexpresiéon de ambos marcadores, distinguiéndose dos poblaciones: CD45*/Ly6C
high (macroéfagos con fenotipo M1) y CD45/Ly6C low (macréfagos con fenotipo M2). Los valores represen-
tan la media + SD de 3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba
t de Student, comparando cada subpoblacién entre los animales con mallas convencionales y aquellos en

los que se implantaron mallas recubiertas (* p < 0.05).

Estudio in vivo: analisis de expresion de genes relacionados con inflamacién

en el sitio de implantacion de mallas recubiertas con MSCs

El estudio de expresion génica por qRT-PCR se realizé a partir del ARN total aisla-
do de las células que se encontraban adheridas a las mallas tras ser retiradas 7 dias
después de su implantacion. Este ensayo fue realizado por el Servicio de Técnicas
Aplicadas a la Biociencia de la Unidad de Apoyo a la Investigacion de la Universi-
dad de Extremadura. Como se muestra en la Figura 17, los resultados obtenidos del
analisis transcripcional revelaron un incremento significativo en la expresion de la
proteina inflamatoria de macréfagos-1 alfa (Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha,
MIP-1«), IL-18, IL-4, IL-13, arginasa-1 (Arg-1) y éxido nitrico sintasa inducible (in-
ducible Nitric Oxide Synthase, INOS), asi como una disminucion en la expresion de la
proteina quimiotactica de monocitos (Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) y

FGF-1, en los animales con mallas recubiertas con células, en comparacién con los
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animales en los que se implantaron mallas convencionales. No se encontraron dife-
rencias significativas en el resto de genes estudiados (IFN-y, IL-2, IL-6, IL-10,

TGF-, TNF-a y VEGFA).

B Mallas control [ Mallas recubiertas con MSCs

VEGFA E—'

TGEF-B
IL-13 1%
IL-10
IL-4 1%
IL-2
IFN-y

FGF-1 ]%*

Genes

0.1 0.2 0.3 0.4 1 2 3

1%

MIP-1a 1%

MCP-1 | -

0 5 10 15 20 100 200 300 400

Expresion génica @2

Figura 17. Expresion génica de factores solubles relacionados con la inflamacion en las células adheri-
das a las mallas tras su implantacién. Siete dias tras la implantacion de las mallas, estas fueron retiradas y
se aislo el ARN total de las células adheridas a las mismas. Se realiz6 una qRT-PCR de un panel de genes
relacionados con la inflamacién. Los productos de qRT-PCR se cuantificaron mediante la expresién 2-4Ct
utilizando GADPH como gen de referencia. El grafico representa la media + SD de 3 experimentos inde-
pendientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando la expresion de
cada gen entre los animales con mallas convencionales y aquellos en los que se implantaron mallas recu-
biertas (* p < 0.05).
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BLOQUE II: EVALUACION DE LA RUTA INTRAPERICARDICA COMO ViIA
ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACION DE CELULAS MADRE EN TERAPIA
CELULAR CARDIOVASCULAR

En este segundo bloque se presentan los resultados relacionados con el objetivo II,
relativo al estudio de la ruta intrapericardica como via de administracion de células
madre en terapia celular cardiovascular. Para este trabajo, se realizd un primer en-
sayo in vivo con el fin de estudiar la seguridad y distribucién de MSCs tras su ad-
ministracion intrapericardica en un modelo porcino. Asimismo, se llevd a cabo un
segundo ensayo in vivo para estudiar el efecto de la inyeccion intrapericardica de
células en un modelo porcino de infarto de miocardio, esta vez en términos de in-
munomodulacién. En este altimo ensayo, se optd por utilizar un tipo celular mas
especifico obtenido a partir de células madre residentes cardiacas, el cual esta arro-
jando resultados prometedores en diferentes ensayos clinicos llevados a cabo en los

ultimos afos.

ILA. EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y BIODISTRIBUCION DE MSCs
ADMINISTRADAS POR ViA INTRAPERICARDICA EN MODELO PORCINO

En el presente apartado se presentan los resultados en relacion con el objetivo ILA.
Para analizar la seguridad y el patron de distribucion in vivo de las MSCs adminis-
tradas por via intrapericardica, se realizé un ensayo en modelo de animal grande
(n=4). Cada uno de los cuatro animales recibié una dosis de 100 x 10° células. Esta
inyeccion se realizd por toracotomia en el espacio pericardico 7 dias después de la
induccion del infarto, en el caso de animales sometidos a dicho procedimiento. La

biodistribucion de las células se analizé mediante RM, PCR e histologia.
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Evaluacion de la viabilidad, actividad metabélica y fenotipo celular en

presencia de liquido pericardico

Para este trabajo, se realizd una primera aproximacion in vitro encaminada a eva-
luar el efecto del liquido pericardico o LP en los cultivos celulares. Dado que este
fluido seria el medio en el que las células se encontrarian tras su administracion, es
de gran importancia comprobar que se trata de un medio adecuada para las

mismas.

En primer lugar, se realiz6 una aproximacion inicial in vitro consistente en una
comparativa entre la composicién bioquimica del LP y el plasma de origen porcino.
A continuacion, se cultivaron las pPBM-MSCs en presencia de diferentes concentra-
ciones de LP (10, 25, 50, 75 y 100 %) y se estudiaron la viabilidad, capacidad de pro-
liferacién y fenotipo de las células en estas condiciones. Como control, se

incluyeron pBM-MSCs cultivadas en condiciones estandar (10 % FBS).

En cuanto al analisis bioquimico del LP comparado con el plasma sanguineo, los
datos obtenidos mostraron valores significativamente menores de colesterol, fosfo-
ro, triglicéridos y proteinas totales en LP, mientras que el resto de los pardmetros

analizados mostro valores similares en ambos fluidos (Tabla 2).

El estudio de viabilidad celular de las MSCs en presencia de LP se realizd tras
7 dias de cultivo mediante la técnica de tincion por exclusiéon de azul de tripano en
un contador automatico. Los resultados arrojaron valores de viabilidad similares en
todas las condiciones, sin diferencias significativas entre el grupo control y los cul-

tivos en presencia de diferentes concentraciones de LP (Figura 18A).

Las diferentes concentraciones de LP tampoco afectaron a la tasa de proliferacion,
que fue medida durante 26 dias mediante la técnica del CCK-8. Es mas, los resulta-
dos apuntan un ligero aumento —no significativo— de la proliferacion celular
proporcional a la concentracion de LP, que se refleja en el valor creciente de la pen-
diente de la linea de tendencia de la grafica a concentraciones crecientes de LP

(Figura 18B).
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Tabla 2. Analisis bioquimico de liquido pericardico y plasma. Los valores representan la media + SD de

cada grupo (n=3). *p < 0.05.

PARAMETRO (UNIDADES) Liquido pericardico

Bilirrubina total (mg/dl) 0.03+0.02 0.23+0.11
Calcio (mg/dl) 7.87+2.12 11.47+1.33
Colesterol (mg/dl)* 4.00+1.00 81.00+ 8.66
Creatinina (mg/dl) 2.20+0.07 2.24+0.09
Glucosa (mg/dl) 86.67+3.21 82.67+13.05
Fésforo (mg/dl)* 547+ 1.36 6.49+1.03
Proteina total (g/dl)* 0.95+0.29 5.82+0.65
Triglicéridos (mg/dl)* 14.33+£5.51 88.67 + 38.55
Urea (mg/dl) 18.03+2.96 20.20+2.95
10 % FBS 25 % LP 50 % LP 75 % LP 100 % LP

A
3 11 9 55 7

B

y=0.0069x + 0.506  y=0.0138x +0.751  y=0.0182x+0.554 v =0.0234x +0.271 y =0.0298x + 0.147
glz "g\l.z glz gl.z ’51.2

1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
208 %O.SW SOSM g 08 g038
206 206 0.6 206 206
204 204 204 204 204
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10 dias 20 dias

'10 di'as 2(') dias llO dilas 26 dias I10 dilas 26 dias IlO dl"as 26 dias
Figura 18. Viabilidad y proliferacion celular de las pBM-MSCs cultivadas en presencia de LP. Las
pBM-MSC:s se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones de LP (25, 50, 75 y 100%) procedente
de tres animales sanos. Como control, se utilizaron células en condiciones de cultivo estandar, con 10 %
FBS. El porcentaje de células viables se determino tras 7 dias de cultivo mediante la técnica de tincién por
exclusion de azul de tripano en un contador automatico. Los graficos superiores (A) representan los por-
centajes medios de células viables y no viables en cada una de las condiciones. La proliferacion celular se
cuantificé mediante la técnica del CCK-8 durante 26 dias, realizando medidas cada 2-3 dias. Los graficos
inferiores (B) muestran la media + SD de 3 experimentos independientes. Las pendientes de las lineas de
tendencia corresponden a la tasa de proliferacion celular. Los resultados de absorbancia se analizaron

mediante un ANOVA, comparando todos los grupos para cada punto de tiempo.
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Por ultimo, el fenotipo de las células cultivadas durante 7 dias en las diferentes
condiciones se analizé mediante citometria de flujo. Como se aprecia en la
Figura 19, el perfil de expresion de los marcadores analizados en los diferentes
grupos es similar, no encontrandose diferencias importantes en ninguno de ellos.
Este ensayo también se llevé a cabo, con idéntico resultado, tras 14 dias de cultivo

(datos no mostrados).

10 % FBS 25 % LP 50 % LP 75 % LP 100 % LP
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Figura 19. Analisis fenotipico de las pBM-MSCs cultivadas en presencia de LP. La caracterizacion feno-
tipica se realizé6 mediante citometria de flujo multicolor. Se compararon los perfiles fenotipicos de las
MSCs en condiciones de cultivo estandar (10 % FBS) con las cultivadas en presencia de diferentes concen-
traciones de LP. En la figura se muestran los histogramas representativos de cada condicién, junto con los
niveles de expresion de cada marcador. El nivel de expresion se representa como MRFI, calculado median-

te la division de la MFI por su control negativo.

Optimizacion del marcaje de las MSCs para su localizacion mediante reso-

nancia magnética

El Endorem® es un producto que incorpora en su formulacion particulas de dxido
de hierro superparamagnético (supermaramagnietic iron oxide, SPIO), las cuales pue-
den ser internalizadas facilmente por las MSCs mediante endocitosis. Estas particu-
las son de gran utilidad para el seguimiento celular in vivo utilizando técnicas de

RM, pues proporcionan una sefial dptima que permite su localizacion.

67



RESULTADOS

Antes de realizar el ensayo in vivo, se realizd un primer estudio in vitro para definir
la dosis dptima de SPIO para el marcaje de las células. Para ello, las MSCs se incu-
baron durante 7 dias con concentraciones finales de SPIO de 25, 50, 100 y
200 pg/ml. El contenido de SPIO intracelular se determino tras 1, 3, 5 y 7 dias de
cultivo mediante tincién con azul de Prusia sobre las células previamente lavadas y
fijadas. Esta tincion se basa en la deteccion de iones férricos generados con acido
clorhidrico, los cuales se hacen reaccionar con ferrocianuro de potasio, generandose
ferrocianuro férrico (o azul de Prusia), con coloracién azul visible con microscopia
Optica. Ademads de la observacion por microscopia, el contenido celular en azul de
Prusia se cuantific6 mediante espectrofotometria, midiendo la absorbancia a

700 nm en los extractos celulares previamente lisados.

En la Figura 20 se muestran tanto las imagenes obtenidas por microscopia tras la
tincion (Figura 20A) como los valores de absorbancia para los diferentes grupos
(Figura 20B). Estos resultados evidencian que la internalizacién de SPIO se incre-
menta proporcionalmente a la concentracion de estas particulas en el medio, y de-
crece con el tiempo como consecuencia de su liberacion exocitica. Estos datos de
absorbancia sugieren que, para un seguimiento in vivo preciso de las células mar-
cadas, la RM deberia realizarse a los 7 dias como maximo y empleando una concen-
tracion de 100 ug/ml. Asi, para su administracion, las células se marcaron con

100 pg/ml de SPIO 24 h previamente a la inyeccion.

A 1 dia 3 dias 5 dias

25 ug/ml
50 pg/ml

100 pg/ml

Concentracion de SPIO (ug/ml)

200 pg/ml
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Figura 20. Optimizacién del marcaje con SPIO. Las pPBM-MSCs se marcaron con diferentes concentracio-
nes de SPIO. Las particulas internalizadas por las células se detectaron mediante una tincion de azul de
Prusia. Las imagenes de microscopia (A) muestran las células marcadas con diferentes concentraciones de
SPIO durante diferentes tiempos y tefidas. La tincion de azul de Prusia se cuantifico por
espectrofotometria tras lisar las células. El grafico (B) muestra el contenido en SPIO de las células con los
diferentes marcajes a lo largo del tiempo.

Localizacion mediante resonancia magnética de las MSCs administradas

por via intrapericardica

El seguimiento in vivo de las células marcadas con SPIO y administradas en el es-

pacio intrapericardico se realizé mediante un estudio por RM a diferentes tiempos.

Las imagenes obtenidas evidenciaron que la distribucion celular en los animales
sometidos previamente a infarto de miocardio se concentra en pequenas areas del
ventriculo izquierdo (Figura 21A y videos S1 y S2 disponibles en http://journals.
plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0122377). En cambio, en ani-
males sanos, aunque también se localizan preferentemente en la zona correspon-
diente al ventriculo izquierdo, la localizacion es mas difusa que en el caso de
corazones sometidos a infarto (Figura 21B y videos S3 y S4 disponibles en

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0122377).

Es importante resaltar en este punto que, debido a la sensibilidad limitada de la
RM, no es posible descartar la presencia de las células administradas en otras loca-
lizaciones cardiacas. Por ello, para realizar una detecciéon mas precisa de las células
administradas, este estudio se complement6 con analisis histologicos y moleculares

que fueron realizados tras la eutanasia de los animales.
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Figura 21. Seguimiento in vivo mediante RM de las células administradas por via intrapericardica. Se
inyect6 un total de 100 x 10° células en el espacio pericardico de cerdos Large White. El examen mediante
RM se realiz6 en un equipo de 1.5 T. Las figura muestra las imagenes de la evaluacion mediante RM de
animales sanos (A) y animales con infarto (B), tanto antes de la inyecciéon (I'y V) como tres dias después
(IILIV y VI-VIII). Las imagenes muestran secuencias obtenidas en modo cine (I-IV) y secuencias
potenciadas en T2* (V-VIII). Las flechas indican la localizacion de las particulas de hierro

superparamagnético.
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Examen macroscopico y localizacion histologica de las MSCs administradas

por via intrapericardica

Los animales fueron eutanasiados 7 dias tras la inyeccion de células. En primer lu-
gar, se realizo un examen in situ del corazon y los tejidos adyacentes. Se llevo a ca-
bo una inspeccion visual focalizada en la deteccion de posibles complicaciones
asociadas a los procedimientos y de dafios potenciales en el pericardio, epicardio y
en las estructuras adyacentes del mediastino. Esta inspeccion evidencié una con-
formacion normal de los tejidos, con algunas pequenas adherencias pericardicas a

la pared toracica debidas a la propia intervencion e independientes del tratamiento.

A continuacion, se aspir6 el liquido pericardico y se comenzo con la toma de mues-
tras para histologia y analisis moleculares. El volumen y la apariencia del liquido
pericardico fueron normales, indicando la ausencia de pericarditis. Su analisis bio-
quimico no revel6 cambios significativos en ninguno de los pardmetros estudiados
con respecto al andlisis realizado antes de la inyeccion celular. Por altimo, se extra-
jeron el pericardio y el corazon, realizando una evaluacién macroscopica de los

mismos en la que no se encontraron alteraciones importantes.

Para los estudios de histologia y moleculares, cada corazén fue dividido en varias
secciones transversales que fueron fijadas y se realiz6 una tincion de azul de Prusia
para la localizacion histologica de las células administradas. También se llevo a
cabo un examen histologico del tejido parafinado con una tinciéon combinada de
azul de Prusia y eosina. Las evaluaciones macroscdpica y microscopica de estos
tejidos mostraron diferencias en la distribucion de las células entre los corazones
infartados y no infartados, observandose una localizacion preferente de las células
en el ventriculo izquierdo, con una distribucion mas difusa en el miocardio no in-
fartado (Figura 22A). Por el contrario, en los animales con infarto la distribucion
celular apareci6 confinada en un area mas restringida (Figuras 22B). Estos resulta-

dos confirman y se corresponden con la localizacion celular mediante RM.
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Animales sin infarto

Animales con infarto

Figura 22. Deteccion macroscdpica e histoldgica de las células marcadas con SPIO. Pasados 7 dias tras la
inyeccién intrapericardica de células, los corazones se seccionaron en laminas de 1 a 3 cm y se
fotografiaron (A). Para la deteccion macroscdpica de las células, las laminas se fijaron en formaldehido y se
realizéd una tincion de azul de Prusia (B). Finalmente, se prepararon las secciones para histologia,
utilizando una tincién combinada de azul de prusia y eosina. Las flechas indican la presencia de células
marcadas (C). Escala: 100 pum.
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Por ultimo, se realizd una evaluacion histoldgica del tejido cardiaco con la tincion tri-
cromica de Masson, que permite visualizar las fibras de coldgeno I en azul, ademas
del tejido muscular (rojo) y nucleos celulares (morado-marrén). En las imagenes ob-

tenidas no se encontraron evidencias de remodelacion adversa en el tejido (Figura 23).

Figura 23. Secciones histoldgicas del ventriculo izquierdo. Tras 7 dias desde la administracion
intrapericardica de células, se prepararon secciones histoldgicas a partir de tejido cardiaco del ventriculo
izquierdo, y se tifiieron con tricrémico de Masson para visualizar las deposiciones de colageno. Los cortes
se visualizaron a una magnificacion de 4X (A) y 10X (B). Escala: 500 um y 100 pm para 4X y 10X,

respectivamente.

Localizacion mediante deteccion del cromosoma Y de las MSCs

administradas por via intrapericardica

Dado que la tincion de SPIO puede arrojar falsos positivos debido a la presencia de
particulas libres, la amplificacién del cromosoma Y sirve para confirmar la persis-
tencia de las células tanto en corazon como en pericardio tras 7 dias desde su

administracion.

La deteccion de las MSCs, procedentes de cerdos machos y administradas por via
intrapericardica en receptoras hembras, se realizo mediante una PCR en la que se
amplificé el cromosoma Y en muestras de tejido de diferentes localizaciones

cardiacas y en pericardio.

En primer lugar, para determinar el umbral de deteccion de la técnica, se realizd un
ensayo preliminar utilizando muestras con 10, 10%, 10°, 10* y 10° células de macho
diluidas en un milléon de células de hembra. Tras la amplificaciéon por PCR del
cromosomas Y, se observo un limite de deteccion de 100 a 1000 células de macho

por cada millén de células de hembra (Figura 24A).
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En cuanto a la deteccion de las células administradas, la Figura 24B muestra que las
pBM-MSCs de macho pudieron ser detectadas en las muestras tisulares de ven-
triculo izquierdo, auricula derecha y ventriculo derecho, asi como en pericardio.

Esto confirma la presencia de las células en dichas localizaciones 7 dias tras su

implantacion.
A Sensibilidad de la técnica
Controles
e o
pBM-MSCs/10° células de hembra 2 =
60 D
10°  10* 100 10?2 100 2z £
1kb — g
2
500pb — 2
2
200pb S <
B Deteccion del cromosoma Y
Controles
e o
Corazén Pericardio £ &
SR
Al AD VI VD PV PA 2z £
1kb — E?
3
2
500pb — g
200pb — 2

Figura 24. Deteccion del cromosoma Y en el tejido cardiaco tras la administracion de pBM-MSCs
procedentes de donante macho. Para determinar la sensibilidad de la técnica, se realizé una PCR incial
amplificando el cromosoma Y en muestras con el ADN gendmico de un millén de células de hembra y con
cantidades decrecientes de células de macho (A). Para la deteccién del cromosoma Y en el tejido cardiaco de
los animales que recibieron las células, se realiz6 el aislamiento de ADN gendmico a partir de diferentes
localizaciones del tejido cardiaco, y se llevé a cabo la PCR con cebadores especificos para el cromosoma Y (B).
Como controles negativo y positivo, se utilizé ADN genomico de células de hembra y de macho,
respectivamente. Al: auricula izquierda; AD: auricula derecha; VI: ventriculo izquierdo; VD: ventriculo

derecho; PV: pericardio de ventriculo; PA: pericardio auricula.
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I1.B. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LA ADMINISTRACION INTRAPERICARDICA
DE CDCs EN MODELO PORCINO

Una vez estudiados los aspectos de seguridad y biodistribucion de las células ad-
ministradas por via intrapericardica, una importante cuestion que quedaba abierta
fue si, utilizando esta via de administracion, las células madre podrian mediar un
efecto inmunomodulador a nivel local. Para ello, se realizd un segundo ensayo en
modelo de infarto crénico en animal grande centrado en la evaluacion de distintos

parametros inmunoldgicos.

Aunque en el primer ensayo in vivo se administraron pBM-MSCs, para este estudio
elegimos las CDCs debido a los resultados altamente prometedores que estas célu-
las estan arrojando en los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo actualmen-
te. En ellos se estan administrando CDCs autdlogas o alogénicas en el contexto del
infarto de miocardio agudo, tanto tras la realizacion de bypass coronario
(estudio SCIPIO, NCT00474461) como tras la implantacion de stents coronarios
(estudio CADUCEUS, NCT00893360), asi como en casos con patologia cronica
(estudio DYNAMIC, NCT02293603).

Para este estudio, se emplearon cuatro cerdos de raza Large White. Siete semanas

tras la creacion del modelo de infarto, cada uno de los cuatro animales recibid, me-

diante toracotomia, una dosis intrapericardica de 3 x 10° CDCs/kg. Cuatro semanas

después de la inyeccion, los animales se eutanasiaron.

Antes de la inyeccion de CDCs se tomaron muestras de sangre y LP de cada uno de
los animales. Este muestreo se repitio previamente a la eutanasia. Se determino la
composicion bioquimica y la concentracion de diferentes citocinas en plasma y en el
sobrenadante de LP después de su centrifugacion, mientras que la fraccion celular
resultante de esta, asi como las células blancas sanguineas, se analizaron mediante
citometria de flujo. Por ultimo, se realiz6 una evaluacion de la funcionalidad cardia-
ca y una caracterizacion de la zona del infarto mediante RM antes de la administra-

cion de las células y en los dias 7 y 30 tras la inyeccién.
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Los resultados de este estudio, correspondientes al objetivo II.B, se presentan a

continuacién.

Estudio de las subpoblaciones linfocitarias y sus marcadores de activacion
en sangre periférica y liquido pericardico tras la administracion

intrapericardica de CDCs

Para comparar el perfil fenotipico de los linfocitos residentes en liquido pericardico
antes de la administracion y 30 dias después, las células obtenidas tras centrifugar
los LP se analizaron mediante citometria de flujo. También se realiz6 este analisis
en los PBLs aislados a partir de las muestras sanguineas obtenidas previamente a la

inyeccion de CDCs y 30 dias después. En este analisis, centramos nuestra atencion
en la cuantificacion de diferentes poblaciones linfocitarias (linfocitos T CD4", linfo-

citos T CD8" y células NK) y en la expresion de marcadores de activacion.

En cuanto al analisis de la subpoblacion de linfocitos T CD4", se encontré un au-
mento significativo de estas células en LP en el dia 30 tras la terapia, en compara-
cién con el punto de tiempo inicial. Sin embargo, en sangre periférica el porcentaje
de esta poblacion linfocitaria se vio significativamente disminuido a dia 30. La
comparacion estadistica en términos de porcentaje de esta subpoblacion en LP y
sangre periférica mostrd diferencias significativas entre los fluidos en los dos pun-
tos de tiempo estudiados, existiendo un mayor porcentaje en sangre periférica

(Figura 25A).

El porcentaje de linfocitos T CD8+ no cambi¢ de forma significativa entre los dias 0
y 30. Sin embargo, si se apreciaron diferencias significativas entre los distintos flui-

dos, existiendo un mayor porcentaje de estas células en LP (Figura 25B).

Por altimo, respecto al porcentaje de células NK (CD8™ CD16"), no se aprecié ninguin

cambio significativo entre el dia 0 y 30 ni entre los diferentes fluidos (Figura 25C).
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El andlisis de los marcadores de activacion en las poblaciones linfocitarias se centrd
en la expresion de CD16 en la superficie de células T CD8". Nuestros resultados
mostraron que el porcentaje de estas células (CD8"/CD16") en LP se redujo signifi-
cativamente tras la administracion de CDCs. Sin embargo, no se encontraron dife-
rencias significativas en sangre periférica. El elevado porcentaje en LP a dia 0 de
esta subpoblacion no se aprecié en sangre periférica, existiendo antes de la inyec-
ciéon de CDCs una diferencia estadisticamente significativa entre ambos fluidos que

desaparece a dia 30 (Figura 25D).
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Figura 25. Distribucién de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en LP y sangre periférica. Los
linfocitos del LP y de sangre perifércia (PFLs y PBLs, respectivamente) se aislaron antes de la
administracion de CDCs y 30 dias después para el analisis por citometria de flujo. Los graficos representan
la media + SD de 3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba U de
Mann-Whitney comparando los distintos puntos de tiempo para las células procedentes del mismo fluido
y las poblaciones de diferentes fluidos en cada punto de tiempo (* p < 0.05 con respecto al dia 0; ¥ p < 0.05

con respecto al mismo punto de tiempo en PFLs).

77



RESULTADOS

Andlisis bioquimico del liquido pericardico tras la administracion

intrapericardica de CDCs

Los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugacion de los liquidos pericardicos to-
mados antes de la administracion de CDCs y 30 dias después fueron analizados

para determinar la composicion bioquimica de los mismos.

La mayoria de los pardmetros analizados no se vieron alterados por la inyeccion de
células, observandose diferencias significativas inicamente en los valores de fosfa-
tasa alcalina, creatinina, gamma-glutamil transferasa (GGT) y proteina total
(Tabla 3). Concretamente, se produjo un aumento significativo en los valores de
fosfatasa alcalina, creatinina y proteina total, mientras que la GGT arrojo valores
menores a los 30 dias tras la inyeccién, en comparacion con los valores obtenidos

en el andlisis realizado antes de la administracién.

Tabla 3. Analisis bioquimico de liquido pericardico antes y después de la administracion intrapericardi-

ca de CDCs. Los valores representan la media + SD de cada grupo (n=4). *p <0.05.

PARAMETRO (UNIDADES) wdminisaacitn dmimsiacion.
Albumina (g/dl) 0.84+0.23 1.09 +0.42
Fosfatasa alcalina (U/1)* 14.00+ 5.29 20.67 £ 6.03
Bilirrubina total (mg/dl) 0.03+0.03 0.06 +0.01
Colesterol (mg/dl) 9.67+4.62 12.33+6.81
Creatinina (mg/dl)* 1.35+0.26 1.83+0.35
GGT (U/N)* 24.33+10.02 15.33 £ 6.35
Glucosa (mg/dl) 91.67+5.77 86.33 +1.53
AST (U/) 12.33+2.08 13.33+8.50
ALT (U/1) 0.00+ 0.00 0.50+0.71
Colesterol HDL (mg/dl) 5.17+1.67 5.73+1.79
Colesterol LDL (mg/dl) 7.49+1.81 8.60+4.14
CRP (mg/l) 0.39+ 0.54 0.70 +0.46
Proteina total (g/dl)* 1.73+0.45 2.18+0.60
Triglicéridos (mg/dl) 5.00+2.00 11.67 £ 8.14
Urea (mg/dl) 17.40+ 8.62 22.53 +3.34
Calcio (mg/dl) 4.60+1.04 517+1.71

GGT: vy-glutamil transpeptidasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina amino-transferasa;
CRP: proteina C reactiva.
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Analisis de citocinas en plasma y liquido pericardico tras la administracion

intrapericardica de CDCs

Los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugacion de los liquidos pericardicos, asi
como los plasmas, se analizaron mediante tecnologia Luiminex xMAP, un inmu-
noensayo en sandwich multiplexado que permite determinar simultdneamente los
niveles de diferentes citocinas. Se analiz6 un panel de citocinas de origen porcino
compuesto por IL-13, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IFN-«, IFN-y y TNF-a. Este
ensayo fue realizado por el Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia de la

Unidad de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Extremadura.

Los resultaron mostraron que solamente cuatro de las nueve citocinas fueron detec-
tables mediante esta técnica. La primera de ellas, la IL-12p40, no presentd cambios
significativos entre plasma y LP. Sin embargo, en este tltimo se encontré una ten-
dencia a aumentar (p=0.06) en el dia 30 postinyeccidn, en comparacion con el andli-

sis antes de la inyeccion (Figura 26A).

De manera similar, el TNF-a se encontré de manera mas abundante en plasma que
en LP a dia 0, pero en este caso no se encontraron diferencia entre antes y después
de la administracion (Figura 26B). Por el contrario, los niveles de IL-8 fueron mas
elevados en LP, sin apreciarse tampoco cambios entre los diferentes puntos de

tiempo (Figura 26C).

Por ultimo, los resultados obtenidos mostraron una diferencia acentuada en los
niveles de IFN-a en LP. Concretamente, el nivel de esta citocina se redujo de mane-

ra significativa tras la administracion de CDCs (Figura 26D).
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Figura 26. Concentracion de citocinas en LP y plasma. La concentracion de citocinas se determind tanto
en LP como en plasma antes de la inyeccion de CDCs y 30 dias después, mediante tecnologia
Luminex xMAP. Los graficos representan la media + SD de 3 experimentos independientes. Los resultados
se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney comparando los distintos puntos de tiempo para un
mismo fluido y los diferentes fluidos en cada punto de tiempo (* p < 0.05 con respecto al dia 0; ¥ p < 0.05

con respecto al mismo punto de tiempo en LP).

Evaluacion de los parametros de funcionalidad cardiaca tras la administracion

intrapericardica de CDCs

Para analizar el posible efecto de la administracion de CDCs sobre diferentes pa-
rametros de funcionalidad cardiaca, se realizd un estudio de RM antes de la admi-
nistracion de CDCs y a los 7 y 30 dias tras la inyecciéon. Los pardmetros analizados

fueron el tamafio y masa del infarto, fraccion de eyecciéon y volimenes diastolico y
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sistolico finales. Para poder realizar una comparacion robusta, evitando la interfe-
rencia del crecimiento de los animales en los resultados, los datos referentes a los
volimenes se normalizaron en relacion a la superficie corporal, utilizando la for-

mula descrita por Kelley et al. [112].

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre los diferen-
tes puntos de tiempo en ninguno de los parametros analizados (Tabla 4 y

Figura 27).

Tabla 4. Parametros de funcionalidad cardiaca calculados a partir de las imagenes de RM. Los valores

representan la media + SD de cada grupo (n=4). *p <0.05.

PARAMETRO Dia 0
(UNIDADES) (pre-administracién)
Masa animal (kg) 43.50+2.65 44.75+1.89 57.25+3.09
FE (%) 39.40+ 11.40 36.20 + 8.56 402 +12.23
VDFi (ml/m?) 120.63 + 30.69 122.18 +34.72 106.30 + 21.63
VSFi (ml/m?) 75.70 + 32.01 80.03 + 32.24 65.18 +26.04
% Infarto 12.25+2.87 12.5+2.64 12.25 + 4.65
Masa del infarto (g) 10.18 +4.05 10.92 + 4.38 8.73 +4.12

FE: Fraccion de Eyeccion; VDFi: Volumen Diastélico Final indexado con respecto area de la superficie

corporal; VSFi: Volumen Sistdlico Final indexado con respecto al drea de la superficie corporal.

Dia 0 Dia 30
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Figura 27. Evaluacion de la funcionalidad cardiaca mediante RM. La funcién cardiaca se determiné me-
diante la medicion de diferentes parametros a partir de las imagenes de RM. El panel de imagenes supe-
rior (A) muestra una vista representativa de la localizaciéon del infarto en la pared anterior y el septo en
vista de eje corto al final de la diastole. Los graficos representan los porcentajes de area de infarto (B) y
fraccion de eyeccion (C), obtenidos antes de la administracion de CDCs, asi como 7 y 30 dias después. Los
valores representan la media + SD de 4 animales diferentes. Los resultados se analizaron mediante la
prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples, aunque no se encontraron diferencias

significativas.
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BLOQUE III: ESTUDIO DE EXOSOMAS DERIVADOS DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLINICO

El altimo bloque de resultados de este trabajo es el relacionado con el objetivo III,
consistente en evaluar el uso terapéutico de exosomas como agentes responsables

de la actividad paracrina inmunomoduladora de las MSCs.

En primer lugar, se realizo un estudio dirigido a determinar si los exosomas son
capaces de ejercer un efecto inmunomodulador sobre las células T estimuladas in
vitro. Para ello, se utilizaron exosomas aislados a partir de sobrenadantes de culti-
vos celulares de MSCs humanas derivadas de tejido adiposo. Para el aislamiento de
las vesiculas se utilizd el protocolo mas estandarizado, basado en la ultracentrifu-
gacion. Una vez confirmado el potencial inmunomodulador de estas microvesicu-
las, se planted el desarrollo de un protocolo de aislamiento adecuado para su uso
en el entorno clinico y que, por tanto, no necesite un equipamiento especifico, sea
altamente reproducible y permita obtener un elevado nimero de estas vesiculas de
manera sencilla. Para ello, se realiz6 una comparativa entre el protocolo estandar y

otros en los que la ultracentrifugacidon no es necesaria.

IILA. EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNOMODULADOR DE EXOSOMAS
DERIVADOS DE MSCs SOBRE CELULAS T ESTIMULADAS IN VITRO

Para este estudio, que se corresponde con el objetivo III.A, se cocultivaron los exo-
somas derivados de MSCs (exo-MSCs) con PBLs humanos estimulados, del mismo
modo que en el ensayo de proliferacion linfocitaria descrito en el bloque I.B. Como
control positivo se utilizaron PBLs estimulados sin exosomas y como control nega-

tivo, PBLs sin estimular. Se estudid el efecto de diferentes dosis de exo-MSCs

(4, 8 y 16 ug/10° PBLs) sobre la capacidad de proliferacién, expresién de marcado-

res de diferenciacion/activacién y niveles intracelulares de IFN-y de los linfocitos.
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Efecto de los exosomas derivados de MSCs sobre la capacidad de

proliferacion linfocitaria

La actividad proliferativa de los PBLs cocultivados con exosomas durante 6 dias,
asi como de los controles, se determind mediante el marcaje de los mismos con

CFSE antes de comenzar el ensayo. Este analisis de proliferacion linfocitaria se

realizo tanto en células T CD4" como en T CDS§".

Como cabia esperar, la tasa de proliferacion de los PBLs no estimulados (control nega-
tivo) fue muy baja, y el valor mas elevado fue el alcanzado por los PBLs estimulados
(control positivo), apreciandose un total de ocho ciclos de division celular. Como se
muestra en la Figura 28A, cuando los PBLs estimulados se cultivaron en presencia de

diferentes concentraciones de exo-MSCs, la tasa de proliferacion descendié de manera

proporcional a la cantidad de exosomas, tanto en células T CD4" como CD8'. Un por-
centaje alto de estas células cocultivadas con exosomas mostré un bajo namero de
divisiones celulares, mientras que solamente un pequeno porcentaje de las mismas
alcanz6 un namero elevado de divisiones (Figura 28B). La Figura 28C recoge una re-
presentacion detallada del porcentaje de células en cada ciclo de division, en la que
puede apreciarse cdmo concentraciones crecientes de exosomas fueron capaces de
reducir la proliferacion de ocho generaciones a siete en ambas subpoblaciones

linfocitarias.

El andlisis estadistico reveld diferencias significativas en diferentes ciclos celulares,
tanto en la subpoblacion CD4" como en CDS8". Los dos primeros ciclos de division
celular suponen un bajo porcentaje de células tanto en ausencia como en presencia de
exosomas, lo que indica que el efecto de la estimulacion policlonal comienza tras estos
dos ciclos. No obstante, la presencia de exosomas implica un porcentaje de células
significativamente mayor en estos dos ciclos celulares, aunque no llegan a alcanzar el
10 %. Ademas, los exosomas retienen a las células en ciclos de divisién mas bajos (ci-

clos 4, 5y 6), en los que el porcentaje de células es significativamente mas alto en pre-
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sencia de las microvesiculas, en detrimento de los ciclos 7 y 8, que muestran un por-

centaje de células significativamente reducido con dosis crecientes de exosomas.
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Figura 28. Capacidad proliferativa de los PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia de exoso-

mas. Los PBLs previamente marcados con CFSE fueron estimulados y cultivados en presencia de diferentes

concentraciones de exo-MSCs. Como control, se utilizaron PBLs marcados y estimulados, sin exosomas.

Tras 6 dias, los PBLs se recogieron y se marcaron con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8, y se anali-

z6 la intensidad de fluorescencia del CFSE en las diferentes subpoblaciones mediante citometria de flujo. La

figura muestra el porcentaje del total de células que se encuentra en cada ciclo de division celular (indicados

como #) (A), asi como un histograma representativo de cada condicién (B). También se muestra una repre-

sentacion detallada del porcentaje de células para cada ciclo de divisién celular, en funcién de las condicio-

nes de cultivo. Los datos representan la media + SD de 8 experimentos independientes. Los resultados se

analizaron mediante ANOVA de un factor y pruebas post-hoc mediante el analisis de Bonferroni. Las lineas

horizontales indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Por iltimo, se calculd el indice de estimulacion como las frecuencias de células con

baja expresion de CFSE de cada condicién divididas entre la frecuencia de células

con baja expresion de CFSE en el control negativo (células no estimuladas). Para las

células estimuladas, se obtuvieron unos indices de estimulacion de 692.3 y 655.6 en

las subpoblaciones CD4" y CD8’, respectivamente. Sin embargo, cuando se analizd

este valor en los PBLs estimulados y en presencia de exosomas, los valores del in-

dice de estimulaciéon disminuyeron significativamente tanto en las células CD4"

(589.93 + 39.31; 585.00 + 80.27 y 529.14 + 58.88 con dosis de 4, 8 y 16 ug de exoso-
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mas/10° PBLs, respectivamente) como en las CD8" (519.75 + 60.97; 488.03 + 107.32 y

437.40 + 79.25 con dosis de 4, 8 y 16 ug de exosomas/10° PBLs, respectivamente).

Efecto de los exosomas derivados de MSCs sobre la distribucion de

subpoblaciones de células T estimuladas in vitro

Para identificar diferentes poblaciones dentro de las células T se utiliza de manera
habitual el marcaje de las diferentes isoformas de CD45, una proteina tirosina fosfa-
tasa reguladora de la activacion de quinasas de la familia Src que se expresa en to-
das las células hematopoyéticas. Esta proteina cuenta con diferentes isoformas
generadas por splicing alternativo de exones comprendidos en el dominio extrace-

lular. Una de estas isoformas, CD45RA, se expresa en células T naive, asi como en

células T efectoras CD4" y CD8". Tras contactar con el antigeno, las células T memo-
ria-efectora y memoria-central dejan de expresar CD45RA para expresar CD45RO.
Asi, tanto CD45RA como CD45RO pueden ser utilizadas para diferenciar de mane-

ra general células T naive y efectoras de poblaciones de células T memoria.

Ademas, es posible diferenciar entre poblaciones memoria-central y memoria-
efectora y entre poblaciones naive y efectoras anadiendo un segundo marcador:
CCR?. Este receptor de quimiocinas estd ampliamente considerado como un mar-
cador de superficie para esta discriminacion. Tanto las células naive como las me-
moria-central expresan este receptor para poder migrar a los érganos linfoides
secundarios, mientras que la carencia de este receptor permite a las células efecto-
ras y memoria-efectora acumularse en los tejidos periféricos. Por tanto, la coexpre-

sion de estos dos marcadores de superficie permite distinguir cuatro
subpoblaciones de células T: células T naive (CD45RA'/CCR7"), células T memoria-
central (CD45RA/CCR7") células T memoria-efectora (CD45RA/CCR7") y células T

efectoras (CD45RA"/CCR7").
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Para este ensayo, los PBLs cultivados en las condiciones descritas anteriormente se
marcaron tras 6 dias de cultivo con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RA y
anti-CCR7. La expresion cuantitativa de CD45RA y CCR7 se normalizd con rela-

cién al control positivo (PBLs estimulados cultivados en ausencia de exosomas). El

analisis de la expresion de CD45RA y CCR?7 en las subpoblaciones T CD4" y T CD8"
mostrd una disminucion significativa en la expresion de ambos marcadores en el
control positivo (PBLs estimulados), en comparacion con el control negativo (PBLs
sin estimular), en ambas subpoblaciones. Esta pérdida de CD45RA y CCRY7 en los

PBLs estimulados fue parcialmente compensada por el cultivo en presencia de exo-

MSCs (Figura 29).
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Figura 29. Expresion de CD45RA y CCR7 en PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia de
exosomas. Tras 6 dias de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 ng/10° PBLs de exo-
MSCs de diferentes donantes (Exos #1 y Exos #2) se analizaron mediante citometria de flujo. Como control
negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin exosomas. Se
determind la expresion de CD45RA y CCR7 en las subpoblaciones CD4" y CD8". Los graficos representan
la expresion de CD45RA y CCR7 normalizada en relacion al control positivo (PBLs estimulados sin exo-
somas). Los valores representan la media = SD de 3 experimentos independientes. Los resultados se anali-

zaron mediante la prueba t de Student, comparando cada punto con el control (* p <0.1; ** p <0.05).
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Asimismo, también se estudio el efecto de los exosomas sobre la distribucion de las

cuatro subpoblacion mencionadas anteriormente, analizando la coexpresion de

CD45RA y CCR7 en las células T CD4" y T CD8". Como se muestra en la Figura 30,

aunque la presencia de exosomas no alteré de manera significativa el porcentaje de
células naive (CD45RA"/CCR7"), si se aprecié un descenso significativo de las célu-

las T efectoras (CD45RA*/CCR7") en la subpoblacién CD8" cuando las células se

cultivaron en presencia de exosomas, en comparacion con el control positivo. En el
caso de la subpoblacion CD4', la presencia de exosomas supuso una reduccion del
porcentaje de células memoria-efectora (CD45RA/CCR7") y un incremento signifi-

cativo del porcentaje de células memoria-central (CD45RA™/CCR7").

PBLs no PBLs PBLs estimulados + PBLs estimulados +
estimulados estimulados Exosomas #1 Exosomas #2
5.8+3.7 11.2+5.5 74+45 10.5+8.8

CD4"

3.6+14 8.4+43 11.3+9.6

CDS"

6.5+3.8 9.7+45

Bl TEMRA INAIVE I EM l CM

Figura 30. Coexpresion de CD45RA y CCR7 en los PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia
de exosomas. Tras 6 dias de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 pug/10° PBLs de
ex0-MSCs de diferentes donantes (Exosomas #1 y Exosomas #2) se analizaron mediante citometria de flujo.
Como control negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin
exosomas. Se determiné la coexpresion de CD45RA y CCR7 en las subpoblaciones CD4" y CD8". La coex-
presion de ambos marcadores permite distinguir cuatro subpoblaciones de células T: células T efectoras
(terminally  differentiated CD45RA* cells, TEMRA, CD45/CCR7"), células T virgenes o naive
(CCR7'/CD45RA"), células T memoria-efectora (effector memory, EM, CD45RA°/CCR7’) y células T memoria-
central (central memory, CM, CD45RA°/CCR7). Los valores representan la media + SD de 3 experimentos

independientes.
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Efecto de los exosomas derivados de MSCs sobre el contenido intracelular en

IFN-y de células T estimuladas in vitro

Para determinar el efecto que los exosomas ejercen sobre el contenido intracelular
en IFN-y de células T, se realizd de nuevo un ensayo en las mismas condiciones
que en el resto de experimentos de inmunomodulacion. Tras los 6 dias de cultivo,
los PBLs se incubaron con un inhibidor del transporte celular y se marcaron con
anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. A continuacion, se fijaron, permeabilizaron y

marcaron con anti-IFN-y, y se analizaron por citometria de flujo.

Los resultados mostraron que el porcentaje de IFN-y intracelular se redujo cuando

los PBLs estimulados se cultivaban en presencia de exosomas, en comparacion con
el control positivo, tanto en las células CD4" como en las CD8". Sin embargo, esta

reduccion solamente resultd estadisticamente significativa en la subpoblacion CD4"

(Figura 31).
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Figura 31. Contenido en IFN-vy intracelular de los PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia
de exosomas. Tras 6 dias de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 pg/10° PBLs de
ex0-MSCs de diferentes donantes (Exos #1 y Exos #2) se analizaron mediante citometria de flujo. Como
control negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin exoso-
mas. Se determino la presencia intracelular de IFN-y en las subpoblaciones CD4" y CD8". Los valores re-
presentan la media + SD de 3 experimentos independientes. Debajo, se muestran los graficos de puntos
representativos para cada condicién. El numero de los cuadrantes indica el porcentaje de células positivas
para IFN-y. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando cada punto con el
control positivo (* p <0.05).
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IILB. COMPARACION DE DIFERENTES METODOS DE AISLAMIENTO DE
EXOSOMAS DERIVADOS DE MSCs PARA USO CLINICO

En este tltimo bloque se presentan los resultados relacionados con el objetivo IIL.B,
dirigido a comparar diferentes métodos de aislamiento de exosomas, con el fin de
encontrar un protocolo facilmente reproducible en la practica clinica y con un alto
rendimiento, permitiendo la obtencion de un elevado numero de estas

particulas.

Los protocolos comparados se resumen en la Figura 32. Basicamente, las diferen-
cias entre ellos radican en que los dos primeros (protocolos #1 y #2) se basan en el
empleo de concentradores con limites de peso molecular (Molecular Weight Cut Off,
MWCO) de 3000 y 50000 Da, respectivamente, mientras que en el ultimo

(protocolo #3) se utiliza un protocolo estandar de ultracentrifugacion.

Antes de llevar a cabo cada protocolo, todos los sobrenadantes fueron centrifuga-
dos y filtrados como se detalla en la Figura 32 para eliminar células muertas, restos
celulares y otras particulas. A partir de este momento, se siguié uno de los tres pro-

tocolos de estudio para el aislamiento de los exosomas.

Las fracciones enriquecidas de exosomas procedentes de cada uno de los protoco-
los empleados fueron comparadas en términos de concentracion y de tamano y
numero de particulas. Por tltimo, se realizé un analisis proteémico para la identifi-

cacion, cuantificacion y clasificacion del perfil proteico de estas vesiculas.
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Procedimiento inicial comun
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Figura 32. Protocolos utilizados para el aislamiento de las fracciones enriquecidas de exosomas. Antes
de iniciar cada uno de los tres protocolos, los sobrenadantes de las MSCs se recogieron y centrifugaron a
1000 x g 10 min y 5000 x g 20 min, descartando los precipitados, y se pasaron por un filtro de 0.22 um. A
partir de aqui, se llevaron a cabo cada uno de los protocolos especificos. Protocolo #1: Se utilizaron concen-
tradores de 3000 Da MWCO previamente lavados con PBS, en los que se anadieron 15 ml de los sobrena-
dantes obtenidos tras el procedimiento inicial comun, y se realizé una centrifugacion de 4000 x g durante
60 min. El volumen obtenido, aproximadamente 250 pl, se almacend a -20 °C. Protocolo #2: Se utilizaron
concentradores de 50000 Da MWCO previamente lavados con PBS, en los que se afadieron 20 ml de los
sobrenadantes obtenidos tras el procedimiento inicial comun, y se realizé una centrifugacion de 5000 x g
durante 40 min. El volumen obtenido, aproximadamente 250 pl, se almacené a -20 °C. Protocolo #3: Se
anadieron 20 ml de los sobrenadantes obtenidos tras el procedimiento inicial comtn en tubos especiales
para ultracentrifuga, se pesaron, calibraron y se llevé a cabo una ultracentrifugacion a 100000 x g durante
6 h. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6é en 250 ul de PBS. Tras mantenerse en

agitacion durante toda la noche, se almacené a -20 °C.
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Concentracion de proteina total en las fracciones enriquecidas de exosomas

obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento

En primer lugar, la concentracion de exo-MSCs aislados mediante los diferentes
protocolos se determino de manera indirecta mediante la medida de proteina total

utilizando el método de Bradford.

Los resultados obtenidos mostraron una concentracién de proteina total significati-
vamente mas elevada en las fracciones enriquecidas de exosomas obtenidas con el
protocolo #1 (concentrador de 3000 Da MWCO), comparado con los otros dos pro-
tocolos. Sin embargo, los protocolos #2 (concentrador de 50000 Da MWCO) y #3
(ultracentrifugacidon) no mostraron diferencias significativas entre ellos, aunque las
muestras obtenidas mediante el protocolo #2 mostraron un rango mas extenso ha-
cia valores de concentracion de proteina total mas elevados que las muestras obte-

nidas mediante el protocolo #3 (Figura 33).

800 i

600+

Concentracion de proteina total
(ng/ml)

3000 50000  Ultracentrifuga
MWCO MWCO

Método de aislamiento

Figura 33. Concentracion de proteina total en las fracciones enriquecidas de exosomas obtenidas me-
diante diferentes protocolos de aislamiento. La concentracién de exosomas se determind de manera indi-
recta a través de la determinacion de proteina total mediante el método de Bradford, extrapolando los
valores de absorbancia a partir de una recta patréon realizada con concentraciones conocidas de seroalbu-
mina bovina. Los valores representan la media + SD de 6 experimentos independientes. Los resultados se
analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples, seguida de una prueba U
de Mann-Whitney comparando los grupos dos a dos (* p <0.05).
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Concentracion y tamafio de las particulas contenidas en las fracciones
enriquecidas de exosomas obtenidas mediante diferentes protocolos de

aislamiento

Ademas de la cuantificacion mediante la medida de proteina total, se realizd la
cuantificacion y se determind la distribucion del tamano de las vesiculas aisladas
mediante un andlisis de rastreo de nanoparticulas basado en la observacion del
movimiento browniano de las nanoparticulas individuales, cuya velocidad depen-
de de la viscosidad y la temperatura del liquido, asi como del tamano y la forma de
las nanoparticulas. Este método permitio utilizar este principio para medir el ta-
mano de las nanoparticulas en soluciones coloidales. Estas determinaciones se lle-

varon a cabo en el Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona.

Los datos referidos a la concentracion de particulas muestran que esta fue significa-
tivamente mayor en las fracciones obtenidas con el protocolo #1 (concentradores de
3000 Da MWCO), en relacion con la alcanzada con el protocolo que incluye ultra-
centrifugacion. El protocolo #2 (concentradores de 50000 Da MWCO) proporciond
valores de concentracidon intermedia entre los otros dos, no mostrando diferencias

significativas con ninguno de ellos (Figura 34B).

Es importante resaltar que esta medida directa de la concentracion de particulas
nos permitio también comprobar que la estimacion indirecta mediante la cuantifi-
cacion de proteina total puede considerarse una medida valida. Aunque no puede
establecerse correlacion directa entre cantidad de proteina total y nimero de parti-
culas, si puede apreciarse que en ambas determinaciones se alcanzaron valores
mayores para el protocolo #1 y menores para el #3, mientras que los valores alcan-

zados para el protocolo #2 se situaban entre los anteriores.

Finalmente, los resultados referentes al tamafio de las particulas mostraron que este
varia ligeramente en funcion del método de aislamiento empleado, encontrandose
una media de tamano inferior cuando se emplean métodos basados en el uso de

concentradores, en comparacion con la ultracentrifugacion. Como es légico, cuando
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se empled el concentrador de menor limite de peso molecular, la media del tamafio
de las particulas aisladas fue menor que con el concentrador de limite de peso mo-
lecular mas elevado. Solamente se observaron diferencias significativas entre el
protocolo niimero #1 (concentrador de 3000 Da MWCO) y el #3 (ultracentrifuga-
cién), siendo este ultimo protocolo el que arrojé valores mas elevados para el ta-

mano de las particulas (Figura 34C).
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Figura 34. Concentracion y tamaiio de las particulas presentes en las fracciones enriquecidas de exoso-
mas obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento. La concentracién y tamario de las particu-
las se determind mediante el analisis proporcionado por el sistema de rastreo de nanoparticulas. La figura
muestra las imagenes representativas proporcionadas por este sistema (A), en las que el eje X hace referen-
cia al tamafio (100 nm por division) y el eje Y representa la concentracion de particulas por ml. Los graficos
representan independientemente los datos de concentracion (B) y tamafio (C) de las particulas para cada
uno de los protocolos. Los valores representan la media + SD de 6 experimentos independientes. Los resul-
tados se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples, seguida de una

prueba U de Mann-Whitney comparando los grupos dos a dos (* p < 0.05).
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Analisis proteémico de las fracciones enriquecidas de exosomas obtenidas

mediante diferentes protocolos de aislamiento

Para analizar el perfil proteico de las muestras procedentes del aislamiento con ca-
da uno de los protocolos, se realizé un andlisis protedmico de alta resolucion en el
Laboratorio de Protedmica Cardiovascular del CNIC. Para ello, se aisl6 la proteina
total, se separo en gel de SDS-poliacrilamida y se realizo la digestién de cada banda
con una solucién de tripsina. Los péptidos resultantes fueron analizados mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem. La identifi-
caciéon de proteinas se realizé con SEQUEST usando la base de datos de Swissprot.
Los resultados obtenidos fueron analizados empleando la herramienta Gene-
Ontology, un recurso para obtener una clasificacion de las diferentes proteinas iden-
tificadas en relacion a sus funciones bioldgicas. Concretamente, se determiné el
porcentaje de proteinas propias de los exosomas, clasificadas con el término “exo-
somas vesiculares extracelulares” (Extracellular Vesicular Exosome, GO:0070062), en
relacion al total de proteinas identificadas. Los resultados mostraron que este por-
centaje fue del 65.22 % para el protocolo #1 (de un total de 345 proteinas identifica-
das), 73.98 % para el #2 (de un total de 307 proteinas) y 67.44 % para el #3 (de un
total de 172 proteinas) (Figura 35).

B proteinas exosomales M Otras proteinas

32.98 % 26.02% 32.56 %

67.02 % 73.98 % 67.44 %

3000 MWCO 50000 MWCO Ultracentrifuga

Método de aislamiento

Figura 35. Caracterizacion protedomica del perfil proteico en las fracciones enriquecidas de exosomas
obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento. El total de proteinas identificadas mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem fueron clasificadas empleando la
herramienta informatica Gene-Ontology. Las graficas muestran el porcentaje de proteinas relacionadas con

vesiculas exosomales (GO:0070062) sobre el total de proteinas identificadas para cada muestra.

95






Discusione e e o

En esta tesis se presentan tres estrategias novedosas relacionadas con la aplicacion
de la terapia celular. Los estudios realizados corresponden a pruebas preliminares
y pruebas de concepto dirigidas a evaluar la factibilidad y la eficacia potencial de

estas estrategias para, en lo sucesivo, seguir explorandolas y desarrollandolas.

A continuacidn, se discutird cada uno de los bloques presentados en el capitulo de

resultados, siguiendo el mismo esquema.

BLOQUE I: DESARROLLO Y EVALUACION DE PRODUCTOS TERAPEUTICOS
BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRURGICOS COMO VEHICULOS PARA
FAVORECER LA IMPLANTACION DE CELULAS MADRE ADULTAS

I.LA. EVALUACION IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA
COMBINACION DE MSCs Y SUTURAS QUIRURGICAS SOBRE LA DEPOSICION
DE COLAGENO

El uso de suturas recubiertas con células madre utilizando deferentes formulacio-
nes ha mostrado un efecto beneficioso en la cicatrizacion de anastomosis de colon

[35,36], fistulas enterocutaneas [113] y en la reparacion de tendones [114].

En este trabajo nuestro primer objetivo fue mejorar la implantacion de MSCs en las
suturas, para lo que evaluamos el efecto de diferentes tratamientos en la tasa de

adhesién celular.

Nuestros primeros resultados mostraron que las suturas compuestas de PLGA fue-
ron las mas adecuadas en términos de adhesion celular (datos no mostrados en este
trabajo). Aunque en diferentes trabajos se han combinado MSCs de rata [36,115] y
raton [35] con las suturas consiguiendo una buena adhesion, en este trabajo quisi-
mos optimizar este pardmetro. El PLGA se utiliza en la actualidad como soporte en
ingenieria de tejidos, y se han desarrollado numerosas modificaciones para poten-

ciar la adhesion celular y el potencial de diferenciacion de las MSCs. En particular,
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el potencial condrogénico, osteogénico y adipogénico de las MSCs se ha mejorado
recubriendo el PLGA con diferentes compuestos como el TGF-f31 [116], ascorbato-
2-fosfato [117] y factores de transcripcion adipogéncos [118], respectivamente.
Ademas, el tratamiento de PLGA con NaOH ha demostrado una mejora de la
adhesion celular, crecimiento y diferenciacion condrogénica [38], asi como un
aumento significativo en la proliferacion de MSCs derivadas de médula 6sea [119].
Por ultimo, la combinacion de PLGA y células madre se ha aplicado ampliamente

en los campos de la cicatrizacion [120] y el dafo tisular [121].

En este trabajo se demuestra que los tratamientos con PLL o NaOH produjeron un
aumento significativo en la tasa de adhesion celular. Sin embargo, inicamente las
MSCs adheridas a las suturas tratadas con PLL mostraron una mejora en la fuerza
de adhesidn a la sutura tras varios pases a través del tejido, lo que hace que este sea
el tratamiento elegido para la implantacién de MSCs. Apoyando estos resultados,
estudios previos han demostrado que las células madre embrionarias presentan
una adhesion celular 6ptima a suturas tratadas con PLL [122]. También se han uti-
lizado soportes modificados con PLL con el objeto de mejorar la adhesion y eficien-

cia de produccion de componentes cartilaginosos por condrocitos [123].

Las MSCs presentan funciones biologicas relacionadas con la cicatrizacion similares
a las de fibroblastos dérmicos y, como ellos, también pueden migrar a los tejidos
dafiados [124]. Ademas, las MSCs secretan fibronectina, factores de crecimiento y
colageno, esenciales para la reorganizacion de la matriz extracelular y beneficiosos
a la hora de aumentar la integridad de los tejidos danados [125-128]. En este traba-
jo se demuestra que las suturas recubiertas con MSCs podrian ejercer un efecto be-
neficioso en el cierre de defectos cutdaneos y en su cicatrizacion a través de un
incremento en el depodsito de colageno en el tejido suturado. Este aumento en la
cantidad de colageno podria estar mediado de forma indirecta por las MSCs, a tra-
vés de la secrecion de factores solubles que inducen la sintesis de colageno por par-
te de los fibroblastos. Por otro lado, también podria existir un mecanismo directo,

consistente en la liberacion de colageno por parte de las propias MSCs.
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En cuanto al mecanismo indirecto, es dificil definir todos los factores solubles im-
plicados en la activaciéon de fibroblastos, aunque algunos de los principales partici-
pantes serian TGF-f31, IL-13, IL-6, IL-10, FGF y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF) [129]. Estos factores solubles pro-
porcionan un microambiente favorable para la reparacion tisular, promoviendo la
quimiotaxis de fibroblastos hacia el tejido dafiado, incrementando su sintesis de
colageno y modulando el proceso inflamatorio. Adicionalmente, se ha visto que la
interaccion entre MSCs y fibroblastos puede ser mediada por el contacto célula-
célula o por moléculas solubles, y daria lugar al incremento de la produccion de
colageno tipo I por los fibroblastos [39]. Por otro lado, apoyando el mecanismo por
el cual las MSCs estarian directamente implicadas en el proceso de remodelacion
tisular, se ha demostrado que las MSCs humanas derivadas de médula 6sea pre-
sentan funciones bioldgicas que son, en cierto modo, similares a las de los fibroblas-

tos, siendo también capaces de migrar hacia los tejidos danados [124].

En este trabajo hemos comprobado que el tipo de colageno mas abundante secreta-
do por las MSCs fue el coldgeno alfa-1(I), que juega un papel importante en la
angiogénesis, invasion y cicatrizacion, asi como en el mantenimiento y funcionali-
dad de la matriz extracelular [130,131]. El andlisis protedmico de los tipos de cola-
geno secretados por las MSCs indica que las suturas recubiertas con estas células
podrian tener un efecto beneficioso en la fase de remodelaciéon durante la

cicatrizacion.

Por ultimo, se llevd a cabo un ensayo in vivo para evaluar el efecto de las suturas
recubiertas sobre la deposicion de colageno en el tejido suturado. Para este tipo de
ensayos de cicatrizacion, la adecuacion del modelo murino ha sido ampliamente
demostrada [132,133]. Basdndonos en estudios previos de cicatrizacién empleando
MSCs derivadas de tejido adiposo [39] y otros realizados en ratones resistentes a
colagenasa [130], consideramos que el tiempo Optimo para realizar las cuantifica-
ciones de colageno tras la implantacion de las MSCs vehiculadas en las diferentes

suturas seria de una semana. Este ensayo mostré un marcado aumento en la depo-
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sicién de coldgeno en los tejidos en los que se emplearon suturas recubiertas trata-
das con NaOH y, en menor medida, en aquellos en los que se utilizaron suturas

recubiertas tratadas con PLL, frente a las mismas suturas sin células.

Finalmente, es importante destacar algunas limitaciones del presente estudio. En
primer lugar, no se ha realizado la identificacion de los tipos de colageno in vivo, ni
tampoco la fuente del mismo (fibroblastos residentes, fibroblastos migratorios o
MSCs). En segundo lugar, este estudio muestra que el depdsito de colageno en el
tejido suturado se ve incrementado por las suturas recubiertas por MSCs, sin em-
bargo, es dificil concluir si este efecto esta mediado directamente por la secrecion
de coldgeno por parte de las propias células o de manera indirecta a través de la
liberacion de factores solubles que pudieran promover la migracion de fibroblastos

o moléculas antiinflamatorias que favorecerian la fase de remodelacion.

En conclusidén, y de acuerdo con estudios previos que demuestran que las MSCs
juegan un importante papel en la reparacion y regeneracion tisular [134,135], el uso
de las suturas tratadas y recubiertas con células aseguraria la presencia de las
MSC:s en el tejido suturado, lo que podria potenciar la remodelacidn tisular y cica-
trizacion en un tiempo mas corto que con suturas convencionales, pudiendo ser

especialmente ttiles en aquellos pacientes con dificultades en la cicatrizacion.

I.B. EVALUACION IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA
COMBINACION DE MSCs Y MALLAS QUIRURGICAS SOBRE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

Las mallas quirtrgicas se emplean de manera habitual para proporcionar un sopor-
te fisico en tejidos debilitados en casos de hernias incisionales [136], prolapso de
organos pélvicos [137], incontinencia urinaria [138] y otras patologias. Se estima
que cada ano se implantan alrededor de un millén de mallas quirdrgicas en todo el
mundo [43]. Sin embargo, tras la implantacion de estas mallas, es frecuente obser-
var fibrosis y una fuerte reaccién a cuerpo extrafio que cursan con dolor e incomo-

didad, y a menudo obligan a la retirada de las mismas [139].
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En este trabajo, partimos de la hipdtesis de que el uso combinado de MSCs y mallas
quirtrgicas podria ejercer un efecto beneficioso y reducir la respuesta inflamatoria
contra el material implantado. Ademas, la combinacion de mallas quirargicas con
MSCs alogénicas es particularmente interesante debido a su baja inmunogenicidad,
propiedades antiinflamatorias, multipotencialidad y capacidad de autorrenovacion
[140]. Apoyando nuestra hipdtesis, existen numerosos estudios que han demostra-
do la capacidad moduladora in vitro e in vivo de las MSCs sobre diferentes pobla-
ciones celulares inmunitarias [49,141,142]. Otro estudio mas reciente y que se
encuentra estrechamente relacionado con este trabajo demostré que las MSCs tam-
bién modulan la activacion de macrofagos, reduciendo la reaccidon a cuerpo extrafio

frente a andamiajes sintéticos —comunmente denominados como scaffolds — [143].

En el presente estudio, se realizé la combinaciéon de MSCs con mallas quirdrgicas
no absorbibles para su aplicacién en procedimientos quirtrgicos. Nuestros ensayos
in vitro e in vivo fueron desarrollados con una malla monofilamento de polipropi-
leno de bajo peso molecular, uno de los materiales mas comunes para la reparacion

de hernias en la actualidad.

El primer conjunto de experimentos se encamind a mejorar la adhesion de las
MSCs a la malla de polipropileno. De forma acorde con los resultados previos em-
pleando suturas de PLGA recubiertas con MSCs, la mejor tasa de adhesion se al-

canzO cuando las mallas fueron tratadas con PLL.

Para evaluar la posible aplicacion clinica de estas mallas recubiertas, centramos
nuestra atencion en el uso de esta combinaciéon como un producto “listo para usar”.
Con este fin, se realizo el analisis de la actividad biologica de mallas recubiertas
sometidas a criopreservacion y posteriormente descongeladas. Nuestro estudio
demuestra claramente que este tipo de conservacion es Optimo en términos de via-
bilidad celular. Estos resultados son relevantes, e indican que las mallas recubiertas
podrian ser empleadas como producto terapéutico, el cual podria estar sujeto a los
controles de calidad que exige la normativa actual para la aplicacion de terapias

basadas en la aplicacion de células madre. La criopreservacion de estas mallas re-
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cubiertas con MSCs asegura el mantenimiento de la actividad biologica y su con-
servacion durante un periodo de tiempo considerable, simplificando los aspectos

logisticos comtiinmente relacionados con las terapias celulares.

Nuestro siguiente objetivo se centro en determinar in vitro la interaccion entre las
mallas recubiertas con MSCs y el sistema inmune. Como cabia esperar, las mallas
recubiertas con MSCs mostraron un efecto regulador sobre la proliferacion linfoci-
taria y el contenido intracelular de IFN-y. Ademas, los ensayos realizados con la
linea celular promonocitica U937 demostraron que estas mallas también son capa-
ces de contrarrestar la diferenciacion hacia el fenotipo M1 producida cuando esta
linea se cocultiva con mallas convencionales. Estos resultados concuerdan con es-
tudios previos in vitro en los que se demuestra que las MSCs potencian la diferen-

ciacion de macréfagos hacia el fenotipo M2 [144].

Por ultimo, para analizar los aspectos inmunoldgicos y de seguridad de la implan-
tacion de mallas recubiertas, se realizd un ensayo in vivo utilizando un modelo mu-

rino inmunocompetente.

En términos de seguridad, no se encontraron alteraciones en la hematologia, ima-
genes de RM ni en la observacion mediante sistema de Optica laparoscopica, indi-
cando que las mallas recubiertas pueden ser implantadas sin efectos adversos para

el paciente.

Una vez abordados los aspectos de seguridad, quisimos determinar los mecanis-
mos inmunoloégicos implicados en la actividad moduladora de las mallas recubier-
tas con MSCs. Existe un dogma ampliamente aceptado que sostiene que las MSCs
ejercen una actividad inmunomoduladora en presencia de mediadores inflamato-
rios. En esta inmunomodulacion, la liberacidon de factores paracrinos por las MSCs
regularia la migracion, activacion y diferenciacion de macrofagos [145], los cuales
desempenian un papel central en la reaccidon a cuerpo extraio después de la implan-
tacion de este tipo de materiales quirargicos. Por ello, el principal objetivo de nues-

tros ensayos in vivo se centrd en la monitorizacion de las subpoblaciones de
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macrofagos infiltrados en el area de implantacion de las mallas. Los resultados
mostraron un aumento significativo de la polarizacion hacia el fenotipo M2 en los
macrofagos infiltrados. Estos resultados fueron similares en estudios previos en los
que se utilizaron MSCs para el tratamiento de infarto de miocardio [146] y dafo
renal agudo [147]. Sin embargo, es importante resaltar que solamente se encontrd
este efecto sobre la polarizacion de macrofagos a dia 7 tras la implantacion, y no en

el estudio a 30 dias.

En relacién con esta ultima observacion, quisimos profundizar en el mecanismo
responsable de la inmunomodulacién de la respuesta inmune en la zona de im-
plantacion. Para ello, el estudio se centro6 en el analisis transcripcional de los facto-
res solubles asociados a la respuesta inmune frente a biomateriales en el lugar de
implantaciéon de las mallas. Aunque muchas citocinas y quimiocinas son pleiotro-
picas y dificiles de clasificar, una categorizacion simplificada incluiria entre los fac-
tores proinflamatorios a citocinas como IL-13, IL-2, IL-6, MCP-1, MIP-1a, TNF-a e
IFN-v, y entre los antiinflamatorios, a IL-4, IL-10, IL-13 y TGF- [148-150]. Adicio-
nalmente, en nuestro analisis incluimos también el factor de crecimiento VEGFA,

considerado como proinflamatorio y proangiogénico.

A dia de hoy, sabemos que el principal tipo celular responsable del inicio de la
reaccion a cuerpo extrafio son los macrofagos derivados de monocitos sanguineos
[151]. Esta reaccion es secuencial, y existen numerosas sefiales intercelulares que
dictan las acciones de las células vecinas. De manera simplificada, la reaccion a
cuerpo extrafno podria dividirse en dos etapas: fase inflamatoria —primero aguda y
después cronica— y fase de reparacion —recuperacion y reconstruccion tisular—.
Nuestros ensayos in vivo se han realizado a 7 y 30 dias. Estos puntos de tiempo se
corresponderian con una fase inflamatoria aguda (7 dias) y con el periodo de in-
flamacion crénica (30 dias), estando este ultimo incluido dentro de la etapa de for-
macion del tejido de granulacion [152]. Por ello, es importante senalar que el

analisis transcripcional se centr6 principalmente en la primera fase de la reaccion a
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cuerpo extrano, ya que no se detectaron cambios a largo plazo en la polarizacion de

macrofagos a dia 30.

Asi, las primeras dos citocinas que mostraron un aumento significativo en su expre-
sion cuando se utilizaron mallas combinadas con MSCs, en comparacion con las
mallas sin recubrir, fueron IL-4 e IL-13, ambas relacionadas con la polarizacién de
macrofagos hacia el perfil M2 [153]. Estos resultados estarian en concordancia con el
estudio realizado por Nakajima et al., en el que utilizaron MSCs en un modelo de
dano de médula espinal en rata, encontrando un aumento en estas mismas citocinas

asociado a una polarizacidon de macréfagos hacia M2 en los animales tratados [57].

Nuestros resultados mostraron también un descenso significativo de MCP-1 en los
animales en los que se implantaron mallas recubiertas con MSCs. Esta disminucién
de MCP-1, junto con el aumento en IL-4 e IL-3, ha sido previamente asociado con la
polarizacion de macroéfagos hacia M2 [154] y con el bloqueo de la senalizacion que

media la polarizacién hacia M1 [155].

Ademas, teniendo en cuenta que la expresion divergente de Arg-1 e iNOS ha con-
tribuido en gran medida a la nomenclatura dicotomica de los macrofagos [156],
consideramos que la inclusion de ambos en el analisis transcripcional seria relevan-
te. Arg-1 e iNOS han sido definidos como marcadores ttiles para los fenotipos M1
y M2, respectivamente [157]. La enzima iNOS genera 6xido nitrico a partir de
L-arginina, mientras que Arg-1 hidroliza la arginina, reduciendo asi la biodisponi-
bilidad de 6xido nitrico [158]. Nuestro estudio in vivo demuestra que la expresion
de Arg-1 se incrementd de manera significativa en aquellos animales tratados con
mallas recubiertas con MSCs, en comparacion con aquellos en los que se implanta-
ron mallas convencionales. Por otro lado, la expresion relativa de iNOS fue muy
baja en ambos grupos en comparacion a la expresion de Arg-1. De nuevo, estos
resultados concuerdan con la induccién de la polarizacién de macrofagos hacia M2

en el sitio de implantacion.
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Para terminar con el andlisis del estudio de expresion génica, cabe mencionar que
muchos de los factores solubles analizados no mostraron cambios en su expresion
(IL-2, IL-6, IL-10, TGF-B, IFN-y, TNF-a y VEGFA). Sin embargo, y sorprendente-
mente, si se observd un incremento significativo en la expresion de IL-13 en los
animales con mallas recubiertas con MSCs. En principio, este resultado parece opo-
nerse a la polarizacion hacia M2 reflejada en los cambios en IL-4, IL-13, MCP-1 y
Arg-1. Sin embargo, se ha demostrado que las propias MSCs sometidas a hipoxia
liberan IL-13 [159], por lo que consideramos que el aumento en la expresion de esta

citocina podria ser consecuencia de su liberacion directa por las células implantadas.

A falta de estudios mas profundos en modelo de animal grande que confirmen es-
tos resultados preliminares, podria concluirse que el uso combinado de MSCs y
mallas quirtrgicas parece cumplir con los requerimientos de seguridad para una
futura aplicacion clinica, proporcionando un microambiente inmunomodulador
que podria reducir la respuesta inflamatoria a menudo asociada a la implantaciéon

de estos materiales.

105



DISCUSION

BLOQUE II: EVALUACION DE LA RUTA INTRAPERICARDICA COMO ViIA
ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACION DE CELULAS MADRE EN TERAPIA
CELULAR CARDIOVASCULAR

En terapia celular, la eleccion de la ruta de administracion es un elemento funda-
mental que determinard en gran medida el éxito del tratamiento. En la actualidad,
se estan llevando a cabo numerosos ensayos clinicos en los que se emplean diferen-

tes vias, existiendo distintas ventajas y desventajas para todas ellas.

En el contexto del infarto de miocardio, la intervencion coronaria percutanea se
realiza de manera rutinaria, ya que la principal estrategia terapéutica para esta pa-
tologia es la reperfusion temprana de las arterias coronarias ocluidas. Por esta
razon, la administracion de células por via intracoronaria es una de las aproxima-
ciones mas ampliamente utilizadas, en comparacion con otros métodos [160]. De
hecho, las estrategias endoluminales estan especialmente indicadas para el trata-
miento del infarto de miocardio en su fase aguda, coincidiendo con una elevada
expresion de factores quimiotacticos y moléculas de adhesion celular [161]. Sin em-
bargo, la administracion intracoronaria de células madre presenta ciertas desventa-
jas: la retencion celular es muy baja y existe riesgo de oclusiones microvasculares si
se administran células del tamafio de las MSCs o CDCs [77,78]. También existe la
opcion de la administracion endoluminal mediante infusion intravenosa, que cons-
tituye el método mas sencillo, pero en este caso la tasa de retencion celular es inclu-

so menor [80].

Por otro lado, la inyeccién intramiocardica se ha considerado como una via 6ptima
para la administracion de células en pacientes con infarto cronico, que se corres-
ponde con una baja expresion de senales de atraccion celular como factores qui-
miotacticos y moléculas de adhesion celular. Esta via muestra una tasa de retencion
mayor, pero existe una pérdida significativa de células debida a la contracciéon del
miocardio [79]. Ademas, la administracién intramiocédrdica en el miocardio isqué-
mico o cicatrizado podria dar lugar a agrupaciones celulares aisladas de la arqui-

tectura normal y por tanto, con un aporte sanguineo pobre que limitaria la
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supervivencia celular [161]. Por todas estas razones, la busqueda de nuevas vias de
administracion podria proporcionar la respuesta apropiada para los diferentes es-

cenarios clinicos.

La administracion intrapericardica podria solventar los inconvenientes de la inyec-
cién intramiocardica, ya que no conlleva agresion para el miocardio y proporciona
una distribuciéon homogénea de las células. Sin embargo, ambas rutas implican un
procedimiento quirurgico mas invasivo que los utilizados para la administracion
por via endoluminal, lo que requiere necesariamente una cierta estabilidad vascu-

lar en el paciente.

La seguridad y la eficacia de las terapias intrapericardicas se ha demostrado pre-
viamente en diferentes estudios [162,163], y los modelos de animal grande como el
cerdo se han utilizado ampliamente para la evaluacién de diferentes compuestos
[91,92]. En este trabajo, se analiz6 la idoneidad del LP como vehiculo para la admi-
nistracion de MSCs, asi como la biodistribucidon de estas células tras su administra-
cién en un modelo animal clinicamente relevante. La especie porcina presenta
numerosas similitudes anatdmicas y fisioldgicas con el humano, especialmente a
nivel cardiovascular, por lo que constituye el modelo animal mas apropiado para la
extrapolacion clinica de los resultados. Ademas, existe un ntimero creciente de en-
sayos preclinicos en este campo que utilizan este mismo modelo, lo que sin duda

ayudarad a interpretar y poner en contexto los resultados obtenidos [164].

En la actualidad existen numerosas evidencias de la integracion exitosa de las célu-
las madre en el tejido cardiaco [165], y estd ampliamente aceptado que la via de
administracion es uno de los principales factores a la hora de determinar el efecto
terapéutico [81]. En terapia celular, la viabilidad, supervivencia y capacidad migra-
toria de las células administradas en el tejido receptor —especialmente en infarto
de miocardio y accidente cerebrovascular — deben estar garantizadas [166]. En este
sentido, nuestros primeros experimentos se encaminaron a evaluar el LP como

vehiculo para la administracion de células madre.
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En primer lugar, se realizo la comparacion del perfil bioquimico entre LP y plasma
—medio inocuo para el crecimiento y la supervivencia celular—. Los resultados
mostraron la existencia de algunas diferencias significativas en la composicion bio-
quimica de ambos fluidos, lo que es normal si consideramos que el LP es un ultra-
filtrado del plasma. Ademas, los experimentos in vitro demostraron que, cultivadas
en LP, las MSCs alcanzan una viabilidad, proliferacién y supervivencia dptimas.
Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se demuestra de manera experi-

mental que el LP es un vehiculo 6ptimo para las MSCs.

De acuerdo con nuestras observaciones in vitro, se planted que la administracion
intrapericardica de MSCs podria favorecer la retencion de las células en la proxi-
midad del tejido dafiado, preservando su bioactividad. Basdandonos en este plan-
teamiento, nuestro ensayo in vivo se desarrollé en un modelo porcino en el que los
animales recibieron una elevada dosis de MSCs, sin que se apreciaran signos de
inflamacidn, efusion pericardica o adherencias adversas. Teniendo en cuenta que la
seguridad es un aspecto esencial en terapia celular cardiovascular, nuestros hallaz-
gos sugieren que la administracion intrapericardica es una via segura para la im-
plantacion de las MSCs. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los
que se administraron biomateriales combinados con MSCs de manera segura utili-

zando esta misma ruta [167,168].

El seguimiento in vivo por técnicas de resonancia mostrd claramente que las células
administradas se localizaron preferentemente adyacentes al ventriculo izquierdo.
Estos resultados son de gran relevancia, ya que esta es la zona principalmente afec-
tada en el infarto de miocardio [169], por lo que esta ruta podria proporcionar, ini-
cialmente, una tasa de retencion y una localizacion celular 6ptimas. Es interesante
destacar que, segin estudios previos realizados por nuestro grupo [170], la utiliza-
cion de la via intramiocardica en el mismo modelo animal y bajo condiciones simi-
lares consiguio una distribucion y retencion celulares comparables a las obtenidas

con la administracion intrapericardica.
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Cabe mencionar también que el seguimiento in vivo mediante resonancia de las
células marcadas con SPIO puede resultar algo controvertido, ya que las particulas
libres de hierro pueden dar lugar a falsos positivos, como consecuencia de la exoci-
tosis de SPIO desde las células vivas [171,172]. Ademas, otro problema bastante
comun es que, si las células mueren, las particulas magnéticas seguiran siendo de-
tectadas en la RM y podrian ser internalizadas por otras células [173]. En este traba-
jo, nuestros resultados sugieren que, en condiciones preclinicas, el seguimiento de
las células por RM puede realizarse a corto plazo durante al menos 7 dias. Ademas,
para excluir la posibilidad de que las particulas detectadas correspondan en reali-
dad a falsos positivos, se realizaron estudios histologicos y un analisis por PCR. La
amplificacion del cromosoma Y, junto con la localizacion histoldgica de las particu-
las de SPIO, demostraron la presencia de MSCs en el miocardio. Sin embargo, aun-
que la presencia de MSCs queda demostrada por histologia y por PCR, debemos
asumir que algunas de las células SPIO-positivas observadas en las muestras tisula-

res podrian corresponder a células fagociticas [174,175].

En relacion a una anidacién hipotéticamente ineficiente ligada al empleo de células
madre exdgenas, nuestros andlisis histoldgicos y por PCR confirman claramente la
presencia de las células administradas en diferentes localizaciones cardiacas, demos-
trando que las MSCs son capaces de migrar de manera eficiente desde el LP al tejido
cardiaco. Adicionalmente, deberiamos considerar también que el drenaje linfatico
del LP podria actuar como una “puerta abierta” para las MSCs, resultando en una

distribucion sistémica de las células administradas de manera intrapericardica.

En cuanto al aspecto inmunoldgico, se ha propuesto que la introduccion de células
madre exdgenas podria ser obstaculizada por el rechazo inmune [176]. En el caso
de la administracion intrapericardica, la respuesta inmune contra las células podria
ser mediada por la activacion de linfocitos en el saco pericardico. De hecho, la pre-
sencia de linfocitos ha sido descrita en pacientes con diferentes enfermedades
cardiacas [177]. Por ello, aunque las MSCs poseen una potente actividad inmuno-

supresora [49], no podria descartarse una hipotética respuesta contra las células
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administradas. Para responder esta cuestion, nos propusimos realizar un segundo
ensayo en modelo animal centrdndonos en los aspectos inmunoldgicos tras la

administracion intrapericardica de CDCs.

Uno de los parametros que determinamos en este segundo ensayo fue el perfil fe-
notipico de los linfocitos aislados a partir del LP de los animales antes y después de

la inyeccion de CDCs. Los resultados mostraron un incremento significativo del
porcentaje de células CD4" tras la terapia; sin embargo, los porcentajes de células T

CD8" y NKs no se vieron afectados por la administracion celular. Estudios previos

han demostrado que la administracion alogénica de MSCs potencia la induccion de
células T reguladoras CD4"/CD25"/Foxp3" [178]. El aumento de la subpoblaciéon de

células T CD4" en nuestros resultados podria corresponderse con la expansion in
vivo de células T reguladoras, sin embargo, esta hipotesis debera ser confirmada en

futuros estudios.

En cuanto al andlisis de los marcadores de activacion en las poblaciones linfocita-
rias, se observé un descenso significativo en el porcentaje de células CD8'/CD16" en

LP tras la administracion de CDCs. Estas células CD8'/CD16" se han considerado
como células T efectoras completamente diferenciadas [179] y positivas a perforina

tal y como se ha descrito en cerdo [180]. Basandonos en estos resultados, podria-

mos asumir que el elevado porcentaje de células CD8'/CD16" en LP —medido 7
semanas tras la creacion de infarto— podria ser consecuencia del microambiente
inflamatorio existente tras el infarto de miocardio. Ademas, el descenso significati-
vo de sus niveles —medido 30 dias tras la administracion celular— estaria ponien-
do de manifiesto la actividad inmunomoduladora de las CDCs, ejercida bajo

condiciones de inflamacién [181].

Por otra parte, estudios previos han demostrado en un amplio conjunto de pacien-
tes que la presencia de linfocitos activados con un inmunofenotipo especial es fre-
cuente en el LP de pacientes con diferentes variantes de enfermedad cardiaca que
han sido sometidos a intervenciones a corazén abierto [177]. Nuestros resultados

110



Bloque Il

estdn en consonancia con esta observacion. De hecho, el porcentaje y fenotipo de

las células T CD4" y CD8" en el LP de los animales infartados es significativamente

diferente a estos mismos porcentajes en sangre periférica.

En relacion con el andlisis bioquimico de los LP, la mayoria de los parametros de-
terminados no se vieron alterados por la terapia. Solamente los valores de fosfatasa
alcalina, creatinina, proteina total y GGT mostraron diferencias significativas tras la

administracién de CDCs.

La fosfatasa alcalina estd presente en muchos tejidos humanos y es un marcador
ampliamente conocido de MSCs derivadas de médula 6sea y células madre embrio-
narias [182-184]. Posiblemente, el incremento de fosfatasa alcalina en el LP a los 30
dias postinyeccion, en comparacion con los valores registrados antes de la inyec-

cion, podria considerarse una consecuencia de la presencia de CDCs en este fluido.

Aparte del aumento en fosfatasa alcalina, también se registrd un incremento en los
niveles de proteina total tras la administracion de CDCs. Esto podria deberse,
igualmente, a la presencia de las células transferidas o a las proteinas liberadas de

manera paracrina por las mismas.

Por ultimo, es importante denotar la disminucion de GGT observada tras la inyeccion.
Los niveles de esta enzima en suero se han utilizado en estudios previos para predecir
la enfermedad cardiaca coronaria en un amplio cohorte de pacientes, hallandose una
fuerte asociacion entre niveles enzimaticos y enfermedad en pacientes de menos de 60
anos de edad [185]. Los niveles de GGT han resultado ser también marcadores predic-
tivos para el desarrollo de enfermedad cardiovascular [186]. Ademas, existe una rela-
cion directa entre los niveles de GGT séricos y el flujo de sangre coronaria [187], asi
como una clara asociacion entre esta enzima y la severidad del fallo cardiaco [188]. De
acuerdo con estos hallazgos clinicos, y teniendo en cuenta que en este estudio se reali-
z6 la determinacién de GGT en LP y no en suero, podemos asumir que el descenso
significativo de su concentracién puede considerarse un indicador de buen prondstico

que podria reflejar una mejora de la funcion cardiaca.
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Aparte del analisis de las subpoblaciones linfocitarias y de los pardmetros bioqui-
micos en LP y sangre periférica, quisimos determinar también el efecto de la inyec-
cién intrapericardica de CDCs sobre la concentracion de citocinas. La limitada
disponibilidad de anticuerpos monoclonales especificos para cerdo no nos permitio
realizar un analisis en profundidad de la respuesta inflamatoria. En este sentido,
unicamente se realiz6 la determinacion un panel de citocinas compuesto por IL-1f3,

IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IFN-a, IFN-y y TNF-a.

Entre los resultados mads relevantes obtenidos en este andlisis destaca la elevada
presencia de IL-8 en LP, en comparacién con sus niveles en suero. Este resultado
concuerda con estudios similares realizados en pacientes sometidos a cirugia arte-
rial coronaria, en los que se encontraron elevados niveles de IL-8 en LP, especial-
mente en aquellos pacientes que habian sufrido infarto de miocardio en las cuatro
semanas previas al estudio, en comparacion con pacientes con angina de pecho
estable [189]. Ademas, teniendo en cuenta que esta citocina se ha relacionado con
procesos inflamatorios locales en pacientes con efusidon pericardica [190], su pre-
sencia podria ser consecuencia de la respuesta inflamatoria normalmente ligada al

infarto agudo de miocardio [191].

Por ultimo, también se encontraron cambios significativos en los niveles de IFN-a.
Esta citocina es secretada por fibroblastos, monocitos, macrofagos, células dendriti-
cas, células NKs y células T. Su descenso significativo en el espacio pericardico tras
la inyeccion de CDCs podria ser el reflejo de una mejora general en términos de
activacion inflamatoria. Ademas, existen estudios clinicos que han reportado una
asociacion entre el IFN-a y la pericarditis, estando esta ultima relacionada con te-

rapias basadas en la administracion de IFN-a [192-194].

Finalmente, en cuanto a la evaluacion de los parametros de funcionalidad cardiaca,
la ausencia de una mejora de la funcionalidad, que contrasta con los cambios signi-
ficativos observados en el proceso inflamatorio local, podria deberse al empleo de
animales con un infarto de siete semanas. En este modelo, la cronicidad y el exten-

so tamano del dafio en el miocardio constituyen un serio obstaculo para la identifi-
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cacion de mejoras en la funcion cardiaca. Para abordar esta cuestion, sera necesaria
la realizacion de futuros estudios en modelos mdas agudos en los que las células

puedan intervenir durante fases mas tempranas de la remodelacion adversa.

En conclusion, estos resultados demuestran que el LP es un vehiculo 6ptimo para
las MSCs, y que la via intrapericardica es adecuada para la administracion de estas
células. Esta ruta presenta una gran ventaja, consistente en la posibilidad de admi-
nistracion de grandes cantidades de células sin riesgo de oclusion vascular. Ade-
mas, al contrario de lo que se produce en la administraciéon intramiocardica, donde
el miocardio dafiado no proporciona un microambiente adecuado para la supervi-
vencia celular, la administracion intrapericardica asegura un microambiente opti-
mo para el mantenimiento de la viabilidad de las células administradas. Por
ultimo, los cambios en los parametros inmunoldgicos evidencian la actividad in-
munomoduladora de las células administradas, lo que beneficiaria de manera indi-

recta la reparacion cardiaca enddgena.
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BLOQUE III: ESTUDIO DE EXOSOMAS DERIVADOS DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLINICO

Las MSCs poseen propiedades inmunomoduladoras mediadas de manera directa
por contacto célula-célula y de manera indirecta a través de la liberacion de factores
inmunosupresores. La liberacion de estos factores se ve potenciada bajo condicio-
nes inflamatorias, actuando sobre la funciéon de células T —proliferacion, diferen-
ciacion y citotoxicidad— [195] y B —proliferacion y secrecion de anticuerpos—
[196], la citotoxicidad de células NK [50] y la maduracién y activacion de células

dendriticas [197], asi como en el incremento de células T reguladoras [198,199].

Los exosomas derivados de MSCs son unos prometedores agentes bioldgicos para
el desarrollo de nuevas terapias libres de células. Actualmente, estas microvesicu-
las se han probado en condiciones preclinicas para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares [200], dafio renal [201], enfermedad de injerto contra huésped
[202] y patologias neuroldgicas [203], entre otras. A nivel clinico, y en relaciéon con
la actividad inmunosupresora de estas vesiculas, los exo-MSCs se han ensayado en
pacientes con enfermedad de injerto contra huésped, quienes experimentaron una
mejora de sus sintomas durante 5 meses [204]. Ademads, desde un punto de vista
inmunologico, también han conseguido mostrar actividad inmunomoduladora in-

duciendo la tolerancia periférica [205] y modulando la respuesta inmune [206].

En este trabajo quisimos, en primer lugar, estudiar la actividad inmunomodulado-
ra de los exo-MSCs en subpoblaciones de células T bajo condiciones in vitro. Para
ello, las células T aisladas de donantes sanos se cultivaron y estimularon con anti-
CD2/anti-CD3/anti-CD28, como método para simular la estimulacion producida
por células presentadoras de antigeno [207]. Los parametros que se estudiaron
para evaluar la inmunomodulacion fueron la actividad proliferativa de las células
T, su diferenciacion hacia células memoria y la funcionalidad en cuanto a produc-

cién de IFN-y.
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Aunque se trata de resultados preliminares, en esta tesis se pone de manifiesto la
capacidad de los exo-MSCs, para inhibir la proliferacion de células T CD4" y CD8".
Estos resultados son similares a los obtenidos por O de la Rosa et al., quienes utili-
zaron MSCs en cocultivo con PBLs humanos activados [195]. Ademas, otros estu-
dios recientes han demostrado también que las MSCs inhiben la proliferacion de
células T mediante la sefializaciéon TNF-a/NF-«kB [208]. En este sentido, en los pro-
ximos estudios relacionados con esta linea se evaluara si la actividad antiprolifera-

tiva de los exo-MSCs esta también relacionada con la activacion de NF-kB.

A continuacion, y para confirmar la hipotesis de que los exo-MSCs podrian detener
la diferenciacion de células T hacia fenotipos efectores o memoria, las células T es-

timuladas in vitro se cultivaron en presencia de exo-MSCs y se monitorizo el perfil

de diferenciacion de las subpoblaciones CD4" y CD8" en funcién de la coexpresion

de CD45RA y CCR?7. La coexpresion de estos dos marcadores nos permitio diferen-
ciar cuatro subpoblaciones linfocitarias: células T naive (CD45RA"/ CCR7"), células
T memoria-central (CD45RA™/CCR7") células T memoria-efectora (CD45RA°/CCR?)

y células T efectoras (CD45RA"/CCR7"). Nuestros resultados mostraron que los
exo-MSCs interfieren en la diferenciacion in vitro de los PBLs mediada por la esti-
mulacién con anti-CD2/anti-CD3/anti-CD28. De hecho, los exo-MSCs ejercieron un
efecto inhibidor en la diferenciacion hacia células T efectoras y células T memoria-
efectora en las subpoblaciones CD8" y CD4’, respectivamente. Estos resultados
muestran de nuevo similitudes con otros estudios en los que se utilizaron MSCs
con PBLs estimulados in vitro con toxoide tetanico, en los que las células T mostra-

ron una reduccién en la respuesta mediada por células T memoria [209].

Por ultimo, la actividad inmunomoduladora de los exo-MSCs se determind me-

diante la cuantificacion del IFN-y intracelular en las subpoblaciones CD4" y CD8§".
Estos ensayos confirmaron que los exo-MSCs fueron capaces de reducir el conteni-
do intracelular de IFN-y en los PBLs, de manera similar a estudios in vitro con

hASCs, en los que estas redujeron significativamente —tanto en contacto directo
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como separados en transwells— la produccion de dicha citocina en células mononu-

cleares de sangre periférica a través de la liberacion de factores solubles [195].

Teniendo en cuenta que el IFN-y es determinante en desérdenes inflamatorios me-
diados por el sistema inmune, podemos asumir que los exo-MSCs serian utiles co-
mo vehiculos para la inmunosupresion local. Ademas, en contraposicion con la
terapia celular, en la que la viabilidad, migracion e implantacion de las células se ve
frecuentemente comprometida, el uso de exo-MSCs supone una gran ventaja a la
hora de poder establecer dosis definidas y controladas [210]. Adicionalmente, dife-

rentes autores han reportado la susceptibilidad de las MSCs alogénicas adminis-

tradas frente a células T CD8" y NKs, lo que mantiene abierto el debate sobre el
problema que esto podria suponer para la eficacia clinica de las MSCs [211]. Sin
embargo, los exo-MSCs no se verian afectados por la lisis mediada por estas célu-

las, lo que constituye otra ventaja importante frente al uso de células.

Un aspecto que es necesario discutir en este punto es el papel de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, MHC)
en los exosomas. Péche et al. han descrito que los exosomas derivados de células
dendriticas de médula dsea (exo-DCs), como las células de las que proceden, expre-
san MHC clase I y clase II, asi como moléculas coestimuladoras [102]. En experi-
mentos in vivo realizados en rata se observaron respuestas regulatorias e induccion
de tolerancia frente a aloinjertos cardiacos a través de la presentacion de antigenos

por el MHC de los exo-DCs del donante [103].

Por el contrario, la caracterizacion de exo-MSCs ha demostrado la ausencia de
MHC clase II y moléculas coestimuladoras en estas microvesiculas, lo cual resulta
logico dado que las MSCs son también negativas para estos marcadores. En cuanto
al MHC clase I, la expresion de estas moléculas en MSCs es muy baja, y su presen-
cia en exo-MSCs esta atin en debate. De hecho, en Exocarta —una base de datos de
proteinas exosomales, http://www.exocarta.org— no figura la presencia de HLA-A,

HLA-B o HLA-C entre las 939 proteinas encontradas en exo-MSCs. Sin embargo, el
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analisis protedmico de exosomas de MSCs derivadas de células madre embriona-

rias humanas si mostro la presencia de moléculas de HLA-A [212].

Por otro lado, considerando que los ensayos clinicos que utilizan MSCs de manera
alogénica no han causado rechazo inmunoldgico, podria asumirse que los exoso-
mas de MSCs no activadas utilizados de manera alogénica podrian tener conse-
cuencias similares. La ausencia de MHC clase Il y moléculas coestimuladoras en los
ex0-MSCs podria indicar también que estas vesiculas ejercen una inhibicion directa
sobre las células T, siendo independiente de la presentacion de antigeno. Sin em-
bargo, aunque el efecto inhibidor se estudié tinicamente de manera alogénica, en
un futuro se llevaran a cabo experimentos para determinar si este efecto es mas

acentuado sobre células T autdlogas.

Las limitaciones de este trabajo estan relacionadas con el caracter in vitro de las deter-
minaciones realizadas. En un futuro, se planea realizar estudios conducentes a com-
probar estos efectos en un modelo in vivo, lo que ayudara también a determinar la via

de administracién, dosis y frecuencia para terapias basadas en exo-MSCs.

No obstante, como paso previo al traslado de esta terapia a modelo animal quisi-
mos, una vez constatado el potencial inmunomodulador de los exo-MSCs, realizar
una comparativa entre diferentes protocolos de aislamiento de exosomas. Con ello,
buscamos establecer una metodologia que proporcionara una alternativa a los mé-
todos tradicionales basados en la ultracentrifugacion, y que estuviera orientada a
una produccion de exosomas mediante un protocolo mas estandarizado y extrapo-

lable a la practica clinica.

El primero de los protocolos incluidos en este estudio comparativo se basa en el
empleo de concentradores de 3000 Da MWCO. Este tipo de concentradores se ha
utilizado previamente para la obtencidon de concentrados de exosomas procedentes
de distintos tipos celulares [213]. El segundo protocolo presenta grandes similitu-
des con el primero, pero en este lugar se utilizaron concentradores de
50000 Da MWCO, empleados con anterioridad para el aislamiento de exosomas
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tumorales [214] y procedentes de orina [215]. Por tltimo, se incluy6 un protocolo de
aislamiento de exosomas basado en la ultracentrifugacién, el método de purificacion

mas ampliamente descrito para el aislamiento de estas microvesiculas [216-218].

El estudio realizado comparo los tres protocolos en términos de concentracion de pro-
teina total, de concentracion y tamafio de las particulas y de analisis protedmico. Los
resultados obtenidos indican que el uso de concentradores comerciales con un menor
tamano de poro (3000 Da MWCO) y centrifugados a menor velocidad permite la ob-
tencion de un mayor niimero de exosomas con menor tamano y mayor pureza. Esta
observacion esta en consonancia con el trabajo publicado por Cvjetkovic et al., en el
que los autores comparan la influencia del rotor y el tiempo de centrifugacion en el
aislamiento y purificacién de microvesiculas. En dicho trabajo se sugiere que deberian
evitarse centrifugaciones demasiado largas —superiores a 4 horas— para reducir la
contaminacion excesiva de proteinas solubles. También se observo que tiempos muy

inferiores a 70 minutos resultan insuficientes para el aislamiento de exosomas [219].

Por otro lado, los resultados de concentracion y pureza en las muestras aisladas
mediante el protocolo basado en la ultracentrifugacion fueron los mas bajos. En
relacion con esta metodologia, es importante sefialar que en este trabajo se ha apli-
cado la ultracentrifugacion sin gradiente de densidad en sacarosa, aunque algunos
estudios describen ultracentrifugaciones empleando una solucién de sacarosa al
30 %. De acuerdo con experiencias previas, el rendimiento obtenido en el aisla-
miento de exo-MSCs empleando gradientes de densidad de sacarosa a este porcen-
taje es significativamente inferior que sin ellos (datos no mostrados). Puesto que el
objetivo principal de este trabajo era comparar diferentes métodos de aislamiento
de exosomas para su futura aplicacion clinica, se decidid descartar el método de
aislamiento de ultracentrifugacion en gradiente de densidad. Este método, a pesar
de proporcionar un alto grado de pureza, presentaba unos rendimientos demasia-

do bajos para su posterior aplicacion clinica.
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En este sentido, es importante destacar un aspecto relacionado con la pureza de las
muestras obtenidas mediante ultracentrifugacién. Los resultados obtenidos mos-
traron que entre las particulas aisladas empleando esta metodologia, existian algu-
nas mayores de 220 nm. Estos resultados resultan llamativos si se tiene en cuenta
que los sobrenadantes ultracentrifugados han sido sometidos a un proceso de fil-
tracion empleando filtros de 0.22 um, aunque similares perfiles de tamafo se han
observado en el caso de exosomas derivados de placenta aislados mediante ultra-
centrifugacion [220]. En el caso de los exosomas de placenta, se demuestra que las
muestras ultracentrifugadas y previamente filtradas a 0.22 um daban como resul-
tado un perfil de vesiculas con tamafos superiores a 220 nm. El grado de pureza,
sin embargo, se incremento significativamente cuando los sobrenadantes fueron
sometidos a una ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa, obteniéndose parti-

culas con un tamano entre 50 y 150 nm.

Tanto los resultados publicados por Sarker S et al. [220] como los publicados en el
presente trabajo parecen indicar que los aislamientos realizados mediante ultracen-
trifugacion sin gradiente de sacarosa dan como resultado una poblacion de vesicu-
las de tamafio heterogéneo, con particulas de elevado tamano, en comparacion con
los aislamientos realizados empleando gradientes de sacarosa. El hecho de que
puedan ser detectadas vesiculas con tamafios superiores a 0.22 um —a pesar del
prefiltrado de los sobrenadantes— podria deberse a un proceso de agregacion de

vesiculas tras el aislamiento [221].

Un aspecto favorable acerca del uso de concentradores frente al uso de métodos
basados en la ultracentrifugacion radica en el coste, ya que la ultracentrifugacion
requiere la adquisicion de equipos costosos. Por el contrario, los protocolos en los
que se emplean filtros concentradores tinicamente requieren centrifugas conven-
cionales de menor coste y ampliamente disponibles en clinicas, hospitales y centros

de investigacion.
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Por altimo, es importante resaltar el creciente interés de la industria en la produc-
cion de vesiculas extracelulares. A dia de hoy, tres empresas —Capricor Inc.,
Anosys Inc. y ReNeuron Group PLKC— se estdn especializando en el desarrollo de
terapias basadas en vesiculas extracelulares aisladas de diferentes fuentes —células
derivadas de cardiosferas, células madre neurales y células dendriticas, respecti-
vamente—. Sorprende que, a pesar del potencial terapéutico de estas vesiculas, el
impacto que tienen actualmente en la industria y en el desarrollo de ensayos clini-

cos sea aun muy limitado.

Una de las razones que limitan la incorporacion de las vesiculas extracelulares en
ensayos clinicos es la necesidad de un proceso de estandarizacion para su aisla-
miento. En este sentido, aunque la ultracentrifugacion se ha considerado tradicio-
nalmente como el método que proporciona un mayor grado de pureza en el
aislamiento de exosomas, este método, desde el punto de vista industrial, es costo-

so en términos de tiempo y energia.

En los ultimos afios han comenzado a comercializarse kits para el aislamiento de
exosomas como ExoQuick —precipitacion en columna polimérica—, Exo-spin
—centrifugacion a través de resina— o las columnas qEV de exclusion por tamarno.
La ventaja principal de estos métodos comerciales radica en la rapidez de los ais-
lamientos, aunque suponen un considerable encarecimiento del proceso y, ademas,
ninguno de ellos ha podido resolver de manera eficiente el problema de la hetero-
geneidad de las particulas aisladas, obteniéndose también particulas no exosomales

en los concentrados finales [222].

Otro de los métodos usados para el aislamiento de exosomas es la captura por inmu-
noafinidad, usando principalmente anticuerpos antitetraspaninas. Este método, sin
embargo, presenta numerosas limitaciones, ya que los anticuerpos pueden unirse co-
valentemente a otras particulas. Aun asi, este método proporciona una elevada especi-
ficidad frente a otras técnicas [223], ofreciendo mejores resultados que los métodos

basados en la ultracentrifugacion y en la separacion por gradientes de densidad [224].
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Consideramos que los métodos basados en la ultrafiltraciéon podrian ser una buena
alternativa para el procesamiento a gran escala de sobrenadantes de cultivos celu-
lares, aunque aun es necesario establecer qué tipo de concentradores es el mas
apropiado para el aislamiento de exosomas. En general, la concentracion de parti-
culas obtenidas es considerablemente menor con dispositivos concentradores de
baja presion en comparacion con dispositivos concentradores mediante centrifuga-
cién [222]. Ademas, para una aplicacion terapéutica este material bioldgico debe ser
producido bajo condiciones controladas y siguiendo la normativa de buenas practi-
cas de manufactura (Good Manufacturing Practice, GMP). El establecimiento de GMP
para la obtencion de exosomas con métodos de filtracion requiere unos controles
de calidad que tengan en cuenta el tamano de las vesiculas, presencia/ausencia de
marcadores bioquimicos, ausencia de contaminantes como agregados de proteinas,
esterilidad y estabilidad del producto final, métodos para optimizar el almacena-
miento del producto y por ultimo, métodos analiticos que sirvan para controlar

todos los aspectos anteriormente enumerados [225].

A pesar de que el trabajo aqui presentado, al tratarse de un desarrollo experimental
in vitro, tiene evidentes limitaciones, consideramos que el aspecto mas interesante y
novedoso de los resultados radica en el enfoque hacia una futura aplicacion clinica

de los exosomas derivados de MSCs.

En resumen, en este trabajo se demuestra un paralelismo entre los exo-MSCs vy las
MSCs en términos de inmunomodulacién, siendo dichas particulas prometedoras
candidatas para su futura aplicacion clinica en el contexto del tratamiento de en-
fermedades de base inflamatoria. Por otro lado, el desarrollo de protocolos de ais-
lamiento de exosomas estandarizados y bajo la normativa de buenas practicas de
manufactura tendra un impacto muy favorable para la futura aplicacion de estas

terapias en el ambito clinico.
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El uso de suturas tratadas con poli-L-lisina y recubiertas con MSCs asegura
la presencia de las células en el tejido suturado y mejora la deposiciéon de

colageno en modelo murino.

Las mallas quirtrgicas tratadas con poli-L-lisina y recubiertas con MSCs han
demostrado ser un producto terapéutico seguro en modelo murino, propor-
cionando un microambiente antiinflamatorio mediado por la polarizacion

de macrofagos hacia fenotipo M2.

El liquido pericardico es un vehiculo adecuado para el mantenimiento de la
viabilidad de las MSCs. Estas células, administradas de manera intraperi-
cardica en modelo porcino, son detectable durante al menos 7 dias en tejido

cardiaco y pericardio.

La administraciéon intrapericardica de CDCs en modelo porcino provoca
cambios en la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias, asi como un
descenso de IFN-«a, demostrando la actividad inmunomoduladora de estas

células.

Los exosomas derivados de MSCs ejercen un efecto inhibidor sobre la acti-
vacion de las células T in vitro, comparable a la inmunomodulacién mediada

por MSCs.

El empleo de concentradores de bajo peso molecular para el aislamiento de
exosomas permite la obtencion de una elevada concentracion de estas
microvesiculas, y facilitaria la aplicabilidad clinica de estas terapias al

constituir un método sencillo y reproducible.
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The combined use of poly-L-lysine treated sutures with MSCs favors the
implantation of these cells in the sutured tissue and enhances the collagen

deposition in a murine model.

Poly-L-lysine treated surgical meshes coated with MSCs have demonstrated
their safety in a murine model, providing an anti-inflammatory

environment mediated by M2 macrophage polarization.

Pericardial fluid provides an adequate environment for MSCs viability.
Intrapericardially administrated MSCs are detectable in cardiac tissue and

pericardium for at least 7 days.

The intrapericardial administration of CDCs in a porcine model triggers
different changes in the distribution of lymphocyte subsets and a decrease in

IFN-a levels, demonstrating the immunomodulatory activity of these cells.

MSCs-derived exosomes have an inhibitory effect on the activation of
in vitro stimulated T cells, which is comparable to MSCs-mediated

immunomodulation.

The isolation of exosomes using low molecular weight concentrators
provides a high concentration of these microvesicles. This is a simple and

replicable method to be applied in clinical practice.
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ABSTRACT

Sutures are commonly used for surgical procedures and new sutures are being
developed to improve wound healing. In the past decade, it has been extensively
shown that mesenchymal stem cells (MSCs) have a wound healing potential. To
benefit the overall wound healing process, we aimed to analyze the usage of pre-
treated sutures for improving the implantation of MSCs in the tissues. Our results
firstly showed that suture pretreatments with gelatin, poly-L-lysine, and NaOH
improved the adhesive strength of MSCs to sutures. These cells remained surround-
ing the sutured tissue and no significant phenotypic changes were found in those cells
cultured onto pretreated sutures. In vivo experiments showed that the implantation of
MSCs by suturing increases the collagen content in the sutured tissue. Moreover,
proteomics analysis of secreted proteins showed that collagen alpha-1(I) chain was
the most abundant collagen found. To our knowledge, this is the first report that aimed
to improve the implantation of MSCs in tissue by suture pretreatments. Moreover, in
vivo experiments suggest that MSC-coated sutures may enhance wound healing and
tissue remodeling through the release of different collagen types being applicable for
those patients that tend to have difficulty healing.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are a useful clinical tool

Absorbable sutures are commonly used in clinical practice for
wound closure to achieve healing without scarring or defor-
mity. New sutures have been developed over the past years to
improve their physical properties and biological activity. In
this sense, the usage of modified sutures coated with antimi-
crobial agents has been extensively accepted as a valuable
tool for the reduction of wound infections with a shown safety
and tolerability.'? More recently, the usage of coated sutures
has been applied to improve tissue integrity, healing, and
immune response. In particular, the improvement of intestinal
healing has been achieved by recombinant human insulin-like
growth factor—coated sutures.” Modified sutures have also
been applied to improve tendon-to-bone healing by recombi-
nant human platelet—derived growth factor BB-coated
sutures.* Moreover, matrix metalloproteinase-inhibitor-coated
sutures have shown the improvement of tissue integrity during
anastomotic repair.”® Finally, the enhancement of a THI
immune response in patients with advanced-stage head and
neck squamous cell carcinoma have been achieved with
antibody-coated sutures (anti-CD3/anti-CD28).”*
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for treatment of many diseases and have been recently used in
combination with sutures to improve the strength of adhesion-
free colonic anastomoses.” Similar biosutures have been
developed using bone marrow MSCs to reduce intra-
abdominal adhesions."

For clinical applications, the sutures could be somehow
considered as a scaffold to provide a biomechanical support

MFI Mean fluorescence intensity

MRFI Mean relative fluorescence intensity

MSC Mesenchymal stem cell

MWCO Molecular weight cutoff (in Daltons)

pBM-MSCs Porcine bone marrow—-derived
mesenchymal stem cells

PLGA Poly-lactic-co-glycolic acid

SLA-I Swine leukocyte antigen class |

SLA-II Swine leukocyte antigen class |
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avoiding the spreading of MSCs. The synthetic absorbent
sutures such as Vicryl are composed by poly-lactic-co-glycolic
acid (PLGA) which is a component for temporary scaffolds in
tissue engineering that provides a physical support for the
implanted cells. To create desired interactions with other mol-
ecules or to enhance cell-scaffold interactions, the PLGA
usually needs to be chemically modified." For example, the
pretreatment of PLGA with NaOH leads to a more hydrophilic
surface, increased surface area, altered porosity, and a greater
degree of roughness in the surface.'

The combined usage of sutures coated with MSCs may
have numerous advantages to enhance collagen fibrosis. In
contrast to the use of a single biological factor, the MSCs
directly secrete a wide array of cytokines and growth factors,
and indirectly induce their liberation by resident cells."* Addi-
tionally, the suture pretreatment and MSC coating is simple
enough to be performed by individuals with no specialized
training in cell biology. Finally, because the cells are already
in the suture, the suturing and cell implantation is a single-
step procedure.

From a logistic point of view, the therapeutic approach
would be simple, allowing a routine application without
needing a complex infrastructure. Moreover, according to the
current usage of allogenic MSCs and the proliferation of stem
cell banks'*'*; this option would be feasible in the near future.
This kind of treatment would be a useful alternative especially
for patients with difficulties in healing. Conversely, there are
some drawbacks for the application of MSC-coated sutures as
a regular medical practice, such as regulatory impediments in
some countries or the difficulties to use this system in an
emergency operation.

The main objective of this work was to increase the MSCs
adhesion to multifilament sutures to provide a much longer
resistance to the suture passages. The implantation of MSCs
in tissue via suturing may have a beneficial effect on the
remodeling phase improving wound healing and closure after
surgery.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of MSCs

Porcine and murine bone marrow—derived MSCs were isolated
from femurs of euthanized animals. The porcine stem cells
were obtained from three Large White pigs aged between 3 and
4 months and weighed between 25 and 30 kg. The murine stem
cells were obtained from three B6D2 mice aged between 2 and
6 months and weighed between 20 and 25 g. The cells were
flushed via needle and syringe. Cell suspension was filtered
through a 40 um nylon mesh and mononuclear cells were
isolated by centrifugation over Histopaque-1077 (Sigma, St.
Louis, MO). Mononuclear cells were recovered and washed
twice with phosphate buffered saline solution (PBS). Finally,
mononuclear cells were resuspended in culture medium
(Dulbecco’s modified Eagle medium [DMEM] containing
10% fetal bovine serum), seeded onto tissue culture flasks and
expanded at 37 °C and 5% CO.. Following 48 hours in culture,
the nonadherent hematopoietic cells were removed. Adhered
cells were passaged at 80-90% confluence by 0.25% trypsin
solution (Lonza Walkersville, Inc., Walkersville, MD) and
seeded to a new culture at a density of 5000-6000 cells/cm’.
Culture medium was changed every 7 days. The porcine and
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murine MSCs for in vitro and in vivo experiments were used at
passages 10 to 15.

Phenotypic analysis of MSCs by fluorescent activated
cell sorting (FACS)

For flow cytometric analysis of porcine bone marrow—derived
MSCs (pPBM-MSCs), the cells were detached from sutures
with 0.25% trypsin solution and suspended in culture medium
(DMEM containing 10% fetal bovine serum). The cells were
stained with FITC-conjugated human mAbs against CD90),
CD105 (both cross-reactive with porcine), and porcine mAbs
against CD29, CD31, CD44, CD45, SLA-I (swine leukocyte
antigen class I) and SLA-II (swine leukocyte antigen class II)
from Serotec (Kidlington, United Kingdom). The phenotypic
analysis was performed as follows: 2 X 10° cells were incu-
bated for 30 minutes at 4 °C with appropriate concentrations
of monoclonal antibodies in the presence of PBS containing
2% fetal bovine serum. The cells were washed and resus-
pended in PBS. The flow cytometric analysis was performed
on a FACScalibur cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA)
after acquisition of 10° events. Cells were primarily selected
using forward and side scatter characteristics and fluores-
cence was analyzed using CellQuest software (BD Biosci-
ences). Isotype-matched negative control antibodies were
used in all the experiments. The mean relative fluorescence
intensity was calculated by dividing the mean fluorescent
intensity (MFI) by the MFI of its negative control.

Suture pretreatments and cell seeding

The cells were detached from flasks with 0.25% trypsin solu-
tion, counted and adjusted at 2 x 10° cells/mL. A total of
4 % 10° cells in 2 mL of DMEM containing 10% fetal bovine
serum were placed in a Nunc CryoTube (Nunc, Roskilde,
Denmark) vial together with different sutures under continu-
ous rotation for 2 hours at room temperature. The following
sutures (sizes 2-0 or 3-0) were tested: Dexon-II (Covidien,
Dublin, Ireland), an absorbable braided suture composed
of the homopolymer of glycolic acid and coated with
polycaprolate, a copolymer of glycoloide and epsilon-
caprolactone (henceforth referred as “Suture #1); Assufil
(Assut Europe, Magliano Dei Marsi, Italy), an absorbable
suture composed of braided multifilament of polyglycolic
acid and coated with a mixture of polycaprolactone and
calcium stearate (henceforth referred as “Suture #27); Ticron
(Tyco Healthcare, Mansfield, MA), a nonabsorbable polyester
suture composed of polyethylene terephthalate coated with
silicone (henceforth referred as “Suture #3”); Safil Quick
(Braun, Tuttlingen, Germany), an absorbable braided suture,
made of low molecular weight polyglycolic acid and coated
with magnesium stearate (henceforth referred as “Suture
#47); Safil (Braun), an absorbable braided suture produced
from polyglycolic acid and treated with a hydrolytic degrad-
able synthetic coating consisting of glyconate (henceforth
referred as “Suture #57); and Vicryl (Ethicon, Somerville,
NJ), an absorbable suture composed of a copolymer made
from 90% glycolide and 10% L-lactide (henceforth referred
as “Suture #6). Once selected Suture #6 (Vicryl) as the best
suture for MSC cell adhesion assays, this suture was
precoated with gelatin from porcine skin or poly-L-Lysine
hydrobromide (Sigma) at 1 mg/mL for 10 minutes. After
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gelatin or poly-L-lysine treatments, the sutures were rinsed
with PBS 1X. The NaOH treatments were performed with 1N
NaOH (diluted in dH,O) for 10 minutes and rinsed with PBS
1X. The cellular adhesion to sutures was determined by
Hoechst staining and CCK-8 assays.

Fluorescent staining procedures

The Hoechst staining was performed by incubating the
sutures for 5 minutes at room temperature with 10 ug/mL
Hoechst 33342 (Sigma). After Hoechst staining, the sutures
were rinsed twice with PBS 1X. The CFSE staining was
performed using the CESE Cell Proliferation kit (Invitrogen,
Eugene, OR) at a final concentration of 10 uM for 10 minutes
at 37 °C, followed by immediate quenching with culture
medium. According to manufacturer’s recommendations, the
Vybrant CM-Dil cell labeling solution from Molecular Probes
(Invitrogen) was added directly to normal culture media to
uniformly label suspended cells.

CCK-8 assays

The CCK-8 assay is a cell viability assay which measures the
activity of living cells by assessing their mitochondrial activ-
ity. To quantify the cellular adhesion of mesenchymal stem
cells on the sutures, the suture segments (8 cm in length) were
placed on a 24-well plate with 300 uL. of DMEM medium
(without phenol-red) and 30 uL. of CCK-8 (Sigma). The
absorbance of supernatants was read 24 hours after at 450 nm.

Tensile strength and degradation rate of sutures

The linear breaking strength of pretreated Vicryl sutures was
measured in three independent assays. The breaking strength
was quantified in terms of kilograms.'® The determination of
degradation rates was quantified in dH,O at 37 °C by measur-
ing the changes in pH. The experiment was performed in the
absence of cells to eliminate potential changes caused by cell
growth.

Analysis of collagen content in sutured skin wounds

Hydroxyproline is the major component of collagen and the
total collagen can be easily quantified upon acid hydrolysis of
collagen. The hydroxyproline content of single individual
wounds (n =4 per group, five wounds per animal) was deter-
mined with the Total Collagen Assay kit (QuickZyme Biosci-
ences, Leiden, The Netherlands). The B6D2 mice were
anesthetized with isoflurane 2% and shaved. The skin incision
length was 1.5 cm and created on the back of the mice. The
incisions were closed by using Vicryl 4-0 sutures. These
sutures were pretreated with gelatin, poly-L-lysine, or NaOH,
and cocultured in the presence of B6D2 bone marrow-derived
MSCs (obtained from femurs) as previously described in
suture pretreatments and cell seeding section. Usually, 5-7
days are enough time to heal and mice were euthanized on
day 6 postsuturing. The hydroxyproline level of excised
tissues was normalized, dividing by the wet weight (mg) of
the tissue. Briefly, the samples were diluted in 6 M HCI to
obtain 20-60 mg tissue/mL. Closed tubes were kept in an
oven at 95 °C for 20 hours and centrifuged for 10 minutes at
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1,3000xg. Hydrolyzed samples were used for the assay pro-
cedure (QuickZyme Biosciences). The amount of hydroxy-
proline was spectrophotometrically measured at 540 nm and
quantified by comparison with a standard curve. Animal
experiments were approved by the Ethical Committee for
animal experimentation of Minimally Invasive Surgery
Centre Jesus Uson.

Characterization of the secreted collagen types from
pBM-MSCs

To identify the proteins secreted from pBM-MSCs, the cells at
passage 10—15 were in vitro cultured for 72 hours in serum-free
medium. The supernatants were passed through a 0.22 um
filter to remove cell debris. For the enrichment of secreted large
proteins, Vivaspin concentrators (Vivaspin 20, 50,000 MWCO
from Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany)
were centrifuged at 5,000xg for 40 minutes. Proteins remain-
ing in the upper face of the membranes were suspended and
diluted in 50 mM Tris-HCI, 0.5% sodium dodecyl sulfate
[SDS], pH 7. The 75-fold concentrated supernatants were
stored at —80°C for subsequent proteomics analysis. Protein
digestion was performed by using a previously described pro-
tocol.'” Briefly, 50 ug protein extracts were suspended in
75 uL sample buffer (5% SDS, 10% glycerol, 25 mM Tris-Cl,
pH 6.8, 10 mM DTT, 0.01% bromophenol blue). The samples
were applied onto a conventional SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis gel. The run was stopped as soon as the front
entered 3 mm into the resolving gel, so that the whole
proteome became concentrated in the stacking/resolving gel
interface. The protein band was visualized by Coomassie
staining, excised, cut into cubes, and digested overnight at
37 °C with 60 ng/uL trypsin at 5:1 protein:trypsin (w/w) ratio
in 50 mM ammonium bicarbonate, pH 8.8 containing 10%
(v/v) ACN, and 0.01% (w/v) 5-cyclohexyl-1-pentyl-B-D-
maltoside (CYMAL-5). The resulting peptides were analyzed
by LC-MS/MS using an Easy-nLC 1000 system coupled to
quadruple-Orbitrap hybrid mass spectrometer (Q-Exactive,
Thermo Scientific, San Jose, CA). The instrument was oper-
ated in a data-dependent HCD MS/MS mode using the 20 most
intense precursors detected in a survey scan from 390 to
1500 m/z. Protein identification was carried with SEQUEST
(Protein Discoverer 1.3.0.339, Thermo Scientific) using the
human Swissprot database (Uniprot release 2012_5; contain-
ing 14,7003 sequence entries for Homo sapiens). SEQUEST
results were validated using the probability ratio method' and
false discovery rates (FDR) calculated using the refined
method." Peptide and scan counting was performed assuming
as positive events those with a FDR equal or lower than 5%.

Statistical analysis

Data were statistically analyzed using the Student’s r-test for
variables with parametric distribution. All p-values <0.05
were considered statistically significant.

RESULTS
MSC adhesion to sutures
To select the most appropriate suture for cell adhesion,

several sutures were assayed and compared. Adhesion assays
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comparing sutures #1 to #6 showed that the best adhesion
was achieved on Suture #6. According to these results
(Figure 1A), the Suture #6 was selected with the aim to
improve the strength adhesion of pPBM-MSCs. The sutures
were pretreated with gelatin, poly-L-lysine, or NaOH. These
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Figure 1. Suture pretreatments for improving MSCs adhe-
sion. (A) Different multifilament sutures (see Material and
Methods) were used to identify the best suture for MSC cell
adhesion assays. (B) In order to enhance cell adhesion, Suture
#6 were coated with gelatin or poly-L-lysine solutions, or pre-
treated with NaOH (see Materials and Methods). The graph
represents the adhesion rates quantified by CCK-8 assay. The
values represent the mean + standard deviation of nine inde-
pendently performed experiments. The results were analyzed
through a Student'’s t-test for variables with parametric distri-
bution, comparing each measure with the control group. (C)
The microscopy images represent the MSCs adhered to
Suture #6. The staining was assessed by Hoechst and Vybrant
dye and visualized at 10x objective magnification. Scale bar:
100 um. All the p-values were calculated with respect to
untreated/control sutures and are shown in the graph. MSC,
mesenchymal stem cell.

e |

pretreated sutures were cocultured with MSCs and adhesion
rates were quantified by CCK-8 assays. Our results showed
statistically significant differences in those sutures pretreated
with NaOH (p = 0.034) and those sutures coated with poly-
L-Lysine (p =0.024) (Figure 1B). The microscopy images in
Figure 1C represent the MSCs adhered to Suture #6.

Phenotypic analysis of MSCs cultured onto
pretreated sutures

The stem cell phenotype of pPBM-MSCs was analyzed at
72 hours by flow cytometry using commercially available
antibodies against CD29, CD31, CD44, CD45, CD90,
CD105, SLA class I, and SLA class II molecules. Our results
showed that gelatin, poly-L-lysine, and NaOH treatments
maintained the phenotypic stability of MSCs (CD29+/
CD31-/CD44+/CD45-/CD90+/CD105+/SLA class I+/SLA
class II-). Similar phenotype profiles were found when MSCs
were cultured onto control and pretreated sutures (Figure 2).

Resistance of adherent MSCs to suture passages

To analyze the strength adhesion of MSCs to sutures, the cells
were previously seeded onto pretreated and control sutures.
These sutures were tested by suturing the gut of a euthanized
pig which served as a reference tissue. The quantification of
suture-adhered cells was performed by a CCK-8 assay in five
independent experiments. Figure 3 represents the MSCs ini-
tially adhered to sutures and after the first, second, and third
passage through the tissue. Our results showed that in com-
parison with untreated sutures, there is a significance in MSCs
adhered to poly-L-lysine (p = 0.053). Additionally, the micro-
scopic observations of the sutured tissues (visualized with
optical and fluorescent microscope) showed that MSCs were
adhered to poly-L-lysine pretreated sutures (Figure 4).

Tensile strength and degradation rate of
modified sutures

¢ tensile streng nalysis was assayed as previous
The tensile strength analys as assayed as previousl
described'® and similar results were found when gelatin or
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Figure 2. Phenotypic analysis of MSCs cultured onto pre-
treated sutures. The MSCs were phenotypically characterized
by multicolor flow cytometry and compared between those
cells cultured onto gelatin, poly-L-lysine, or NaOH pretreated
sutures. The expression level of Stem Cell Markers (CD29,
CD31, CD44, CD45, CD90, CD105) and swine leukocyte
antigen (SLA-I and SLA-ll) is represented as mean relative
fluorescence intensity (MRFI). The MRFI is calculated by divid-
ing the mean fluorescent intensity by its negative control.
Values shown in the bars represent mean + standard deviation
of three independently performed experiments. MSC, mesen-
chymal stem cell.

poly-L-lysine-treated sutures were compared with untreated
sutures. In contrast, NaOH-treated sutures displayed a reduced
(although not significant) tensile strength (Figure SA). More-
over, to measure the degradation rates of different sutures, we
analyzed the PLGA degradation. Sutures were immersed in
water at 37 °C and pH changes were monitored for a period of
20 days. The in vitro degradation assays did not show any
significant differences when different sutures were compared
(Figure 5B).

Implanting of MSCs via suturing increases the
collagen deposition in sutured wounds

It has been widely shown that mice provide a well-suited
model for studying skin healing,” allowing a statistical
analysis of results. The skin of B6D2 mice was carefully
sutured with MSC-coated sutures using a continuous suture
technique.

Based on preliminary studies with adipose-derived MSCs'"?
and according to previous reports using collagenase-resistant
mice,” we considered that the optimal time point for collagen
quantifications was at day 6 or 7. The sutured skin wounds
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were weighted and collagen was quantified by hydroxypro-
line assay. Our results showed that those sutures coated with
MSCs tend to increase the collagen deposition in surgical
wounds. Hydroxyproline assays showed that collagen depo-
sitions were markedly increased in those wounds closed by
MSC-coated sutures pretreated with NaOH. Moreover, there
is a trend toward significance in poly-L-Lysine pretreatment
(Figure 6).

Finally, to show that MSCs are responsible for the
increased collagen depositions, control experiments were
done with poly-L-Lysine-coated, gelatin-coated, and NaOH-
treated Vicryl sutures without any cells. The skin of four
B6D2 mice was sutured with the different sutures and
hydroxyproline assays were performed. No significant differ-
ences were found in the hydroxyproline content when the four
sutures were compared (Figure S1).
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Figure 3. Strength adhesion of MSCs to pretreated sutures
and resistance to suture passages. (A) The graphs show the
absorbance at 460 nm, which is proportional to the cell
number, for untreated and coated/treated sutures after suc-
cessive passages through the gut. The mean and the standard
error of five independent experiments are shown. (B) The
graph corresponds to the mean values showed above as a
whole. The unpassed sutures were used as a reference and
the three pretreated sutures were compared with untreated
sutures. The results were analyzed through a Student'’s t-test
for variables with parametric distribution, comparing each
measure with the corresponding control. The p-values for the
third passage are shown in the graph. MSC, mesenchymal
stem cell.
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.
Figure 4. Microscopic images of a sutured tissue by using a
poly-L-lysine pretreated suture. Fresh porcine intestines were
obtained from euthanized pigs and the small intestine was
excised for the studies of suture passages. A, B, and C rep-
resent the microscopic image of a longitudinal section. D, E,
and F represent the microscopic image of a cross section.
(A,D) Suture pass through the intestinal lumen imaged with an
optical microscope (10x). (B,E) Suture pass through the intes-
tinal lumen imaged and visualization of Hoechst fluorescence

under fluorescence microscopy (10x). (C,F) Visualization of
CFSE fluorescence (10x). Scale bar: 100 um.

Proteomics analysis of secreted collagen from MSCs

To identify the collagen types secreted from MSCs as well as
other proteins from the secretome that would be involved in
the healing process and tissue repair, three different pBM-
MSCs were in vitro cultured for 72 hours and supernatants
were enriched for subsequent proteomics analysis. The usage
of Vivaspin concentrators allowed us to enrich the superna-
tants with high molecular weight proteins (50,000 Daltons or
more). To increase the statistical power of peptide identifica-
tion, the MS/MS spectra were searched against a joint
Human + Pig Swissprot database. The most abundant protein
detected in the enriched supernatants, based on the number of
identified peptides, was the Collagen alpha-1(I) chain fol-
lowed by the Collagen alpha-2(V) chain, Collagen alpha-2 (I)
chain, Collagen alpha-1 (XII) chain, and Collagen alpha-1
(II) chain. Figure 7 shows the number of peptides identified
for each of the collagen types.

DISCUSSION

The usage of stem cell-coated sutures has shown a beneficial
effect in the healing of colonic anastomoses;”'’ and tendon
repair.” Several studies using rat'** and murine MSCs’ have
shown an optimal adhesion of these cells to sutures. In this
work, we aimed to improve the implantation of MSCs in
the sutured tissue evaluating the effect of different suture
pretreatments.

Our first results showed that those sutures composed of
PLGA were the most advantageous sutures for MSC adhesion.
This compound is currently being used as scaffold in tissue
engineering, and several modifications have been performed
to enhance cellular adhesion and differentiation potential
of MSCs. In particular, the chondrogenic, osteogenic, and
adipogenic potential of MSCs have been enhanced by PLGA
coatings with TGF-betal,* ascorbate-2-phosphate,” and
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adipogenic transcription factors,” respectively. Moreover, the
NaOH pretreatments in PLGA scaffolds have previously
shown an enhanced adhesion, growth, and chondrocyte differ-
entiation,'”” as well as a significant proliferation of bone
marrow—derived MSCs.” Finally, the combination of PLGA
and MSCs have been widely used in settings such as wound
healing® and tissue injury.”

In this work, we firstly show that suture pretreatments
using poly-L-Lysine or NaOH show a significant increase in
the adhesion capacity of MSCs. However, when the four
groups were compared, the tensile strength of NaOH-treated
sutures was slightly weakened, which would make these
sutures inappropriate for surgical procedures. Moreover, only
those MSCs that adhered to poly-L-Lysine-coated sutures
display an enhanced strength adhesion to sutures, making
these pretreated sutures optimal for MSC implantation. Sup-
porting these results, it has been previously demonstrated by
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Figure 5. Tensile strength and degradation rates of pretreated
sutures. (A) The linear breaking strength of pretreated Suture
#6 was measured in terms of kilograms from three indepen-
dent assays. The results were analyzed through a Student’s
ttest for variables with parametric distribution, comparing
each measure with the corresponding control. No significant
differences were found for any group. (B) Degradation behav-
ior of pretreated Suture #6 by measuring the changes in the
pH of the solutions. The PLGA degradation leads to the pro-
duction of lactic acid and glycolic acid which decrease pH. The
results were analyzed through a Student's t-test for variables
with parametric distribution, comparing each measure with
the control. The p-values obtained are shown in the graph.
PLGA, poly-lactic-co-glycolic acid.
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Hydroxyproline
(pg/mg sutured tissue)

Control Gelatin Poly-L-Lysine NaOH
0O MSCs-uncoated sutures ® MSCs-coated sutures

Figure 6. Hydroxyproline content in sutured skins. The Suture
#6 (multiflament and absorbable) were coated with gelatin,
poly-L-lysine solution or pretreated with NaOH. These sutures
were cocultured in the presence of murine bone marrow-
derived mesenchymal stem cells as described in Materials and
Methods. The skin tissue of B6D2 mice was sutured using the
continuous suture technigue and mice were euthanized on day
6. (A) The sutured tissues were excised and hydroxyproline was
quantified for the estimation of collagen involved in the healing
process. The different sutures (control, poly-L-Lysine-coated,
gelatin-coated, and NaOH-treated) are represented by two bars
comparing MSCs-uncoated and MSCs-coated. Values shownin
the bars represent mean + standard deviation. At least three
mice were used for each experiment. All the p-values are
shown in the graph and were calculated by Student’s t-test
comparing the paired groups (MSCs-uncoated and MSCs-
coated). (B) Representative visualization of sutured skin using
optical microscopy (20x). (C) Visualization merging bright field
and fluorescent image (20x). The cell staining was assessed by
Vybrant CM-Dil. Absorbable suture was coated with poly-L-
lysine and cocultured in the presence of MSCs. Tissue was
sutured as previously described and mice were euthanized on
day 2 of the experiment. Scale bar: 100 um. MSC, mesenchy-
mal stem cell.

Yao etal. that embryonic stem cells have an optimal cell
adhesion to poly-L-Lysine-coated sutures.”” The usage of
poly-L-Lysine-modified scaffolds has been also applied for
chondrocytes with an enhanced cell adhesion and efficiency
for producing cartilaginous components.*

It has been shown that MSCs exhibit similar biological
functions to dermal fibroblasts in the wound-healing process,’!
and similarly to fibroblasts they migrate toward injured
tissues.” These MSCs by themselves have the capability of
secreting fibronectin, growth factors, and collagen which are
essential for matrix reorganization increasing the strength and
integrity of injured tissue.***% Here we show that MSC-
coated sutures may have a beneficial effect in the wound
healing by increasing the collagen depositions in the sutured
tissues. The increase of collagen in the sutured tissue could be
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indirectly mediated by MSCs through the release of soluble
factors that induce the collagen synthesis on fibroblasts (indi-
rect mechanism). On the contrary, the increase of collagen
could be directly mediated through the release of collagen by
MSCs (direct mechanism).

Regarding the indirect mechanism, it is difficult to define
which soluble factors are implicated in the activation of fibro-
blasts, but probably transforming growth factor-bl,
interleukin (IL)-1b, IL-6, IL-10, fibroblast growth factor, and
platelet-derived growth factor are the main participants in this
process.”” These soluble factors may provide a favorable
microenvironment promoting the chemotaxis of fibroblast
toward the damaged tissue, increasing their collagen synthesis
and modulating the inflammatory process. Additionally, it has
been found that MSC-fibroblast cross talk can be mediated by
cell to cell contact or soluble molecules increasing type I
collagen in fibroblasts." On the other hand, supporting the
mechanism which assumes the direct involvement of MSCs in
the remodeling phase, it has been recently shown that human
bone marrow—derived cells displayed biological functions
very similar to dermal fibroblasts,” and similarly to fibro-
blasts, MSCs are able to migrate to injured tissues.”

In this work, we aimed to identify the different collagen
types secreted by MSCs. For this, proteomic analysis was
performed not only to identify but also to obtain semi-
quantitative data on the secreted collagen chains. Here we
demonstrate that the most abundant secreted collagen type
was collagen alpha-1(I) which plays an important role in
angiogenesis, invasion, and wound healing, as well as in the
maintenance and function of extracellular matrix.”’** The
proteomic analysis of secreted collagens indicates that bio-
logical sutures may have a direct beneficial effect on the
remodeling phase during the wound healing.

Finally, it is important to note that there are two limitations
of the present study that should be mentioned. Firstly, we did
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Figure 7. Identification and quantification of collagen peptides
released by MSCs. Supernatants from in vitro cultured porcine
bone-marrow MSC line (pbmMSCO05) were collected at
passage 10-15 and concentrated using Vivaspin 20 (50,000
MWCO). Proteins were in-gel digestion with trypsin and the
resulting peptides were analyzed by LC-MS/MS using an Easy-
nLC 1000 system coupled to the quadruple Orbitrap mass
spectrometer Q Exactive. The MS/MS raw files were
searched against the Human Swissprot database. Peptides
were identified with a false discovery rate higher than 5% and
were taken only into account the proteins that were identified
with at least two peptides. MSC, mesenchymal stem cell.
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not identify the different collagen types in the sutured tissue
neither the source of secreted collagen (resident fibroblasts,
migrated fibroblasts, or MSCs). Secondly, this study has
shown that collagen deposition in the sutured tissue is
increased by MSC-coated sutures; however, it is difficult to
conclude if this effect is directly mediated by MSCs (through
the release of collagen) or indirectly mediated though the
release of soluble factors that induce the migration of fibro-
blasts or anti-inflammatory molecules that boost the remod-
eling phase of wound healing.

In conclusion, according to the previous findings, which
have shown the capacity of MSCs in the repairment and
regeneration of damaged tissues,””* the usage of pretreated
sutures will ensure the presence of MSCs in the sutured tissue.
This may enhance healing and tissue remodeling in the short-
est time possible and may be applicable for those patients that
tend to have difficulty healing.
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Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article at the publisher’s web-site:

Figure S1. Hydroxyproline content in sutured skins

using multifilament absorbable sutures without cells. The
sutures were coated with gelatin or poly-L-lysine, or pre-
treated with NaOH. The sutured tissues were excised and
hydroxyproline was quantified for the estimation of collagen
involved in the healing process. The different sutures (control,
poly-L-Lysine-coated, gelatin-coated, and NaOH-treated) are
represented. Four mice were used for the experiment.

Wound Rep Reg (2014) 22 256-264 © 2014 by the Wound Healing Society

163






Publicaciones recogidas en esta tesis

Acta Biomaterialia

Wolume 31, February 2016, Pages 221-230

Full length article
Surgical meshes coated with mesenchymal stem cells provide

an anti-inflammatory environment by a M2 macrophage
polarization *

Rebec a Blazquez, Francisco Miguel Sanchez-Margallo, Verénica Alvarez, Alejandra Usén, Javier G.
Casado & &
Stem Cell Therapy Unit, ‘Jesas Uson” Minimally Invasive Surgery Centre, Caceres 10071, Spain

Received 7 April 2015, Revised 15 October 2015, Accepted 28 November 2015, Available online 30
Movember 2015

Abstract

Surgical meshes are widely used in clinics to reinforce soft tissue’s defects, and to give
support to prolapsed organs. However, the implantation of surgical meshes is commaonly
related with an inflammatory response being difficult to eradicate without removing the
mesh. Here we hypothesize that the combined use of surgical meshes and
mesenchymal stem cells (MSCs) could be a useful tool to reduce the inflammatory
reaction secondary to mesh implantation.

In vitro determinations of viability, metabolic activity and immunomodulation assays were
performed on MSCs-coated meshes. Magnetic resonance imaging, evaluation by
laparoscopic optical system and histology were performed for safety assessment.
Finally, flow cytometry and qRT-PCR were used to elucidate the mechanism of action of
MSCs-coated meshes.

Our results demonstrate the feasibility to obtain MSCs-coated surgical meshes and their
cryopreservability to be used as an “off the shelf” product. These biological meshes fulfill
the safety aspects as non-adverse effects were ocbserved when compared to controls.
Mareover, both in vitro and in vivo studies demonstrated that, local immunomodulation of
implanted meshes is mediated by a macrophage polarization towards an anti-
inflammatory phenotype.

In conclusion, the combined usage of surgical meshes with MSCs fulfills the safety
requirements for a future clinical application, providing an anti-inflammatory environment
that could reduce the inflammatory processes commaonly observed after surgical mesh
implantation.

Statement of Significance

Surgical meshes are medical devices widely used in clinics to resolve hernias and
organs’ prolapses, among other disorders. However, the implantation of surgical meshes
1s commonly related with an inflammataory response being difficult to eradicate without
removing the mesh, causing pain and discomfort in the patient. Previously, the anti-
inflammatory, immunomaodulatory and pro-regenerative ability of mesenchymal stem
cells (MSCs) have been described.

To our knowledge, this is the first report where the anti-inflammatory and pro-
regenerative ability of MSCs have been successfully applied in combination with surgical
meshes, reducing the inflammatory processes commonly observed after mesh
implantation. Moreover, our in vitro and in vivo results highlight the safety and efficacy of
these bioactive meshes as a ‘ready to use’ medical product.
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Abstract

The appropriate administration route for cardiovascular cell therapy is essential to ensure
the viability, proliferative potential, homing capacity and implantation of transferred cells. At
the present, the intrapericardial administration of pharmacological agents is considered an
efficient method for the treatment of cardiovascular diseases. However, only a few reports
have addressed the question whether the intrapericardial delivery of Mesenchymal Stem
Cells (MSCs) could be an optimal administration route. This work firstly aimed to analyze
the pericardial fluid as a cell-delivery vehicle. Moreover, the in vivo biodistribution pattern of
intrapericardially administered MSCs was evaluated in a clinically relevant large animal
model. Our in vitro results firstly showed that, MSCs viability, proliferative behavior and phe-
notypic profile were unaffected by exposure to pericardial fluid. Secondly, in vivo cell track-
ing by magnetic resonance imaging, histological examination and Y-chromosome
amplification clearly demonstrated the presence of MSCs in pericardium, ventricles (left and
right) and atrium (left and right) when MSCs were administered into the pericardial space. In
conclusion, here we demonstrate that pericardial fluid is a suitable vehicle for MSCs and
intrapericardial route provides an optimal retention and implantation of MSCs.

Introduction

Clinical and preclinical studies have shown that multipotent stem cells can be successfully used
for the improvement of cardiac function [1-3]. Although there are quite a few stem cell products
in the market [4], many different clinical trials are continuously demonstrating that MSCs are a
promising cell source for regenerative therapy [5,6]. These cells fulfill the safety requirements
being particularly attractive for their availability, multipotentiality, self-renewal ability and low
immunogenicity [1,7,8]. The appropriate route for MSCs administration is a fundamental step
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for the success of stem cell-based therapies and determines their therapeutic effect. At the pres-
ent, there are many clinical trials being conducted using different administration routes. Some of
the most common administration routes for cell delivery are: direct surgical intramyocardial in-
jection, catheter-based intramyocardial administration (transcoronary venous or transendocar-
dial approach), intravenous infusion, intracoronary artery administration or retrograde
coronary venous delivery [9].

Several pros and cons are attributed to any of these routes. For example, intracoronary ad-
ministration produces a more uniformly distributed pattern of MSCs [1] but may result in
blockage of coronary arteries [10,11]. The intramyocardial delivery appears to have a higher re-
tention rate although there is a significant loss of transplanted cells due to myocardial contrac-
tion [12]. Intravenous infusion is the easiest method for cell delivery but its retention rate is
very low [13]. At the present, most of the preclinical studies have clearly demonstrated that the
retention of transplanted cells in the heart is very low by any delivery method [14].

Although there are still so many other open questions that need to be answered (dose, tim-
ing or cell type), alternative techniques and administration routes need to be investigated to en-
sure the viability of transferred cells, proliferative/differentiation potential as well as their
homing capacity. Moreover, it would be advisable to guarantee the implantation of cells for a
period of time enough to reach the desired therapeutic effect. In this sense, a higher retention
rate may have a greater impact on cardiac repair enabling paracrine stimulation through the re-
lease of growth factors, pro-angiogenic molecules, immunomodulatory factors, proliferative
and anti-apoptotic molecules.

Several administration routes are currently being studied for clinical use [12], but only a few
reports address the question whether the intrapericardial delivery of MSCs could be a safe and
effective alternative to other surgical procedures. The pericardial fluid (PF) is an ultrafiltrate of
plasma secreted by the serous membrane to decrease the friction between heart and adjacent
tissues. The composition is very similar to plasma (with lower concentrations of proteins, tri-
glycerides and cholesterol) and could be somehow considered an optimal vehicle to preserve
the viability and functionality of MSCs.

Compared to other routes, the pericardial delivery permitted the administration of very
high doses. On the contrary, the intramyocardial delivery is limited by volume and several ad-
verse effects (i. e. arrhythmias) have been described [15,16]. In the case of intravenous and
intracoronary routes, the main disadvantage is the low retention rate in the heart with a signifi-
cant number of MSCs trapped in the lungs [17]. In contrast, PF provides a low turnover rate,
allowing a long-term persistence of transferred cells. Additionally, it is important to note that,
in the case of intracoronary administration of MSCs, these cells may induce a myocardial dam-
age by microvascular obstruction [18,19], which is not a problem when injected intrapericar-
dially, since this route is independent of impaired vascular functions which lead to myocardial
infarction.

At the present, preclinical studies have shown that intrapericardial administration is an effi-
cient method for delivering pharmacological agents [20,21]. Preclinical tests in large animal
models have been performed using Fibroblast Growth Factor, L-Arginine or omega-3 fatty
acids [22-24]. The treatment with Fibroblast Growth Factor in a porcine model of chronic
myocardial ischemia has demonstrated a beneficial effect increasing the myocardial vascularity
without adverse effects [25]. The delivery of L-Arginine has been tested in dogs reducing the se-
verity of ischemic ventricular arrhythmias [23]. Finally, the intrapericardial delivery of omega-
3 fatty acids reduced malignant arrhythmias and infarct sizes in a porcine infarct model [24].

In clinical settings, the blood supply to the myocardium becomes insufficient to those pa-
tients with arterial obstructions. This obstruction might also compromise the delivery of
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transferred cells. The PF is independent of the vascular niche, has a low turnover rate that may
provide a long term effect to achieve the desired therapeutic effect of stem cells.

Here we hypothesize that intrapericardial administration of MSCs may retain the cells in
close proximity to the injury preserving its viability, homing and bioactivity. We also hypothe-
size that, the presence of MSCs in the PF, through the release of paracrine factors, may have a
beneficial effect providing an optimal microenvironment for promoting cardiac repair.

In this work, our in vitro experiments have demonstrated for the first time that, PF preserves
the phenotype, survival and proliferation rates of MSCs. The iron oxide labeling permitted in
vivo tracking of intrapericardially administered MSCs by magnetic resonance imaging (MRI)
in a clinically relevant animal model. The engraftment of MSCs in pericardium, ventricles and
atrium was confirmed by histological examination and PCR detection. Although new medical
devices such as AttachLifter has been developed to provide a secure implantation of cells in the
pericardial space [26], to our knowledge, this is the first in vitro and in vivo imaging study
where the distribution of MSCs after intrapericardial administration is finely detected. Alto-
gether, our results suggest that PF could be considered an optimal vehicle for MSCs and intra-
pericardial administration an advantageous route for cardiovascular cell therapy.

Materials and Methods
Isolation of porcine bone marrow-derived mesenchymal stem cells

All experimental protocols were approved by the Committee on the Ethics of Animal Experi-
ments of Minimally Invasive Surgery Centre and fully complied with recommendations out-
lined by the local government. All surgery was performed under sevofluorane anesthesia, and
all efforts were made to minimize suffering. Allogeneic bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (pBM-MSCs) were isolated from femurs of Large White male pigs aged between 3-4
months and weighed between 25-30 kilograms. The cell suspension was filtered through a

40 pm nylon mesh and mononuclear cells were isolated by centrifugation over Histopaque-
1077 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Mononuclear cells were recovered and washed twice with
PBS. These cells were resuspended in DMEM containing 10% fetal bovine serum (FBS), seeded
onto tissue culture flasks and expanded at 37°C and 5% CO,. Following 48 hours in culture,
the non-adherent hematopoietic cells were removed. Adhered cells were passaged at 80%-90%
confluence by 0.25% trypsin solution (Lonza, Walkersville, Inc.) and seeded to a new culture at
a density of 5000-6000 cells/cm?. Culture medium was changed every 7 days. The pBM-MSCs
at passages 10 to 15 were used for intrapericardial delivery.

Biochemical analysis of pericardial fluid and plasma

Before intrapericardial injection of pBM-MSCs, blood and PF samples from animals were col-
lected, centrifuged to eliminate cellular debris and processed in the random access clinical ana-
lyzer Metrolab 330 (Metrolab S.A., Buenos Aires, Argentina) to determine their biochemical
composition (total bilirubin, calcium, cholesterol, creatinine, glucose, phosphorus, total pro-
teins, triglycerides and urea concentrations). The measurements were compared by the Stu-
dent's £ test and paired test using SPSS software. A p value < 0.05 was considered significant.

CCK-8 proliferation and viability assays

The CCK-8 method is a cell viability assay which measures the activity of living cells by assess-
ing their mitochondrial activity. In order to quantify the proliferative activity of pPBM-MSCs,
these cells were co-cultured in the presence of PF. The PF was aspirated from three euthanized
healthy animals, centrifuged for 5 min at 450 x g and passed through a 0.22 pm filter to remove
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cell debris. The pBM-MSCs were seeded in DMEM medium (without phenol-red) at a density
of 5000 cells/cm” in 96 well plates. Different concentrations of PF were prepared (12.5%, 25%,
50%, 75% and 100%). The CCK-8 (Sigma, St. Louis, MO, USA) was added according to the
manufacturer's protocol and absorbance was read at 450 nm. The viability was measured by
trypan blue dye-exclusion assay. Data were statistically analyzed with one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) using SPSS-15 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Phenotypic analysis of mesenchymal stem cells by flow cytometry

For flow cytometric analysis, the pPBM-MSCs were cultured in the presence of PF at different
concentrations (12.5%, 25%, 50%, 75% and 100%) and under standard culture conditions (10%
FBS). At day 7 and 14, the cells were detached with 0.25% trypsin solution and stained with
FITC-conjugated human monoclonal antibodies (mAbs) against CD90, CD105 (both cross-re-
active with porcine) and porcine mAbs against CD29, CD31, CD44, CD45 and Swine Leuko-
cyte Antigens (Class I and Class II) from Serotec (Kidlington, UK). The phenotypic analysis
was performed as follows: 2x10° cells were incubated for 30 min at 4°C with appropriate con-
centrations of mAbs in the presence of PBS containing 2% FBS. The cells were washed and re-
suspended in PBS. The flow cytometric analysis was performed on a FACScalibur cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) after acquisition of 10° events. Cells were primarily select-
ed using forward and side scatter characteristics and fluorescence was analyzed using CellQuest
software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Isotype-matched negative control antibodies
were used in all the experiments. The mean relative fluorescence intensity (MRFI) was calculat-
ed by dividing the mean fluorescent intensity (MFI) by the MFI of its negative control. Data
were statistically analyzed with one-way analysis of variance (ANOVA) using SPSS-15 (SPSS,
Chicago, IL, USA).

In vitro assessment of superparamagnetic iron oxide labeling in
pBM-MSCs

The superparamagnetic iron oxide (SPIO) nanoparticles offer an optimal signal for T2 weight-
ed magnetic resonance images acting as contrast agents in MRI. For this, in order to improve
the in vivo cell tracking of pBM-MSCs, these cells were magnetically labeled with increasing
SPIO concentrations (Endorem, Guerbet, Paris, France). The SPIO solution was previously
coated with Poly-L-Lysine (Sigma, St. Louis, MO, USA) at 0.02 mg/mL (MW = 389,000 Dal-
tons) as a facilitator agent. Both SPIO and Poly-L-Lysine were gently shaken for 30 minutes at
room temperature and added to adherent cell cultures at a proportion of 1:1 in DMEM con-
taining 10% FBS. The final concentrations in all groups were 25, 50, 100 and 200 pg/mL of
SPIO. The labeling efficiency was in vitro determined by Prussian Blue staining.

Superparamagnetic iron oxide detection and fluorescent labeling

After incubation with SPIO, the Prussian Blue method was used to detect SPIO particles within
the cells. The in vitro cultured pBM-MSCs were fixed in 4% paraformaldehyde at 37°C for 30 min.
After fixation, the samples were washed with PBS and incubated with equal volume of 8% hydro-
chloric acid and 4% potassium ferrocyanide for 20 min at room temperature. Cultures were
washed with distilled water and visualized after 24h, 3d, 5d and 7d by light microscopy. The intra-
cellular content of potassium ferrocyanide was spectrophotometrically quantified. In vitro cultured
cells were lysed in the presence of 0.1% Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO, USA) and the absor-
bance of the extracts was quantified at 700 nm. For the fluorescent labeling of cells, the Vybrant
CM-Dil cell labelling solution (Invitrogen, Carlsbad, CA) was added to normal culture media
according to manufacturer's recommendations, to uniformly label cells.
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Myocardial infarction model creation

Four Large White pigs were housed in the animal facility at Minimally Invasive Surgery Centre
and used for all experimental procedures. Animals were aged between 3-4 months and
weighed between 30-35 kilograms. Animal care and all experimental procedures were ap-
proved by the Ethics Committee for Animal Research of the local government. Each animal
was premedicated with diazepam 0.1 mg/kg, ketamine 10 mg/kg, and atropine 0.01 mg/kg
intramuscularly. Intravenous hydration with normal saline was established by catheterization
of the auricular vein with 18-22 gauge needles (Abbott Ireland) and maintained during proce-
dures. Induction of anesthesia was performed intravenously with 2 mg/kg of propofol. After
the pig was endotracheally intubated, it was connected to a system for anesthesia (Ohmeda
Excel 210) and a mechanical ventilator Ohmeda 7800 (Ohmeda, Madison, Wis). Anesthesia
was maintained with 2.0%-2.5% halothane, and blood pressure, electrocardiogram, O, satura-
tion and end tidal CO, were monitored closely throughout the procedure. The pigs were fixed
on the operating table in the supine position with cranial and caudal extension of the limbs.
The thorax and upper abdomen were shaved and draped in a sterile fashion. Continuous infu-
sion of lidocaine at rate of 1 mg/kg/h (Lidocaina Braun, Braun Medical, Barcelona, Spain) was
used through the procedure. Systemic heparin (Heparina Rovi 5%, Laboratorios farmaceuticos
Rovi, Madrid, Spain) was injected intravenously (150 UI/Kg) prior to percutaneous sheath
placement. Under aseptic conditions, a right femoral arterial access was established using the
Seldinger technique and a 7 Fr introducer sheat (Terumo, Tokyo, Japan) was placed percutane-
ously into the femoral artery. Under fluoroscopic guidance (Philips Mobile Digital Angio-
graphic System-BV Pulsera, Philips Medical System, Best, The Netherlands), a 6 Fr hockey
stick guiding catheter (Mach 1, Boston Scientific Corporation, Natick, MA, USA) was intro-
duced and placed at the origin of the left coronary artery. Coronary angiograms were obtained
in the 40° left anterior oblique projection to better demonstrate the length of the Left Anterior
Descending artery (LAD), and a 0.0014 coronary guidewire (Hi-torque, Abbott Vascular, Santa
Clara, CA, USA) was advanced inside the LAD. After measuring the diameter of the LAD im-
mediately below the origin of the first diagonal, an over-the-wire PTCA balloon of appropriate
diameter (typically 3mm, Apex OTW, Boston Scientific, Natick, MA, USA) was advanced to
this location and inflated to occlude the LAD flow for 90 min. A lidocaine bolus was also ad-
ministered immediately before balloon inflation and deflation. Upon balloon deflation, the cor-
onary artery was checked for patency by repeating angiogram. Animals were maintained fully
monitored under general anesthesia for 45 min after infarct induction, in order to treat any ma-
lignant arrhythmias that may ensue.

Cardiac MRI was performed before the creation of the model and 7 days post-myocardial
infarction using a 1.5 T MR system (Intera 1.5T Philips Medical System, Best, The Nether-
lands). For in vivo cell tracking, cardiac MRI images were obtained at different time points for
one week. All imaging was performed under general anesthesia using retrospective cardiac gat-
ing with the animal in sterna decubitus and a four elements phase array coil was placed around
the animal chest. Images were acquired in the intrinsic cardiac planes: short axis, long axis and
four chamber views. For measurement of ventricular function and mass breath hold balanced
SSFP, cine images were obtained over the entire ventricle. For infarct size measurements, im-
ages were acquired 5-15 min after the injection of 0.2 mmol/kg of a gadolinium-based contrast
agent using a breath hold 3D gradient-echo inversion-recovery sequence. MR images were ana-
lyzed for a left ventricular volume, mass, function and infarct size.
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Intrapericardial administration of pPBM-MSCs in non-infarcted and
infarcted porcine hearts

Each animal was pre-medicated with diazepam 0.3 mg/kg and ketamine 10 mg/kg intramuscu-
larly. Intravenous hydration with normal saline was established by catheterization of the auric-
ular vein with 18-20 gauge needles (Abbott, Sligo, Ireland) and maintained during procedures.
Induction of anesthesia was performed intravenously with 2 mg/kg of propofol. After the pig
was endotracheally intubated, it was connected to a system for anesthesia (Leon Plus, Heinen+-
Léwenstein). Anesthesia was maintained with 1.8%-2% sevofluorane, and blood pressure, elec-
trocardiogram, O, saturation and end tidal CO, were monitored closely throughout the
procedure. The pigs were fixed on the operating table and thorax and upper abdomen were
shaved and draped in a sterile fashion. Intrapericardial injections containing 100 x 10°
pBM-MSCs in 5 mL of Hypothermosol (BioLife Solutions, Inc., Owego, NY) were performed
via thoracotomy using an Abbocath-T 20G catheter (Hospira, Lake Forest, IL). Once the injec-
tions were completed, the incision was closed in layers and the animals were allowed to recover.
The animals were euthanized 7 days later with a lethal dose of Potassium Chloride intravenous-
ly infused under general anesthesia. The hearts were firstly examined in situ. Gross visual in-
spection was focused on possible complications associated with the procedures and potential
damages to the pericardium, epicardium and surrounding structures in the mediastinum.

In vivo visualization of intrapericardially delivered pBM-MSCs by
magnetic resonance imaging

The pBM-MSCs were labeled with 100 pug/mL of SPIO for 24h as previously described. A total of
100 x 10° labeled pBM-MSCs cells were injected into the pericardial cavity (see previous section
in Materials and Methods). To perform MRI, the animals were anesthetized with isofluorane
(2-3% in medical air administered via a nose cone). Cardiac-MRI was performed usinga 1.5 T
MR system (Intera 1.5 T, Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). All imaging was per-
formed using retrospective cardiac gating, with the animal in sternal decubitus position and a
four elements phase array coil was placed around the animal s chest. Images were acquired in
the intrinsic cardiac planes: short axis, long axis and four chamber views. For measurements of
ventricular function and mass breath hold balanced steady-state free precession, cine images
were obtained over the entire ventricle. The SPIO-labeled pBM-MSCs were identified with a
T2-star weighted breath hold gradient-echo sequence. The resonance images were taken before
injection, immediately after the injection and at days 3, 5 and 7 post-injection.

Tissues sampling and histology

Samples were obtained after euthanasia. Firstly, the PF was aspirated from the pericardial cavi-
ty using an Abbocath-T 20G catheter. The PF was centrifuged for 5 min at 450 x g. The pellet
was frozen for subsequent DNA amplification and supernatants were passed through a

0.22 pm filter to remove cell debris for subsequent biochemical analyses. The parietal pericardi-
um was carefully removed and samples were frozen for PCR analysis or fixed in paraformalde-
hyde 4% for histological analyses. The heart was carefully dissected and samples from
pericardium, right and left ventricles, right and left atrium, interventricular septum and inter-
auricular septum were frozen or fixed.

Y chromosome PCR

For the detection of male-derived pBM-MSCs in female hearts, Y-chromosome PCR was car-
ried out from tissue samples. DNA extraction was performed with TRI Reagent (Sigma,

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0122377 March 27,2015 6/19

172



Publicaciones recogidas en esta tesis

@PLOS | ONE

Intrapericardial Administration of MSCs

St. Louis, MO, USA) according to the manufacturer's instructions. The detection of male cells in
a female recipient was carried out by PCR using the Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
Ca). Amplification consisted in 40 cycles of 30 seconds at 94°C for melting, 30 seconds at 55°C
for annealing and one min at 72°C for amplification. The primers 5'-ACAGAGGGCCTATT
CATCTCAG-3’ (forward) and 5'-CTTAATGGCTAATCACGGGAAC-3’ (reverse) were
designed to allow the amplification of Y-chromosome specific sequences (NCBI Reference
Sequence: NC_010462.2).

Histological examination

The animals were sacrificed at day 7 post-administration. The heart was removed, rinsed, and
sliced into 1-3 cm short-axis sections for histological studies. Histological samples were fixed
in 4% paraformaldehyde, paraffin-embedded and cut in 5-8pm thickness. The sections were
stained for Prussian blue and eosin and histologically examined to identify the accumulation
SPIO-labeled cells in myocardium and parietal pericardium. Finally, histological samples were
stained for Masson Trichrome and Toluidine blue.

Results

Viability, proliferative behavior and phenotype of pBM-MSCs in
pericardial fluid

Preliminary experiments were firstly conducted to compare the biochemical composition of PF
with plasma. As shown in Table 1, significant differences were found for cholesterol, phospho-
rus, triglycerides and total proteins, however, the rest of analyzed parameters were very similar.
Once compared the biochemical composition, in order to be sure that PF is an adequate vehicle
for cell administration, the viability of pBM-MSCs was assayed in the presence of different con-
centrations of PF. Healthy animals were euthanized and their PFs were in vitro cultured togeth-
er with pBM-MSCs. The viability and proliferative behavior were calculated by trypan blue
dye-exclusion and CCK-8 proliferation assays respectively. As shown in Fig. 1, the viability was
not affected at any of the tested concentrations being comparable to control cells cultured
under standard conditions (DMEM together with 10% FBS). Additionally, as the composition
of PF may modify the proliferative behavior of pPBM-MSCs, cell proliferation assays were per-
formed in the presence of different concentrations of PF. These proliferation experiments were
conducted using Cell Counting Kit-8 (CCK-8) and a cell growth curve was generated (slopes

Table 1. Biochemical analysis of pericardial fluid and blood plasma (n = 3).

Percardial fluid Blood plasma

Mean + SD Mean + SD
Total bilirubin (mg/dl) 0.03 +0.02 0.23+0.11
Calcium (mg/dl) 7.87 £2.12 11.47 £1.33
Cholesterol (mg/dl)* 4.00 +1.00 81.00 + 8.66
Creatinine (mg/dl) 2.20£0.07 2.24+0.09
Glucose (mg/dl) 86.67 +3.21 82.67 + 13.05
Phosphorus (mg/dl)* 5.47 £ 1.36 6.49£1.03
Total protein (g/dl)* 0.95 +0.29 5.82 +0.65
Triglycerides (mg/dl)* 14.33 £ 5.51 88.67 + 38.55
Urea (mg/dl) 18.03 £ 2.96 20.20 + 2.95
*p <0.05 in a paired Student's t-test.
doi:10.1371/journal.pone.0122377.t001
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Fig 1. Proliferative behavior and viability and of pBM-MSCs co-cultured with pericardial fluid. The
pBM-MSCs were co-cultured in the presence of pericardial fluids from three different healthy animals. (A and
B) The proliferative behavior of cells was spectrophotometrically quantified at 460 nm for 26 days using a
CCK-8 proliferation kit. Values shown in the graphics represent mean+SD of 3 independently performed
experiments. The slopes correspond to the proliferation rates of pBM-MSCs. An ANOVA test was performed
comparing the slopes of the different experiments between groups, and no significant differences were found.
(C and D) The percentage of viable cells was calculated by trypan blue dye-exclusion and the average
percentage of live and dead cells is represented in grey and black respectively.

doi:10.1371/journal pone.0122377.9001

from Fig. 1 show the proliferation rates). Our in vitro results clearly demonstrated that, the pro-
liferative rate of pPBM-MSCs was unaffected by the presence of PE. More importantly, when we
compared the proliferative rates of pBM-MSCs cultured under standard conditions with those
cells cultured in the presence of PF, we found that cell proliferation increased proportionally,
although not significantly, to PF concentrations.

Finally, in order to confirm that the phenotype was not affected by the presence of PF, in
vitro assays were performed using pBM-MSCs co-cultured in the presence of different PFs at
different concentrations. No phenotypic differences were observed when different concentra-
tions of PF were used (Fig. 2). These experiments were also conducted for 14 days with similar
results to those at 7 days (data not shown).

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0122377 March 27,2015 8/19

174



Publicaciones recogidas en esta tesis

.-@' PLOS | ONE Intrapericardial Administration of MSCs

A Isotype
Control CD29 CD44 CD90 CD105 SLA-I SLA- Il
1 276 489 21 11.9 l. 0.8
§ IO%L_J L—A__ LA__ IZZA_J l-A._. - ]
! I T I
25%|. 1 21% 46.5 55.2 17| | ‘10.4 |. 0.9
2 1 k83 |97.5 |108. [ 3.1 17.9 11
:‘-:“
© ! T T
8 75%]. 1 38.7' 63.3 164.6' ] 8 26 | '17.3 ]. 1.0
a
100%|| 1 ’40.1. 62.1 [120.5 { A 33 3 .14.4 I‘ 1.0
B 3 10% mmm - = [ = =
25% = = = ] =
2
2 so% mEm = ] = = J—
2
Bl 7sx mm = f— - = [ ]
& 100% mm = = | = -
0 50 100 0 100 200 O 200 400 0 5 10 0 20 40 0 2 4

Fig 2. Effect of pericardial fluid on pBM-MSCs phenotype. The phenotypic analysis was performed by multicolor flow cytometry. The cells were in vitro
cultured for 7 days in the presence of Fetal Bovine Serum and in the presence of pericardial fluid at 25%, 50%, 75% and 100%. Representative histograms of
four different experiments are shown (A). The expression level of Stem Cell Markers (CD29, CD31, CD44, CD90, CD105) and Swine Leukocyte Antigen
Class-l and Class-Il (SLA-I and SLA-Il) is represented as Normalized Mean Relative Fluorescence Intensity which is calculated by dividing the Mean
Fluorescent Intensity (MFI) by its isotype control. Graphic representation of mean+SD for each marker is also provided (n = 4) (B). No significant differences
were found between groups when ANOVA test was performed.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.g002

Optimized labeling of mesenchymal stem cells for magnetic resonance
imaging

The Endorem is a superparamagnetic particle which can be easily incorporated by endocytosis
in MSCs for the in vivo cell tracking using MRI. In order to preserve a strong enough T2 signal
for in vivo experiments preliminary in vitro assays were performed. The pBM-MSCs were
treated with SPIO at different concentrations and intracellular SPIO was quantified at different
time points. Fig. 3A shows the SPIO-labeled cells stained by the Prussian Blue solution. The
microscopic images demonstrated that SPIO labeling was proportionally increased to the con-
centration of SPIO and decreased with time. Moreover, the intracellular SPIO was spectropho-
tometrically quantified (Fig. 3B) allowing us to conclude that, for an accurate in vivo cell
tracking, MRI should be limited to 7 days at most.

Cardiovascular magnetic resonance imaging

The in vivo experiments were performed in Large White pigs (n = 4) and a total of 100 x 10°
pBM-MSCs were intrapericardially administered via thoracotomy. The in vivo tracking of
SPIO-labeled cells after intrapericardial administration was monitored using CINE-MRI
(S1-54 Videos) and cardiac-MRI imaging at different time points (S1 and S2 Figs.).
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Fig 3. Optimized labeling of pBM-MSCs for MRI. (A) Endorem was incubated with pBM-MSCs at different
concentrations (25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml and 200 pg/ml) Superparamagnetic iron oxide particle were
detected by Prussian Blue-staining and observed by optical microscopy. (B) The Prussian Blue staining was
spectrophotometrically quantified on pBM-MSCs. The cells were lysed with 0.1% Triton X-100 and the
absorbance of the extracts was quantified at 700 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.9003

The MRI images from non-infarcted hearts clearly demonstrated a preferential distribution
of cells in the left ventricle at different time points (Fig. 4). The MRI images from infarcted
heart showed that intrapericardial administration of pBM-MSCs rendered a more restricted lo-
cation of cells in the left ventricle than in non-infarcted heart (Fig. 5).

Finally, it is important to note that, due to the limited sensitivity of MRI, we cannot discard
the presence of administered cells in other heart locations. For this, to finely detect transferred
cells in the heart, histological studies were performed after euthanasia.

Macroscopic examination of the heart and histological localization of
SPIO and fluorescent-labeled pBM-MSCs

Seven days after intrapericardial administration, the animals were euthanized and thoracic cav-
ity was opened. A visual examination showed a normal conformation of tissues, with few peri-
cardial adherences to thoracic wall due to the surgical intervention. The PF was recovered
before collecting the samples for histological and molecular analysis. The volume and macro-
scopic aspect of the fluid were normal indicating an absence of pericarditis. A biochemical
analysis revealed not significant changes before and after the surgery (data not shown). Finally,
the pericardium and the heart were removed and rinsed in saline serum. A detailed macroscop-
ic evaluation was also performed but any important alteration was found on non-infarcted or
infarcted hearts (Figs. 6A and 7A).
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Fig 4. In vivo cell tracking of intrapericardially delivered pBM-MSCs by cardiac-MRI in non-infarcted hearts. A total of 100x10° SPIO-labeled
pBM-MSCs cells were injected into the pericardial cavity of healthy Large White pigs. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology.
Images were acquired in four chamber views (A-D) and using a T2-star gradient echo image (E-H). Images taken at day 3 post injection (B-D, F-H) are
represented together with the corresponding control images (A, E) taken before injection. The arrows indicate the location of SPIO-labeled cells.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.g004

For histological and molecular studies, the hearts were sliced into several sections. These
sections were fixed and submerged in a Prussian Blue solution and heart slices showed positive
macroscopic reactions in the epicardium and endocardium layers of the heart (Figs. 6B and
7B). The histological comparison between non-infarcted and infarcted heart corroborates the
MRI findings. A preferential location of cells was observed in the left ventricle with a more dif-
fuse distribution of cells in non-infarcted myocardium. In contrast, the cell distribution was
more restricted to a small area in the infarcted myocardium.

In order to confirm the migratory behavior of transferred cells, tissue samples were collected
and fixed for histological examination. For the visualization of SPIO-labeled cells, paraffin sec-
tions were stained with Prussian Blue solution and then counterstained with eosin. As shown
in Figs. 6C and 7C, SP1O-labeled cells could be found at day 7 in the inner tissue after intraper-
icardial administration. Similar results were obtained using fluorescent-labeled cells detected
by fluorescence microscopy (S3 Fig.). Moreover, histological evaluations with Masson Tri-
chrome and Toluidine blue showed non-adverse effects in animal tissues (S4 Fig.).

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0122377 March 27,2015 11/19

177



ANEXO |

B PLOS |one

Intrapericardial Administration of MSCs

Fig 5. In vivo cell tracking of intrapericardially delivered pBM-MSCs by cardiac MRl in infarcted heart. A total of 100x10° SPIO-labeled pBM-MSCs
cells were injected into the pericardial cavity. The MRI was performed using 1.5T magnetic resonance technology. Images were acquired in four chambers
view (A-D) and using a T2-star gradient echo image (E-H). Images taken at day 3 post injection (B-D, F-H) are represented together with the corresponding
control images (A, E) taken before injection and one week after the infarction induction. The arrows indicate the location of SPIO-labeled cells.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.9g005

Y chromosome detection into the female recipients

In order to determine the detection limit of the technique, preliminary experiments were per-
formed. Samples with 10", 10%, 10, 10" and 10° male cells were mixed together with one mil-
lion female cells and amplified by PCR. This technique showed a detection limit of 100-1000
male cells per 10° female cells (Fig. 8A). For the detection of transferred cells, the DNA from
different tissues was isolated and Y chromosome amplified by PCR. As shown in Fig. 8B, the
pBM-MSCs could be detected in samples from left ventricle, right atrium and right ventricle as
well as in the pericardial sections surrounding the ventricles and atria. Taking into consider-
ation that false SPIO staining from free particles could occur, the Y-chromosome amplification
clearly confirmed the persistence of injected cells in the heart and pericardium after 7 days.

Discussion

The safety and efficacy of intrapericardial therapies have been demonstrated in multiple studies
[27,28] and large animal models such as pigs have been widely used for the evaluation of differ-
ent compounds [24,25]. This work aimed to analyze the suitability of PF as a vehicle for MSCs
administration together with the biodistribution of intrapericardially administered MSCs in a
clinically relevant animal model. The swine present many similarities to the human heart and
there is an increasing amount of preclinical works that can help interpreting and putting the re-
sults in context [29].
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A B

Fig 6. Macroscopic examination and engraftment of SPIO-labeled cells in non-infarcted heart. The SPIO-labeled pBM-MSCs were intrapericardially
injected. At 7 days, heart samples were sliced into 1-3 cm short-axis sections and were then photographed (A). The heart slices were fixed in 4%
formaldehyde. For the detection of SPIO-labeled cells, tissue sections were incubated with 8% hydrochloric acid and 4% potassium ferrocyanide and then
with eosin. The blue color indicates the presence of SPIO within the tissue (B). Finally, for histological examination, tissue sections were paraffin-embedded
and Prussian-blue/eosin staining demonstrated a preferential distribution of SPIO-labeled cells in the left ventricular myocardium (C). Scale bar: 100pm.
Black arrows indicate the presence of SPIO-labeled cells evidenced by the potassium ferrocyanide staining.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.9006

At the present, bibliography shows several evidences for the successful integration of stem
cells in the heart [30], being widely accepted that the administration route is one of the major
factors influencing their therapeutic effect [14]. For stem cell-based therapies, the viability, sur-
vival and migratory behavior of transferred cells (especially in myocardial infarction and
stroke), should be guaranteed in the target tissue [31]. In this sense, our first sets of experiments
were conducted to evaluate the PF as a vehicle for stem cell delivery.

We firstly aimed to compare the biochemical profile between PF and plasma (an innocuous
medium for cells growing and surviving). Our results demonstrated significant differences in
the biochemical composition which is normal considering that PF is an ultrafiltrate of plasma.
Moreover, the in vitro experiments demonstrated that PF provided an optimal viability, prolif-
eration and long term survival of MSCs. To our knowledge, this is the first report where it has
been experimentally demonstrated that PF is an optimal vehicle for MSCs.

According to these in vitro observations, we hypothesized that the intrapericardial adminis-
tration of MSCs may retain the cells in close proximity to the injury preserving its bioactivity.
Based on this hypothesis, our in vivo experiments were conducted in a clinically relevant
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A

Fig 7. Macroscopic examination and engraftment of SPIO-labeled cells in an infarcted heart. The SPIO-labeled pBM-MSCs were intrapericardially
injected one week after infarction induction. At 7 days, heart samples were sliced into 1-3 cm short-axis sections and were then photographed (A). The heart
slices were fixed in 4% formaldehyde. For the detection of SPIO-labeled cells, tissue sections were incubated with 8% hydrochloric acid and 4% potassium
ferrocyanide and then with eosin. The blue color indicates the presence of SPIO within the tissue (B). Finally, for histological examination, tissue sections
were paraffin-embedded and Prussian-blue/eosin staining demonstrated a preferential distribution of SPIO-labeled cells in the left ventricular myocardium
(C). Scale bar: 100pm. Black arrows indicate the presence of SPIO-labeled cells evidenced by the potassium ferrocyanide staining.

doi:10.1371/journal.pone.0122377.g007

animal model. In these experiments, animals received a higher dose of MSCs but no inflamma-
tion, pericardial effusion or adverse adhesions were noted. Considering that safety is a major
issue in cardiovascular stem cell therapy, our findings suggest that intrapericardial delivery is a
safe route for MSCs transplantation. These results are in agreement with previous reports
where the combined usage of MSCs and biomaterials were safely administered by this route
[32,33].

The in vivo cell tracking by MRI clearly showed that administered cells were preferentially
located surrounding the left ventricle. These results are relevant because myocardial infarction
frequently involves the left ventricle [34], so this route may initially provide an optimal cell lo-
cation and retention rate in the region of interest. Interestingly, previous results from our
group, using intramyocardial delivery in the same animal model under similar conditions [35],
showed that cell distribution and retention is comparable to that by
intrapericardial administration.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0122377 March 27, 2015 14/19
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Fig 8. Y chromosome detection of intrapericardially delivered pBM-MSCs. The pBM-MSCs from a male
donor were detected in the heart by Y chromosome amplification. (A) In order to determine the sensitivity of
PCR amplification, pBM-MSCs from a male donor were mixed with 10 pBM-MSCs from a female donor at
the indicated ratios. Genomic DNA was extracted and subjected to PCR amplification using Y chromosome
specific primers. The PCR allowed the detection of male cells with a sensitivity of 1001000 cells per 10°
female cells. (B) Female pigs were intrapericardially injected with male-derived pBM-MSCs. At day 7, the
animals were euthanized and heart samples were collected for PCR analysis. As negative and positive
controls, the genomic DNA from female and male pBM-MSCs cells were amplified. LA = left atrium, LV = left
ventricle, RA =right atrium, RV = right ventricle, PV = pericardium on the right and left ventricles,

PA = pericardium on the right and left atrium.

doi:10.1371/journal pone.0122377.9008

It is important to note that, in vivo cell tracking of SPIO-labeled cells still remains contro-
versial because free SPIO particles may cause false positives in the resonance that leads to an in-
accurate analysis [36]. These false positives could be observed as a consequence of SPIO
exocytosis from live cells [37]. Moreover, another commonly encountered problem is that, if
cells die, magnetic particles will still be imaged by MRI and may be internalized by other cells
[38]. In this work, our in vitro results suggest that, in preclinical settings a short-term follow-
up could be feasible for at least 7 days. Moreover, in order to exclude the possibility that the to-
tality of SPIO from MSCs could be internalized by resident phagocytic cells (i.e. macrophages),
PCR analysis and histological studies were performed. The Y-chromosome amplification to-
gether with fluorescent microscopy images using fluorescent-labeled MSCs clearly demonstrat-
ed an engraftment of MSCs in the myocardium. However, although PCR amplification and
fluorescent images demonstrated the presence of MSCs in the heart, we should also assume
that some of the SPIO-positive cells observed in the tissue samples would also correspond to
phagocytic cells [39,40].

In this work, there is a noteworthy limitation concerning to the in vivo efficacy of adminis-
tered cells under acute myocardial infarct conditions. In this sense, in vivo studies are currently
being conducted in a porcine model of myocardial infarct to evaluate the therapeutic effect of
administered cells as well as the time-course and physiological conditions where the cells may
display their beneficial effects (manuscript in preparation).

Regarding to the immunological aspects, it has been hypothesized that, the introduction of
exogenous stem cells may be hampered by immune rejection [41]. In the case of intrapericar-
dial delivery, the immune response against transferred cells could be mediated by activated
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lymphocytes in the pericardial sac. In fact, the presence of such lymphocytes has been previ-
ously described in patients with different forms of heart disease [42]. For this, although MSCs
possess a potent immunosuppressive function [43] we cannot discard a hypothetical immune
response against transferred allogeneic MSCs and this aspect is currently under study in our
laboratory.

Respecting to the hypothetical inefficient homing commonly linked to the administration of
exogenous stem cells, our histological and PCR analysis have clearly confirmed the presence of
transferred cells in different locations of the heart demonstrating that MSCs efficiently migrate
from PF into the heart. Additionally we should also consider that, lymphatic drainage of the PF
could be considered an “open door” for MSCs that may result in a systemic distribution of
intrapericardially administered cells.

In conclusion, our results demonstrated that PF is an optimal vehicle for MSCs and intra-
pericardial administration is an optimal route for MSCs transplantation. This route has the
great advantage of transferring relatively large amounts of cells avoiding the inherent risk of
cell embolism linked to intracoronary administration. Moreover, in contrast to the local intra-
myocardial administration of cells where the underperfused myocardium makes an unfavored
environment for cell survival, the intrapericardial delivery may provide an optimal environ-
ment for maintaining cell viability.

Supporting Information

S1 Fig. Time-course of in vivo cell tracking of intrapericardially delivered pBM-MSCs by
cardiac-MRI in non-infarcted heart. SPIO magnetic signal was detected by resonance for up
to a week after injection. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology.
Images were acquired in four chamber views (A-D) and using a T2-star gradient echo image
(E-H). Representative images of the MRI performed before the injection (A,E), after 3 days (B,
F), 5 days (C,G) and 7 days post-injection (D, H) are shown. The arrows indicate the location
of SPIO signal.

(TIF)

S2 Fig. Time-course of in vivo cell tracking of intrapericardially delivered pBM-MSCs by
cardiac-MRI in an infarcted heart. SPIO magnetic signal was detected by resonance for up to
a week after injection. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology.
Images were acquired in four chamber views (A-D) and using a T2-star gradient echo image
(E-H). Representative images of the MRI performed before the injection (A,E), after 3 days (B,
F), 5 days (C,G) and 7 days post-injection (D, H) are shown. The arrows indicate the location
of SPIO signal.

(TIF)

$3 Fig. Engraftment of fluorescent-labeled pBM-MSCs in the heart. For the detection of
Vybrant-labeled cells, tissue sections were fixed, paraffin-embedded and stained using the Mas-
son’s Trichrome Staining Protocol. The engraftment of Vybrant-labeled cells was visualized
under fluorescent microscope. The A, B and C images correspond to an optical microscope
image, fluorescent microscope image and merged them respectively. Scale bar: 100 um.

(TIF)

$4 Fig. Histological section in the left ventricle from animals sacrificed at day 7 post-ad-
ministration. Tissue sections were fixed, paraffine-embedded and stained using Toluidine-
Blue (A, B) or the Masson's Trichrome staining protocol (C, D). The stainings were visualized
at 4X (left column) and 10X (right column) objective magnification. Scale bars: 500 um and
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100pum for 4X and 10X respectively.
(TIF)

S1 Video. Four chambers cine loop (T2_BTFE_BH) of non-infarcted heart at day 3 post-in-
jection. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology. Images were ac-
quired in four chamber views. SPIO nanoparticles signal can be observed in the region
corresponding to the apex and left ventricle. White intermittent arrows indicate the presence
of SPIO-labeled cells.

(3GP)

$2 Video. Long axis cine loop (T2_BTFE_BH) of non-infarcted heart at day 3 post-injec-
tion. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology. SPIO nanoparti-
cles signal can be observed in the region corresponding to the apex and left ventricle. White
intermittent arrows indicate the presence of SPIO-labeled cells.

(3GP)

$3 Video. Four chambers cine loop (T2_BTFE_BH) of an infarcted heart at day 3 post-in-
jection. The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology. Images were ac-
quired in four chamber views. SPIO nanoparticles signal can be observed in the region
corresponding to the apex and left ventricle. White intermittent arrows indicate the presence
of SPIO-labeled cells.

(3GP)

$4 Video. Long axis cine loop (T2_BTFE_BH) of an infarcted heart at day 3 post-injection.
The MRI was performed using a 1.5T magnetic resonance technology. SPIO nanoparticles sig-
nal can be observed in the region corresponding to the apex and left ventricle. White intermit-
tent arrows indicate the presence of SPIO-labeled cells.

(3GP)
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Abstract

Introduction

The intrapericardial delivery has been defined as an efficient method for pharmacological
agent delivery. Here we hypothesize that intrapericardial administration of cardiosphere-
derived cells (CDCs) may have an immunomodulatory effect providing an optimal microen-
vironment for promoting cardiac repair. To our knowledge, this is the first report studying the
effects of CDCs for myocardial repair using the intrapericardial delivery route.

Material and Methods

CDCs lines were isolated, expanded and characterized by flow cytometry and PCR. Their
differentiation ability was determined using specific culture media and differential staining.
300,000 CDCs/kg were injected into the pericardial space of a swine myocardial infarcted
model. Magnetic resonance imaging, biochemical analysis of pericardial fluid and plasma,
cytokine measurements and flow cytometry analysis were performed.

Results

Our results showed that, phenotype and differentiation behavior of porcine CDCs were
equivalent to previously described CDCs. Moreover, the intrapericardial administration of
CDCs fulfilled the safety aspects as non-adverse effects were reported. Finally, the pheno-
types of resident lymphocytes and TH1 cytokines in the pericardial fluid were significantly
altered after CDCs administration.

Conclusions

The pericardial fluid could be considered as a safe and optimal vehicle for CDCs administra-
tion. The observed changes in the studied immunological parameters could exert a
modulation in the inflammatory environment of infarcted hearts, indirectly benefiting the
endogenous cardiac repair.
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Introduction

Clinical trials are continuously demonstrating that mesenchymal stem cells and resident car-
diac stem cells are a promising cell source for regenerative therapy [1-5]. These cells fulfill the
safety requirements being particularly attractive for their low immunogenicity, multipotential-
ity and self-renewal ability [1,6,7]. The route of administration, dose, time or cell type deter-
mine the success or failure of stem cell-based therapies and their therapeutic effect [8].

At the present, most of the preclinical studies have clearly demonstrated that the retention
of transplanted cells in the heart is very low by any delivery method [9] and alternative tech-
niques and administration routes need to be investigated to ensure the viability and differen-
tiation potential as well as their homing and immunomodulatory capacity. Moreover, it
would be desirable to guarantee the implantation of cells for a period of time enough to reach
the desired therapeutic effect. In this sense, a higher retention rate may have a greater
impact on cardiac repair enabling paracrine stimulation through the release of growth fac-
tors, pro-angiogenic molecules, immunomodulatory factors, proliferative and anti-apoptotic
molecules.

Only a few reports address the question whether the intrapericardial delivery of adult stem
cells could be a safe and effective alternative to other surgical procedures. The pericardial fluid
(PF) composition is very similar to plasma and recent studies have demonstrated that it could
be considered an optimal vehicle to preserve the viability, phenotype and proliferation of bone
marrow-derived MSCs [10]. Moreover, in comparison to other routes, one positive aspect of
pericardial delivery is that pericardial fluid has a low turnover rate that may provide a long
term effect to achieve the desired therapeutic effect of stem cells.

Here we hypothesize that intrapericardial administration of cardiosphere-derived cells
(CDCs) may have an immunomodulatory effect providing an optimal microenvironment for
promoting cardiac repair. These CDCs have recently emerged as an effective cell type for car-
diovascular cell therapy. Since the first report of cardiospheres in 2004 [11] and cardiosphere-
derived cells in 2007 [12], several studies using clinically relevant large animal models have
demonstrated the beneficial effect of these cells for the damaged cardiac tissue restoration. In
these studies, the main administration routes assayed were the intracoronary infusion [13-15]
and the intramyocardial injection [16]. Nowadays, clinical trials using CDCs are being con-
ducted to test the efficacy of intracoronary-delivered CDCs [17-20]. To our knowledge, this is
the first report studying the immmunomodulatory effect of intrapericardially delivered CDCs.
More importantly, animals were followed up using magnetic resonance imaging, which is the
gold standard for functional cardiac evaluation.

Materials and Methods
Isolation of porcine cardiosphere-derived cells

All experimental protocols were approved by the Committee on the Ethics of Animal Experi-
ments of Minimally Invasive Surgery Centre and fully complied with recommendations out-
lined by the local government (Junta de Extremadura) and by the Directive 2010/63/EU of the
European Parliament on the protection of animals used for scientific purposes. All surgery was
performed under sevoflurane anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering. Car-
diosphere-derived cells (CDCs) were obtained from cardiac tissue explants of euthanized Large
White pigs. Auricular explants (1-2 g) were washed with PBS and mechanically disrupted into
1-2 mm® fragments. These fragments were washed again to eliminate cellular debris. The tissue
was then subjected to three successive enzymatic digestions with a solution of 0.2% trypsin
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(Lonza) and 0.2% collagenase IV (Sigma) in PBS at 37°C for 5 min each. Digested tissue was
washed with Complete Explant Medium (CEM) composed by 10% fetal bovine serum (FBS)
(Sigma), 1% penicillin-streptomycin (Lonza), 2 mM L-glutamine (Lonza) and 0.2 mM 2-mer-
captoethanol (Sigma) in IMDM (HyClone). Finally, explants were cultured in 90 mm Petri
plates with CEM at 37°C and 5% CO,.

After three weeks, tissue fragments were discarded and fibroblasts-like cells migrating from
tissue explants were trypsinized and seeded into 30 mm poly-D-lysine coated plates with Car-
diosphere Growing Medium (CGM), composed by 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin, 2
mM glutamine and 0.1 mM 2-mercaptoethanol in 35% IMDM and 65% DMEM-Ham’s F12
(Sigma). Under these conditions, suspended cells clusters called cardiospheres are formed, and
cells migrating from them are the CDCs. These cells were selected, seeded again into culture
flasks with CGM and expanded at 37°C and 5% CO,. CDCs at passages 5 to 10 were used for
intrapericardial delivery.

Phenotypic analysis of cardiosphere-derived cells by flow cytometry

For flow cytometric analysis, porcine CDCs were detached from culture flasks with 0.25% tryp-
sin solution and suspended in PBS containing 2% FBS. The cells were then stained with FITC-
conjugated monoclonal antibodies against human CD90 (porcine crossreactive) and FITC-
conjugated porcine monoclonal antibodies against CD29, CD31, CD44, CD45, CD61, CD105,
CD117, Sca-1, SLA-I (Swine Leukocyte Antigen class I) and SLA-II (Swine Leukocyte Antigen
class 1) from Serotec. The phenotypic analysis was performed as follows: 2x10° cells were
incubated for 30 min at 4°C with appropriate concentrations of monoclonal antibodies. The
cells were washed and resuspended in PBS. The flow cytometric analysis was performed on a
FACScalibur cytometer (BD Biosciences) after acquisition of 10> events. Cells were primarily
selected using forward and side scatter characteristics and fluorescence was analyzed using
CellQuest software (BD Biosciences). Isotype-matched negative control antibodies were used
in all the experiments. The mean relative fluorescence intensity was calculated by dividing the
mean fluorescent intensity (MFI) by the MFI of its negative control.

Molecular characterization of cardiosphere-derived cells by RT-PCR

To analyze the expression of different markers, total RNA from CDCs was isolated. For that,

1 mL of TRI-Reagent (Sigma) was added to the 24 well plates. Cells were transferred to an
Eppendorf tube, 200 uL of chloroform were added and samples were incubated for 5-10 min at
room temperature. After a centrifugation of 15 min at 12000 x g, the aqueous phase was mixed
with 500 pL of isopropanol and incubated at -80°C for 20 min to precipitate the RNA. Conse-
cutive centrifugations and ethanol washing were made. Finally, the pellet was resuspended in
DEPC-treated water.

The cDNA was synthesized from 1 pg of RNA in reverse transcription reaction for 1 h at
37°C using Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). The sequences of the PCR prim-
ers (Table 1) were designed for Sus scrofa by using the NCBI Primer-BLAST tool (www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primerblast/).

Conventional PCR amplification was performed using the Taqg DNA Polymerase Recombi-
nant kit (Invitrogen) in a PXE 0.2 thermocycler (Thermo). Gene expression levels were ana-
lyzed and normalized with the Gene Tools software (Synoptics Limited) using beta-actin
(ACTB) as a housekeeping gene. The relative quantification was made by measuring the bright-
ness intensity of each band using the GeneSnap software.
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Table 1. Sequences, melting temperatures, amplicon sizes and NCBI access numbers for the primers used in the PCR.

Gene Primers sequences Tm Amplicon Access number
(°C) (bps) (NCBI)

Stemness-related genes

KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene  5-GGCATCAGGGTGACTTCAAT-3'  59.93 128 NM_001044525.1

homolog) 5-GGTGGTTGTGACATTTGCAG-3  60.01

NANOG (nanog homeobox) 5-ATCCAGCTTGTCCCCAAAG-3' 57.32 438 NM_001129971.1
5-ATTTCATTCGCTGGTTCTGG-3'  56.40

OCT4 (POU class 5 homeobox 1) 5-AGGTGTTCAGCCAAACGACC- 60.82 335 NM_001113060.1
3
5-TGATCGTTTGCCCTTCTGGC-3'  60.96

Early cardiac differentiation-related genes

MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) 5'-TGATCAGCAGGCAAAGATTG-3'  59.95 112 NM_001044540.1
5'-AGTGAGCTGACAGGGTTGCT- 60.06
31

GATA-4 (GATA binding protein 4) 5-TCTCGGAAGGCAGAGAGTG-3'  58.43 191 NM_214293.1
5-GCAGTTGGCACAGGAGAGG-3'  60.67

Hematopoietic-related gene

CD34 (CD34 molecule) 5-GGAAACCACACCAGATGCTT-3' 58.38 164 NM_214086.1
5-AGGTCTGAGGCTGGACAGAA- 60.18
3

Mature cardiomyocytes-related genes

CX43 (gap junction protein, alpha 1, 43kDa) 5-CACCAGGTGGACTGTTTCCT-3'  59.53 151 NM_001244212.1
5-TCTTTCCCTTCACACGATCC-3'  57.24

TNNI3 (troponin | type 3 (cardiac)) 5'-ATGCCCGCGTGGACAAGGTG-  59.97 133 NM_001098599.1
31
5'-CGCAGGGTGGGCCGCTTAAA-  59.97
3/

ACTCH1 (actin, alpha, cardiac muscle 1) 5'-CTTCCAACCCACCCTTCTTT-3'  60.33 120 NM_001170517.2
5'-GTTGCAAGTCCTGGTCTGGT-3'  60.16

Growth factors-related genes

VEGFA (vascular endothelial growth factor A) 5'-ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT-3'  59.73 145 NM_214084.1
5'-TCTCTCCTATGTGCTGGCCT-3'  59.97

IGF-1 (insulin-like growth factor 1) 5'-GACGCTCTTCAGTTCGTGTG-3'  59.62 141 NM_214256.1
5'-CTCCAGCCTCCTCAGATCAC-3'  59.94

IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) 5'-CAGTCCTAGCACCTCCAAGC- 60.01 134 NM_214172.1
3/
5'-GTCTTCGGCCACCATACAGT-3'  60.00

HGFL (hepatocyte growth factor-like protein homolog) 5'-GGGGACGATACTGTCCTGAA- 59.93 109 XM_001924610.1
3!
5-GTCCCTCAGTGCACATCTCA-3'  59.83

FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2) 5'-AAACACGTGGAAAAGAACGG- 60.01 118 NM_001099924.1
31
5'-TCACATTGAACAGAGCCAGC-3'  59.99

TGFB1 (transforming growth factor, beta 1) 5'-TTAACGGGTTCAATTCTGGC-3'  59.94 145 NM_214015.1
5'-TAGTTGGTATCCAGGGCTCG-3'  60.09

Housekeeping gene

ACTB (actin, beta) 5'-TGCGCAGAAAATGAGATGAG- 60.10 136 AY550069.1
31

! 5'-CACCTTCACCGTTCCAGTTT-3'  60.01

doi:10.1371/journal.pone.0149001.t001
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Adipogenic, chondrogenic and osteogenic differentiation of porcine
cardiosphere-derived cells

The differentiation of CDCs was performed when the cells reached 80% of confluence with
media replacement every third day. Standard published protocols were used to promote osteo-
genic [21], adipogenic [22] and chondrogenic differentiation [23]. Oil Red O Staining was per-
formed for adipogenic cultures, the Alcian Blue 8GX staining was performed for chondrogenic
cultures and Alizarin Red § staining was performed for osteogenic differentiation. Differenti-
ated cells were observed by optical microscopy.

Myocardial infarction model creation

Four Large White pigs were housed in the animal facility at Minimally Invasive Surgery Centre
and used for all experimental procedures. Animals were aged between 3-4 months and
weighed between 30-35 kilograms. Animal care and all experimental procedures were
approved by the ethics committee for animal research of the local government. All surgical pro-
cedures were performed under anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.
Each animal was premedicated with diazepam 0.1 mg/kg, ketamine 10 mg/kg, and atropine
0.01 mg/kg intramuscularly. Intravenous hydration with normal saline was established by cath-
eterization of the auricular vein with 18-22 gauge needles (Abbott) and maintained during
procedures. Induction of anesthesia was performed intravenously with 2 mg/kg of propofol.
After the pig was endotracheally intubated, it was connected to a system for anesthesia
(Ohmeda Excel 210) and a mechanical ventilator Ohmeda 7800 (Ohmeda). Anesthesia was
maintained with 2.0%%-2.5% halothane, and blood pressure, electrocardiogram, O, satura-
tion, and end tidal CO, were monitored closely throughout the procedure. The pigs were fixed
on the operating table in the supine position with cranial and caudal extension of the limbs.
The thorax and upper abdomen were shaved and draped in a sterile fashion. Continuous infu-
sion of lidocaine at rate of 1 mg/kg/h (Braun Medical) was used through the procedure. Sys-
temic heparin was injected intravenously (150 UI/kg) prior to percutaneous sheath placement.
Under aseptic conditions, a right femoral arterial access was established using the Seldinger
technique and a 7 Fr introducer sheat (Terumo) was placed percutaneously into the femoral
artery. Under fluoroscopic guidance (Philips Mobile Digital Angiographic System-BV Pulsera,
Philips Medical System), a 6 Fr hockey stick guiding Mach 1 catheter (Boston Scientific Corpo-
ration) was introduced and placed at the origin of the left coronary artery. Coronary angio-
grams were obtained in the 40° left anterior oblique projection to better demonstrate the length
of the Left Anterior Descending artery (LAD), and a 0.0014 coronary Hi-torque guidewire
(Abbott Vascular) was advanced inside the LAD. After measuring the diameter of the LAD
immediately below the origin of the first diagonal, an over-the-wire PTCA balloon of appropri-
ate diameter (typically 3mm) (Apex OTW, Boston Scientific) was advanced to this location
and inflated to occlude the LAD flow for 90 min. A lidocaine bolus was also administered
immediately before balloon inflation and deflation. Upon balloon deflation, the coronary artery
was checked for patency by repeating angiogram. Animals were maintained fully monitored
under general anesthesia for 45 min after infarct induction, in order to treat any malignant
arrhythmias that may ensue.

Magnetic Resonance Imaging (MRI)

Cardiac MRI was performed before the creation of the porcine infarct model, 7 weeks post-
myocardial infarction (just before CDCs administration), and then at day 7 and 30 post-CDCs
administration (see Fig 1), using a 1.5 T MR system (Intera 1.5T Philips Medical System). All
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Fig 1. Experimental design. Seven weeks after infarct model creation, CDCs were intrapericardially injected. 30 days after CDCs administration, animals
were euthanized. MRI was performed on days 0 (before CDCs administration), 7 and 30. On days 0 and 30, blood and pericardial fluid samples were
collected for flow cytometry, biochemical analysis and cytokine determinations.

doi:10.1371/journal.pone.0149001.g001

imaging was performed under general anesthesia using retrospective cardiac gating with the
animal in sterna decubitus and a four elements phase array coil was placed around the animal
chest. Images were acquired in the intrinsic cardiac planes: short axis, long axis and four cham-
ber views. For measurement of ventricular function and mass breath hold balanced SSFP, cine
images were obtained over the entire ventricle. For infarct size measurements, images were
acquired 5-15 min after the injection of 0.2 mmol/kg of a gadolinium-based contrast agent
using a breath hold 3D gradient-echo inversion-recovery sequence. MR images were analyzed
for ejection fraction, end diastolic and systolic volumes, mass and infarct size. In order to per-
form a robust comparison and avoid the influence of the animal’s growth on the results, vol-
ume data were indexed y Body Surface Area (BSA), using the weight-based formula described
by Kelley [24]. All determinations were performed by an investigator blinded to the group
allocation.

Intrapericardial administration of CDCs

Seven weeks after myocardial infarction model creation, each animal was pre-medicated with
diazepam 0.3 mg/kg and ketamine 10 mg/kg intramuscularly. Intravenous hydration with nor-
mal saline was established by catheterization of the auricular vein with 18-20 gauge needles
(Abbott) and maintained during procedures. Induction of anesthesia was performed intrave-
nously with 2 mg/kg of propofol. After the pig was endotracheally intubated, it was connected
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to a system for anesthesia (Leon Plus, Heinen+Lowenstein). Anesthesia was maintained with
1.8%-2% sevofluorane, and blood pressure, electrocardiogram, O, saturation, and end tidal
CO, were monitored closely throughout the procedure. The pigs were fixed on the operating
table and thorax and upper abdomen were shaved and draped in a sterile fashion. An injection
0f 300,000 CDCs/kg in 5 mL of Hypothermosol (BioLife Solutions) was performed via thora-
cotomy using an Abbocath®)-T 20G catheter (Hospira). The incision was closed in layers and
the animals were allowed to recover.

Tissue sampling

The animals were euthanized 4 weeks post-CDCs administration by a lethal dose of potassium
chloride (1-2 mmol/kg) while under deep anesthesia, as recommended by the American Veter-
inary Medical Association (AVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition.
Available at: https://www.avma.org/kb/policies/documents/ euthanasia.pdf). The hearts were
firstly examined in situ. Gross visual inspection was focused on possible complications associ-
ated with the procedures and potential damages to the pericardium, epicardium and surround-
ing structures in the mediastinum.

Biochemical analysis of pericardial fluid and plasma

Before intrapericardial administration of CDCs, blood and pericardial fluid (PF) samples from
animals were collected. The PF was aspirated from the pericardial cavity using an Abbocath®)-
T 20G catheter. The PF was centrifuged for 5 min at 450 x g. To determine their biochemical
composition (albumin, alkaline phosphatase, total bilirubin, cholesterol, creatinine, gamma-
glutamyl transferase, glucose, glutamic oxaloacetic transaminase, glutamic-pyruvic transami-
nase, HDL cholesterol, LDL cholesterol, reactive C protein, total proteins, triglycerides, urea
and calcium concentrations), the pellet was used for FACS analysis and the supernatants for
subsequent biochemical analyses were centrifuged and passed through a 0.22 um filter to
remove cell debris. Plasma samples and PF supernatants were processed in the random access
clinical analyzer Metrolab 330 (Metrolab S.A.). At day 30 after CDCs administration, these
sampling and determinations were repeated and the initial and final measurements were
compared.

Cytokines analysis

The pericardial fluid supernatants and plasma samples were stored at -80°C until further pro-
cessing. Cytokines levels of IFNo, IFNy, IL-1b, IL-10, IL-12p40, IL-4, IL-6, IL-8 and TNFo
were analyzed using the Luminex xMAP technology, a multiplexed sandwich immunoassay.
The measurements were determined using the ProcartaPlex Porcine Cytokine & Chemokine
Panel 1 (catalog number EPX090-60829-901) according to the manufacturer’s instructions
(eBioscience). The concentrations of the different cytokines were expressed as pg/mL, and cal-
culated according to a standard curve.

Flow cytometry analysis of peripheral blood lymphocytes and pericardial
fluid cells

Peripheral blood lymphocytes (PBLs) were isolated from blood samples collected before intra-
pericardial administration of CDCs (7 weeks post-infarction) and before euthanasia (30 days
after intrapericardial CDCs administration). PBLs were obtained by centrifugation over Histo-
paque-1077 (Sigma) and washed twice with PBS. The PBLs were frozen and stored in liquid
nitrogen. For in vitro experiments, cell aliquots were thawed at 37°C, added to 10 mL of
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DMEM and centrifuged at 1500 rpm for 5 min to eliminate DMSO. Pellet was resuspended in
PBS for immediate FACS analysis.

For flow cytometric analysis of PBLs and pericardial fluid cells, the cells were resuspended
in PBS containing 2% FBS and stained with monoclonal antibodies against porcine CD3, CD4,
CD8 and CD16 (Serotec). The cytometric analysis was performed as follows: 2x10° cells were
incubated for 30 min at 4°C with appropriate concentrations of monoclonal antibodies. The
cells were washed and resuspended in PBS. The flow cytometric analysis was performed on a
FACScalibur cytometer (BD Biosciences) after acquisition of 10° events. Cells were primarily
selected using forward and side scatter characteristics. The percentage of CD4" T cells (CD3"*
CD4"),CD 8" T cells (CD3" CD8"), NK cells (CD3" CD16") and CD8" T cells expressing
CD16 (CD16" on gated CD3" CD8" cells) were analyzed using CellQuest software (BD Biosci-
ences). Isotype-matched negative control antibodies were used in all the experiments.

Statistical analysis

Data were statistically analyzed using the Mann Whitney U test for variables with no paramet-
ric distribution. All p-values < 0.05 were considered statistically significant. All the statistical
determinations were made using SPSS-21 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results and Discussion

The appropriate route for cell administration is a fundamental step for the success of cardiovas-
cular stem cell-based therapies. Many clinical trials are being conducted using different admin-
istration routes and several advantages or disadvantages have been attributed to any of these
routes. In the clinical setting of myocardial infarction, percutaneous coronary intervention is
routinely performed since early reperfusion therapy for occluded coronary arteries is the main
therapeutic strategy. So, intracoronary stem cell therapy is easily and widely applied, compared
to other delivery methods [25]. Actually, endoluminal strategies are especially suited for the
treatment of myocardial infarct in the acute phase, which is coincident with a high expression
of chemoattractants and cell adhesion molecules [26]. However, intracoronary delivery has cer-
tain disadvantages: the immediate retention of cells is low, presumably because of rapid wash
out of cells. Moreover, microvascular occlusion can occur when large cells such as MSCs, or
CDCs are infused [27,28]. Another option here would be the intravenous infusion, which is the
most simple method for stem cell delivery, but its retention rate is very low [29].

On the other hand, intramyocardial injection has been considered to be an optimal route
for cell delivery in patients with chronic myocardial ischemia which corresponds to a low
expression of cell homing signals such as chemoattractants and cell adhesion molecules. This
administration route appears to have a higher retention rate but there is a significant loss of
transplanted cells due to myocardial contraction [30]. Moreover, intramyocardial administra-
tion into ischemic or scarred myocardium could create clusters of cells isolated from the nor-
mal architecture and therefore with limited blood supply, which could lead to poor cell survival
[26]. For these reasons, different delivery routes could provide the answer to different clinical
scenarios.

Intrapericardial administration could help to overcome the disadvantages of intramyocar-
dial injection, since there is no aggression to the myocardium and the distribution of cells is
homogeneous. Moreover, similarly to intramyocardial injection, this administration route
would only be feasible on stable patients, and therefore not recommended in the acute setting,
since it involves a surgical procedure which necessarily requires cardiovascular stability. In
summary, an acute myocardial infarction model where the cells are administered at an early
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stage would not be the more suited for intrapericardial administration; on the contrary a more
chronic scenario may provide the ideal setting in terms of stability and safety.

Our research group has recently evaluated the biodistribution pattern of intrapericardially
administered MSCs in a clinically relevant large animal model. Our studies were performed on
infarcted and non-infarcted animals and in vivo tracking of intrapericardially administered
MSCs was performed by magnetic resonance imaging (MRI). In this study, we demonstrated
that intrapericardial administration is a safe route for MSCs transplantation. This route has the
great advantage of transferring relatively large amounts of cells without adverse effects. More-
over, the pericardial fluid provided an optimal environment for maintaining cell viability [10].

Once demonstrated the safety and biodistribution of intrapericardially administered cells,
one important question to be answered was whether or not the intrapericardial administration
of stem cells could mediate a local immunomodulatory effect. In this sense, the main objective
of this work has been mainly focused on the evaluation of different immunological parameters
in a clinically relevant animal model of acute myocardial infarction.

Our first sets of experiments were conducted in the isolation, expansion and characteriza-
tion of porcine cardiosphere-derived stem cells (CDCs). These cells were obtained from cardiac
tissue explants and the stromal-like cells migrating from the explants (Fig 2A) were expanded
according to standardized protocols described by the group of Marban et al. [12]. In contrast to
our previous study where bone marrow derived stem cells were intrapericardially administered
for the evaluation of safety and biodistribution of stem cells, here we have chosen CDCs
because of their highly promising results reported from the first clinical trials. These clinical tri-
als are currently being conducted using autologous CDCs in the setting of heart failure, either
after coronary artery bypass grafting [31,32] (SCIPIO trial, NCT00474461) or after coronary
stenting [17,18] (CADUCEUS trial, NCT00893360).

The phenotypical characterization of porcine CDCs by flow cytometry (Fig 2B), RT-PCR
analysis (Fig 2C) and differentiation assays (Fig 2D) demonstrated that these cells were similar
or at least equivalent to those porcine CDCs described by the group of Marban et al [12]. In the
phenotypic characterization by flow cytometry they resulted positive for the expression of
CD29, CD44, CD90, CD117, Sca-1 and SLA-I, and negative for the expression of CD31, CD45,
CD61 and SLA-II. In the PCR analysis, they showed a positive expression of multipotential
markers, early cardiac differentiation markers and mature cardiomyocytes markers, as well as
different growth factors and their receptors. Finally, differentiation assay demonstrated their
differentiation behaviour towards adipogenic, chondrogenic and osteogenic lineages.

Our porcine CDCs were in vitro expanded and detached from culture flasks at the day of
intrapericardial administration. This allowed us to ensure the viability and the maintenance of
proliferative behaviour of intrapericardially administered cells. To ensure the safety of our
approach, we previously performed a pilot study in infarcted swine. The cardiac MRI did not
show any evidence of adverse effects or cardiac toxicity when cells were intrapericardially
administered at day 7 post-infarction (data not shown).

Non-adverse effects were noted during the surgical procedure and euthanized animals
showed a normal conformation of tissues, with few pericardial adherences to thoracic wall due
to the surgical intervention (data not shown). Considering that safety is a major issue in cardio-
vascular stem cell therapy, our findings suggest that intrapericardial delivery is a safe route for
transplantation of allogenic CDCs. These results are in agreement with previous reports where
the combined usage of adult stem cells and different biomaterials were safely administered by
this route [33,34].

Once confirmed the safety aspects of intrapericardial administration using porcine CDCs,
we aimed to compare the phenotype profile of resident lymphocytes in the pericardial fluid
immediately before CDCs administration and 30 days post-administration (Fig 3). In this
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Fig 2. Characterization of cardiosphere-derived cells. CDCs were isolated from cardiac tissue explants of healthy pigs. The figure A shows explants in
culture with some fibroblast-like cells migrating from them (A.1), cardiospheres with CDCs migrating from them (A.Il) and CDCs in culture (A.lll). Figure B
shows the phenotypic analysis of CDCs by flow cytometry. Representative histograms together with the expression levels are shown. The expression level of
cell surface markers is represented as Mean Relative Fluorescence Intensity (MRFI), which is calculated by dividing the Mean Fluorescent Intensity (MFI)
(black lined histogram) by its negative control (grey lined histogram). Figure C corresponds to gene expression analysis by conventional RT-PCR.

Mean + SD of three different experiments are shown. Data are expressed as expression percentage referred to ACTB, used as control. The relative
quantification was made by measuring the brightness intensity of each band with GeneSnap software. A representative image of one of the experiments is
shown above. Figure D shows the differentiation potential of CDCs. Cells were maintained for 21 days with standard medium (control) (D.l) or with specific
differentiation media for adipogenic, chondrogenic and osteogenic lineages. Differentiation was evidenced by specific stainings: Oil Red O for adipocytes (D.
1), Alcian Blue for chondrocytes (D.Ill) and Alizarin Red S for osteocytes (D.IV).

doi:10.1371/journal.pone.0149001.g002

analysis, our interest was mainly focused in the quantification of lymphocyte subpopulations
and the expression of lymphocyte activation markers. The statistical comparison of pericardial
fluid lymphocytes showed that the percentage of CD4" T cells was significantly increased after
CDCs administration (Fig 3A). However, CD8" T cells and NK cells were unaffected by the
intrapericardial administration of CDCs (Fig 3B and 3C). Previous reports have demonstrated
an induction of CD4*CD25"Foxp3" Tregs by allogeneic administration of MSCs [35]. Our cur-
rent results may indicate that the expanded subset of CD4 T cells may correspond to in vivo
expanded Tregs, however, this hypothesis should be further confirmed by RT-PCR.
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Fig 3. Lymphocyte subsets distribution in peripheral blood and pericardial fluid. Pericardial fluid lymphocytes (PFLs) and peripheral blood
lymphocytes (PBLs) were collected before CDCs administration and 30 days post-administration for flow cytometry analysis. * Statistically significant
differences (p<0.05) between different time points (n = 4). 1 Statistically significant differences (p<0.05) between PFLs and PBLs in the same time point
(n=4).

doi:10.1371/journal.pone.0149001.9003

The analysis of activation markers in lymphocyte subsets was focused on the expression of
CD16 protein in the surface of CD8" T cells. Here we showed that, the percentage of CD8" T
cells expressing CD16 in the pericardial fluid was significantly decreased after intrapericardial
CDCs administration (Fig 3D). These CD8" T cells expressing CD16 have been considered as
terminally differentiated effector T cells [36] and positive for perforin as specifically described
in pigs [37]. Based on these results, here we hypothesize that the increased percentage of CD8*
T cells expressing CD16 in the pericardial fluid (measured at 7 weeks post-infarction) could be
the consequence of inflammatory microenvironment linked to myocardial infarction. More-
over, the significant decrease of CD8" T cells expressing CD16 towards similar levels (mea-
sured at day 30 post-administration) would be the consequence of the immunomodulatory
activity of CDCs exerted under inflammatory conditions [38].
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In bibliography, it has been demonstrated in a large cohort of patients that activated lym-
phocytes with a “special immunophenotype” are frequently found in the pericardial fluid of
patients undergoing open cardiac operation with different forms of heart disease [39]. Our
results are in agreement with this observation. Indeed, here we found that the percentage and
phenotype of CD4" and CD8" T cells in the pericardial fluid of infarcted animals is signifi-
cantly different to the percentage and phenotype of CD4" and CD8" T cells in peripheral blood
(Fig 3A and 3B).

Additional biochemical parameters were studied in pericardial fluids from infarcted animals
prior to CDCs administration and 30 days post-administration. Most of the biochemical
parameters were unaffected by the intrapericardial administration of CDCs and significant dif-
ferences were only observed in the quantification of alkaline phosphatase, creatinine, gamma-
glutamyl transferase (GGT) and total proteins (Table 2). The alkaline phosphatase is present in
many human tissues and has been defined as a well-known marker for bone marrow-derived
MSCs and embryonic stem cells [40-42]. Possibly, the increase of alkaline phosphatase in the
pericardial fluid could be interpreted as a consequence of the presence of CDCs in the pericar-
dial fluid. Apart from alkaline phosphatase, an augmentation of total protein was also found in
pericardial fluid after CDCs administration. This increase is probably due to the presence of
transferred cells, or to the paracrine-released proteins from these cells. Finally, it is important
to discuss the decrease of GGT observed in the pericardial fluid. The levels of GGT in serum
have been used to predict coronary heart disease in a large cohort of patients, especially, a
stronger association was found in subjects aged less than 60 years [43]. The GGT levels have
been shown to be a predictive marker in the development of cardiovascular disease [44]. More-
over, there is a relationship between serum GGT level and coronary blood flow [45] and a clear
association between this enzyme with severity of heart failure [46]. According to these clinical

Table 2. Biochemical analysis of pericardial fluid before and after CDCs administration.

Pericardial fluid

Pre-CDCs Post-CDCs

Albumin (g/dL) 0.84+ 0.23 1.09+ 0.42

Alkaline phosphatase (U/L)* 14.00+ 5.29 20.67+ 6.03
Total bilirubin (mg/dL) 0.03+ 0.03 0.06+ 0.01
Cholesterol (mg/dL) 9.67+ 4.62 12.33+ 6.81
Creatinine (mg/dL)* 1.35+ 0.26 1.83+0.35
GGT (U/L)* 24.33+ 10.02 15.33+ 6.35

Glucose (mg/dL) 91.67+£5.77 86.33+ 1.53

GOT (UL) 12.33+ 2.08 13.33+ 8.50

GPT (ULL) 0.00+ 0.00 0.50+ 0.71

HDL cholesterol (mg/dL) 517+ 1.67 5.73+1.79
LDL cholesterol (mg/dL) 7.49+ 1.81 8.60+ 4.14
CRP (mg/L) 0.39+ 0.54 0.70+ 0.46

Total protein (g/dL)* 1.73% 0.45 2.18+ 0.60
Triglycerides (mg/dL) 5.00+ 2.00 11.67+ 8.14
Urea (mg/dL) 17.40+ 8.62 22.53+ 3.34

Calcium (mg/dL) 4.60+ 1.04 517+ 1.71

GGT: gamma-glutamyl transferase; GOT: glutamic oxaloacetic transaminase; GPT: glutamic-pyruvic
transaminase; CRP: C-reactive protein.
*p <0.05 in a paired Student's t-test (n = 4).

doi:10.1371/journal pone.0149001.t002
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findings, and taking into account that here we quantified CGT in the pericardial fluid (not in
serum), we could assume that this significant decrease could be considered as a good prognosis
indicator that may reflect an improvement of heart function.

Apart from the analysis of leukocyte subsets and biochemical parameters in the pericardial
fluid, here we aimed to determine the effect of intrapericardial administration of CDCs in the
cytokine microenvironment. The limited availability of porcine-specific monoclonal antibodies
did not provide a deep analysis of immune status in the pericardial fluid. Besides of this limita-
tion, here we aimed to quantify a commercially available panel of TH1/TH2 cytokines in peri-
cardial fluid and plasma samples from infarcted animals with intrapericardially administered
CDCs. These samples were obtained from animals immediately before CDCs administration
and 30 days post-intrapericardial administration. Again, the limited availability of porcine-spe-
cific reagents for cytokines was an important limitation and Luminex technology allowed us
the quantification of only nine cytokines. The following panel of cytokines was measured: IL-
1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IFN-alpha, IFN-gamma and TNF-alpha.

Our results demonstrated that, only four out of nine cytokines were detectable by this
method. In comparison to plasma samples, the IL-12p40 was found to be less abundant in peri-
cardial fluid. The IL-12p40 levels only showed a trend to increase (p = 0.06) when pericardial
fluids were compared (pre- and post- CDCs administration) (Fig 4A). The IL-12p40 is a com-
ponent of IL-12 and IL-23, so the increase of this protein in the pericardial fluid may provide a
negative feedback by competitively binding to the IL-12 receptor [47].

Similarly to IL-12p40, the TNF-alpha was more abundant in plasma than in pericardial flu-
ids and no differences were found between pre- and post-administration. There were non-sta-
tistical differences when compared plasma and pericardial fluid samples (Fig 4B).

Contrarily to IL-12p40 and TNF-alpha, the IL-8 was found to be more abundant in pericar-
dial fluid than in plasma (Fig 4C). These results are in agreement with similar studies per-
formed in patients undergoing coronary artery surgery [48]. Moreover, considering that this
chemokine has been linked to a local inflammatory process in patients with pericardial effu-
sions [49], the presence of this chemokine could be the consequence of inflammatory response
usually linked to an acute myocardial infarct [50].

Finally, our results showed a very significant difference when IFN-alpha levels were com-
pared in pericardial fluids. Indeed, the IFN-alpha level was significantly reduced in after intra-
pericardial administration (Fig 4D). This cytokine is known to be secreted by fibroblasts,
monocytes, macrophages, dendritic cells, natural killer but also by T cells [51] and the signifi-
cant decrease of this cytokine in the pericardial sac could be the reflection of an overall
improvement in terms of inflammatory activation. The association between IFN-alpha and
pericarditis has been reported in clinical settings where the pericarditis was related to inter-
feron alpha therapies [52-54].

Regarding to the evolution of cardiac function parameters, magnetic resonance imaging was
performed at day 0 (7 weeks post-myocardial infarction), days 7 and 30 post-intrapericardial
administration. This technique has been recently used by Malliaras et al. in porcine infarct
models to evaluate stem cell therapies which confirmed the usefulness of this technique for
monitoring regenerative efficacy [55]. Our results showed no significant differences among
untreated animals (day 0) and treated animals in terms of cardiac parameters (Table 3 and
Fig 5). Contrarily to the significant changes reported in the inflammatory status after intraperi-
cardial administration of CDCs (both in phenotype of peripheral fluid lymphocytes and
inflammatory cytokines), the absence of an improvement of cardiac function could be the con-
sequence of using a 7 weeks infarcted animal. This model is considered as a chronic myocardial
infarct model and the size and chronicity of the infarct becomes a serious obstacle to identify
changes in the cardiac function. Future studies will be performed in order to adequate this
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Fig 4. Cytokines levels in pericardial fluid and plasma samples. Cytokines levels were determined before CDCs administration and 30 days post-

administration using the Luminex xMAP technology. * Statistically significant differences (0<0.05) between different time points (n = 4). t Statistically
significant differences (p<0.05) between PF and plasma in the same time point (n = 4).

doi:10.1371/journal.pone.0149001.g004

Table 3. Cardiac parameters calculated from MRI exams performed through the study.

Day 0 (pre-administration)

Day 7 Day 30
Weight (kg) 43.50+ 2.65 4475+ 1.89 57.25+ 3.09
EF (%) 39.40+ 11.40 36.20+ 8.56 402+ 12.23
EDVi (mL/m?) 120.63+ 30.69 12218+ 34.72 106.30+ 21.63
ESVi (mL/m?) 75.70+ 32.01 80.03+ 32.24 65.18+ 26.04
% Infarct 12,25+ 2.87 12,5+ 2.64 12,25+ 4.65
Infarct mass (g) 10.18% 4.05 10.92+ 4.38 873+ 4.12

Data presented as mean + standard deviation (n = 4). EF: Ejection fraction. EDVi: End diastolic volume
indexed to body surface area. ESVi: End systolic volume indexed to body surface area.

doi:10.1371/journal.pone.0149001.t003
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Fig 5. Cardiac magnetic resonance imaging. Cardiac function was measured with cardiac magnetic resonance imaging. The panel A represent a
representative image of the measurement of the thickness of the infarcted (septum) and healthy lateral free wall in end diastolic short axis views. B and C
graphics represent the infarct area and the ejection fraction measurements, respectively, obtained on days 0 (before CDCs administration), 7 and 30. The
lower boundary of the box indicates the 25th percentile and the upper boundary the 75th percentile. Bars above and below the box indicate the 90th and 10th
percentiles. The line within the box marks the median. No statistically significant differences were found between groups (n = 4).

doi:10.1371/journal.pone.0149001.g005

therapy to the chronic infarct model, which provides the ideal settings for the study of this
administration route in terms of stability and safety.

Acknowledgments

Technical and human support provided by Facility of Bioscience Applied Techniques of
SAIUEXx (financed by UEX, Junta de Extremadura, MICINN, FEDER and FSE).

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: RB FMSM JGC. Performed the experiments: RB VA
JM VC CB. Analyzed the data: RB VA VC CB FMSM JGC. Wrote the paper: RB FMSM JGC.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0149001 February 11,2016 15/18

201



ANEXO |

@ PLOS | on

Intrapericardial Administration of CDCs: An Immunological Study

References

%

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Williams AR, Hare JM. Mesenchymal stem cells: biology, pathophysiology, translational findings, and
therapeutic implications for cardiac disease. Circ Res. 2011; 109: 923-940. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.111.243147 PMID: 21960725

Sheng CC, Zhou L, Hao J. Current stem cell delivery methods for myocardial repair. BioMed Res Int.
2013; 2013: 547902. doi: 10.1155/2013/547902 PMID: 23509740

Mazo M, Gavira JJ, Pelacho B, Prosper F. Adipose-derived stem cells for myocardial infarction. J Cardi-
ovasc Transl Res. 2011; 4: 145-153. doi: 10.1007/s12265-010-9246-y PMID: 21116883

Lalu MM, Mclntyre L, Pugliese C, Fergusson D, Winston BW, Marshall JC, et al. Safety of cell therapy
with mesenchymal stromal cells (SafeCell): a systematic review and meta-analysis of clinical trials.
PloS One. 2012; 7: €47559. doi: 10.1371/journal.pone.0047559 PMID: 23133515

Trivedi P, Tray N, Nguyen T, Nigam N, Gallicano Gl. Mesenchymal stem cell therapy for treatment of
cardiovascular disease: helping people sooner or later. Stem Cells Dev. 2010; 19: 1109-1120. doi: 10.
1089/scd.2009.0465 PMID: 20092388

Hoogduijn MJ, Roemeling-van Rhijn M, Korevaar SS, Engela AU, Weimar W, Baan CC. Immunological
aspects of allogeneic and autologous mesenchymal stem cell therapies. Hum Gene Ther. 2011; 22:
1587-1591. doi: 10.1089/hum.2011.039 PMID: 21732766

Gebler A, Zabel O, Seliger B. The immunomodulatory capacity of mesenchymal stem cells. Trends Mol
Med. 2012; 18: 128—134. doi: 10.1016/j.molmed.2011.10.004 PMID: 22118960

Huang NF, Lam A, Fang Q, Sievers RE, Li S, Lee RJ. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells in
fibrin augment angiogenesis in the chronically infarcted myocardium. Regen Med. 2009; 4: 527-538.
doi: 10.2217/rme.09.32 PMID: 19580402

Fukushima S, Sawa Y, Suzuki K. Choice of cell-delivery route for successful cell transplantation ther-
apy for the heart. Future Cardiol. 2013; 9: 215-227. doi: 10.2217/fca.12.85 PMID: 23463974

Blazquez R, Sanchez-Margallo FM, Criséstomo V, Baez C, Maestre J, Garcia-Lindo M, et al. Intraperi-
cardial administration of mesenchymal stem cells in a large animal model: a bio-distribution analysis.
PloS One. 2015; 10: e0122377. doi: 10.1371/journal.pone.0122377 PMID: 25816232

Messina E, De Angelis L, Frati G, Morrone S, Chimenti S, Fiordaliso F, et al. Isolation and expansion of
adult cardiac stem cells from human and murine heart. Circ Res. 2004; 95: 911-921. PMID: 15472116

Smith RR, Barile L, Cho HC, Leppo MK, Hare JM, Messina E, et al. Regenerative Potential of Cardio-
sphere-Derived Cells Expanded From Percutaneous Endomyocardial Biopsy Specimens. Circulation.
2007; 115: 896-908. PMID: 17283259

Johnston PV, Sasano T, Mills K, Evers R, Lee S-T, Smith RR, et al. Engraftment, differentiation, and
functional benefits of autologous cardiosphere-derived cells in porcine ischemic cardiomyopathy. Cir-
culation. 2009; 120: 1075-1083. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.108.816058 PMID: 19738142

Kanazawa H, Tseliou E, Malliaras K, Yee K, Dawkins JF, De Couto G, et al. Cellular postconditioning:
allogeneic cardiosphere-derived cells reduce infarct size and attenuate microvascular obstruction
when administered after reperfusion in pigs with acute myocardial infarction. Circ Heart Fail. 2015; 8:
322-332. doi: 10.1161/CIRCHEARTFAILURE.114.001484 PMID: 25587096

Suzuki G, Weil BR, Leiker MM, Ribbeck AE, Young RF, Cimato TR, et al. Global intracoronary infusion
of allogeneic cardiosphere-derived cells improves ventricular function and stimulates endogenous
myocyte regeneration throughout the heart in swine with hibernating myocardium. PloS One. 2014; 9:
e113009. doi: 10.1371/journal.pone.0113009 PMID: 25402428

Lee S-T, White AJ, Matsushita S, Malliaras K, Steenbergen C, Zhang Y, et al. Intramyocardial injection
of autologous cardiospheres or cardiosphere-derived cells preserves function and minimizes adverse
ventricular remodeling in pigs with heart failure post-myocardial infarction. J Am Coll Cardiol. 2011; 57:
455-465. doi: 10.1016/j.jacc.2010.07.049 PMID: 21251587

Makkar RR, Smith RR, Cheng K, Malliaras K, Thomson LE, Berman D, et al. Intracoronary cardio-
sphere-derived cells for heart regeneration after myocardial infarction (CADUCEUS): a prospective,
randomised phase 1 trial. The Lancet. 2012; 379: 895-904.

Malliaras K, Makkar RR, Smith RR, Cheng K, Wu E, Bonow RO, et al. Intracoronary cardiosphere-
derived cells after myocardial infarction: evidence of therapeutic regeneration in the final 1-year results
of the CADUCEUS trial (CArdiosphere-Derived aUtologous stem CElls to reverse ventricUlar dySfunc-
tion). J Am Coll Cardiol. 2014; 63: 110-122. doi: 10.1016/}.jacc.2013.08.724 PMID: 24036024

Ishigami S, Ohtsuki S, Tarui S, Ousaka D, Eitoku T, Kondo M, et al. Intracoronary autologous cardiac
progenitor cell transfer in patients with hypoplastic left heart syndrome: the TICAP prospective phase 1
controlled trial. Circ Res. 2015; 116: 653-664. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.116.304671 PMID:
25403163

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0149001

February 11,2016 16/18

202



Publicaciones recogidas en esta tesis

@ PLOS | on

Intrapericardial Administration of CDCs: An Immunological Study

20.

21.

22.

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Smith RR, Marban E, Marban L. Enhancing retention and efficacy of cardiosphere-derived cells admin-
istered after myocardial infarction using a hyaluronan-gelatin hydrogel. Biomatter. 2013; 3: €24490. doi:
10.4161/biom.24490 PMID: 23538511

Jaiswal N, Haynesworth SE, Caplan Al, Bruder SP. Osteogenic differentiation of purified, culture-
expanded human mesenchymal stem cells in vitro. J Cell Biochem. 1997; 64: 295-312. PMID:
9027589

Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD, et al. Multilineage potential of
adult human mesenchymal stem cells. Science. 1999; 284: 143-147. PMID: 10102814

Mackay AM, Beck SC, Murphy JM, Barry FP, Chichester CO, Pittenger MF. Chondrogenic differentia-
tion of cultured human mesenchymal stem cells from marrow. Tissue Eng. 1998; 4: 415-428. PMID:
9916173

Kelley KW, Curtis SE, Marzan GT, Karara HM, Anderson CR. Body surface area of female swine. J
Anim Sci. 1973; 36: 927-930. PMID: 4703721

Kwon Y-W, Yang H-M, Cho H-J. Cell Therapy for Myocardial Infarction. Int J Stem Cells. 2010; 3: 8-15.
PMID: 24855535

Wollert KC, Drexler H. Clinical Applications of Stem Cells for the Heart. Circ Res. 2005; 96: 151-163.
PMID: 15692093

Sanganalmath SK, Bolli R. Cell therapy for heart failure: a comprehensive overview of experimental
and clinical studies, current challenges, and future directions. Circ Res. 2013; 113: 810-834. doi: 10.
1161/CIRCRESAHA.113.300219 PMID: 23989721

Freyman T, Polin G, Osman H, Crary J, Lu M, Cheng L, et al. A quantitative, randomized study evaluat-
ing three methods of mesenchymal stem cell delivery following myocardial infarction. Eur Heart J.
2006; 27: 1114-1122. PMID: 16510464

Dib N, Khawaja H, Varner S, McCarthy M, Campbell A. Cell therapy for cardiovascular disease: a com-
parison of methods of delivery. J Cardiovasc Transl Res. 2011; 4: 177-181. doi: 10.1007/s12265-010-
9253-z PMID: 21181320

Van Ramshorst J, Rodrigo SF, Schalij MJ, Beeres SLMA, Bax JJ, Atsma DE. Bone marrow cell injec-
tion for chronic myocardial ischemia: the past and the future. J Cardiovasc Transl Res. 2011; 4: 182—
191. doi: 10.1007/s12265-010-9249-8 PMID: 21213093

Bolli R, Chugh AR, D’Amario D, Loughran JH, Stoddard MF, lkram S, et al. Cardiac stem cells in
patients with ischaemic cardiomyopathy (SCIPIO): initial results of a randomised phase 1 trial. The Lan-
cet. 2011; 378: 1847-1857.

Chugh AR, Beache GM, Loughran JH, Mewton N, EImore JB, Kajstura J, et al. Administration of cardiac
stem cells in patients with ischemic cardiomyopathy: the SCIPIO trial: surgical aspects and interim anal-
ysis of myocardial function and viability by magnetic resonance. Circulation. 2012; 126: S54-64. PMID:
22965994

Ladage D, Turnbull IC, Ishikawa K, Takewa Y, Rapti K, Morel C, et al. Delivery of gelfoam-enabled cells
and vectors into the pericardial space using a percutaneous approach in a porcine model. Gene Ther.
2011; 18: 979-985. doi: 10.1038/gt.2011.52 PMID: 21512506

Yang Y, Dreessen de Gervai P, Sun J, Glogowski M, Gussakovsky E, Kupriyanov V. MRI studies of
cryoinjury infarction in pig hearts: ii. Effects of intrapericardial delivery of adipose-derived stem cells
(ADSC) embedded in agarose gel. NMR Biomed. 2012; 25: 227-235. doi: 10.1002/nbm.1735 PMID:
21774011

Burr SP, Dazzi F, Garden OA. Mesenchymal stromal cells and regulatory T cells: the Yin and Yang of
peripheral tolerance? Immunol Cell Biol. 2013; 91: 12—18. doi: 10.1038/icb.2012.60 PMID: 23146942

Bjorkstrom NK, Gonzalez VD, Malmberg K-J, Falconer K, Alaeus A, Nowak G, et al. Elevated Numbers
of FeyRIIIA+ (CD16+) Effector CD8 T Cells with NK Cell-Like Function in Chronic Hepatitis C Virus
Infection. J Immunol. 2008; 181: 4219-4228. PMID: 18768879

Denyer MS, Wileman TE, Stirling CMA, Zuber B, Takamatsu H-H. Perforin expression can define CD8
positive lymphocyte subsets in pigs allowing phenotypic and functional analysis of natural killer, cyto-
toxic T, natural killer T and MHC un-restricted cytotoxic T-cells. Vet Immunol Immunopathol. 2006; 110:
279-292. PMID: 16325923

De Couto G, Liu W, Tseliou E, Sun B, Makkar N, Kanazawa H, et al. Macrophages mediate cardiopro-
tective cellular postconditioning in acute myocardial infarction. J Clin Invest. 2015; 125: 3147-3162.
doi: 10.1172/JCI81321 PMID: 26214527

Riemann D, Wollert HG, Menschikowski J, Mittenzwei S, Langner J. Immunophenotype of lymphocytes
in pericardial fluid from patients with different forms of heart disease. Int Arch Allergy Immunol. 1994;
104: 48-56. PMID: 7950405

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0149001

February 11,2016 17/18

203



ANEXO |

©PLOS | one

Intrapericardial Administration of CDCs: An Immunological Study

40.

a1.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Battula VL, Treml S, Bareiss PM, Gieseke F, Roelofs H, de Zwart P, et al. Isolation of functionally dis-
tinct mesenchymal stem cell subsets using antibodies against CD56, CD271, and mesenchymal stem
cell antigen-1. Haematologica. 2009; 94: 173—-184. doi: 10.3324/haematol.13740 PMID: 19066333

Mornet E, Stura E, Lia-Baldini AS, Stigbrand T, Ménez A, Le Du MH. Structural evidence for a functional
role of human tissue nonspecific alkaline phosphatase in bone mineralization. J Biol Chem. 2001; 276:
31171-31178. PMID: 11395499

O’Connor MD, Kardel MD, losfina |, Youssef D, Lu M, Li MM, et al. Alkaline phosphatase-positive col-
ony formation is a sensitive, specific, and quantitative indicator of undifferentiated human embryonic
stem cells. Stem Cells. 2008; 26: 1109-1116. doi: 10.1634/stemcells.2007-0801 PMID: 18276800

Lee D-H, Silventoinen K, Hu G, Jacobs DR, Jousilahti P, Sundvall J, et al. Serum gamma-glutamyl-
transferase predicts non-fatal myocardial infarction and fatal coronary heart disease among 28,838
middle-aged men and women. Eur Heart J. 2006; 27: 2170-2176. PMID: 16772340

Jiang S, Jiang D, Tao Y. Role of gamma-glutamyltransferase in cardiovascular diseases. Exp Clin Car-
diol. 2013; 18: 53-56. PMID: 24294039

Caliskan M, Erdogan D, Gullu H, Ciftci O, Yildirim |, Baycan S, et al. Association between serum
gamma-glutamyltransferase levels and coronary microvascular function in hypertensive patients. J
Hypertens. 2007; 25: 2497-2503. PMID: 17984672

Poelzl G, Eberl C, Achrainer H, Doerler J, Pachinger O, Frick M, et al. Prevalence and prognostic signif-
icance of elevated gamma-glutamyltransferase in chronic heart failure. Circ Heart Fail. 2009; 2: 294—
302. doi: 10.1161/CIRCHEARTFAILURE.108.826735 PMID: 19808352

Cooper AM, Khader SA. IL-12p40: an inherently agonistic cytokine. Trends Immunol. 2007; 28: 33-38.
PMID: 17126601

Ege T, Canbaz S, Yuksel V, Duran E. Effect of pericardial fluid pro-inflammatory cytokines on hemody-
namic parameters. Cytokine. 2003; 23: 47-51. PMID: 12901854

Pankuweit S, Wadlich A, Meyer E, Portig |, Hufnagel G, Maisch B. Cytokine activation in pericardial flu-
ids in different forms of pericarditis. Herz. 2000; 25: 748-754. PMID: 11200123

Nian M, Lee P, Khaper N, Liu P. Inflammatory Cytokines and Postmyocardial Infarction Remodeling.
Circ Res. 2004; 94: 1543—-1553. PMID: 15217919

Brassard DL, Grace MJ, Bordens RW. Interferon-alpha as an immunotherapeutic protein. J Leukoc
Biol. 2002; 71: 565-581. PMID: 11927642

Boonen A, Stockbriigger RW, van der Linden S. Pericarditis after therapy with interferon-alpha for
chronic hepatitis C. Clin Rheumatol. 1999; 18: 177-179. PMID: 10357129

Gressens B, Gohy P. Pericarditis due to interferon-alpha therapy during treatment for chronic hepatitis
C. Acta Gastro-Enterol Belg. 2004; 67: 301-302.

Popescu C, Arama V, Gliga S. Acute pericarditis due to pegylated interferon alpha therapy for chronic
HCV hepatitis—case report. BMC Gastroenterol. 2011; 11: 30. doi: 10.1186/1471-230X-11-30 PMID:
21453456

Malliaras K, Smith RR, Kanazawa H, Yee K, Seinfeld J, Tseliou E, et al. Validation of contrast-
enhanced magnetic resonance imaging to monitor regenerative efficacy after cell therapy in a porcine
model of convalescent myocardial infarction. Circulation. 2013; 128: 2764-2775. doi: 10.1161/
CIRCULATIONAHA.113.002863 PMID: 24061088

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0149001

February 11,2016 18/18

204



Publicaciones recogidas en esta tesis

{frontiers in
IMMUNOLOGY

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE
published: 04 November 2014
doi: 10.3389/fimmu.2014.00556

Immunomodulatory potential of human adipose
mesenchymal stem cells derived exosomes on in vitro
stimulated T cells

Rebeca Blazquez', Francisco Miguel Sanchez-Margallo’, Olga de la Rosa?, Wilfried Dalemans®,
Verénica Alvarez', Raquel Tarazona* and Javier G. Casado’*

! Stem Cell Therapy Unit, Minimally Invasive Surgery Centre Jesus Uson, Céceres, Spain

2 Research and Development Department, TiGenix SA, Parque Tecnoldgico de Madrid, Madrid, Spain
3 Technical Operations, TiGenix NV, Leuven, Belgium

4 Immunology Unit, Department of Physiology, University of Extremadura, Caceres, Spain

Edited by:

Ana Maria Merino, Bellvitge
Biomedical Research Institute
(IDIBELL), Spain

Reviewed by:

Maria Cristina Cuturi, INSERM, France
Martin Johannes Hoogduijn, Erasmus
Medical Center, Netherlands

*Correspondence:

Javier G. Casado, Stem Cell Therapy
Unit, Minimally Invasive Surgery
Centre Jesus Uson, Ctra. N-5621 Km
41.8, Caceres 10071, Spain

e-mail: jgarcia@ccmijesususon.com

In the recent years, it has been demonstrated that the biological activity of mesenchymal
stem cells (MSCs) is mediated through the release of paracrine factors. Many of these
factors are released into exosomes, which are small membranous vesicles that participate
in cell-cell communication. Exosomes from MSCs are thought to have similar functions to
MSCs such as repairing and regeneration of damaged tissue, but little is known about the
immunomodulatory effect of these vesicles. Based on an extensive bibliography where
the immunomodulatory capacity of MSCs has been demonstrated, here we hypothesized
that released exosomes from MSCs may have an immunomodulatory role on the dif-
ferentiation, activation and function of different lymphocyte subsets. According to this
hypothesis, in vitro experiments were performed to characterize the immunomodulatory
effect of human adipose MSCs derived exosomes (exo-hASCs) on in vitro stimulated T cells.
The phenotypic characterization of cytotoxic and helperT cells (activation and differentiation
markers) together with functional assays (proliferation and IFN-y production) demonstrated
that exo-hASCs exerted an inhibitory effect in the differentiation and activation of T cells
as well as a reduced T cell proliferation and IFN-y release on in vitro stimulated cells. In
summary, here we demonstrate that MSCs-derived exosomes are a cell-derived product
that could be considered as a therapeutic agent for the treatment of inflammation-related

diseases.

Keywords: exosomes, mesenchymal stem cells, i ymp

INTRODUCTION

Exosomes are small membranous vesicles secreted by most cell
types. These vesicles participate in cell-cell communication and
their content consists of RNA, lipids, and proteins. Some of these
proteins (i.e., CD9, CD63, or CD81) are ubiquitously expressed,
but depending on the cell source, cell type-specific proteins can
be found being responsible of their functionality. The proteins,
lipids, and RNA expression of exosomes from different cells and
organisms are extensively described in ExoCarta database (1).

Exosomes can be easily isolated by ultracentrifugation from
in vitro cultured cells but different isolation protocols have been
described in the literature (2). All these protocols differ from each
other on the basis of particular types of research being divided as
procedures for discovery, diagnostic, or preparative research (3).
For a clinical-grade production of exosomes, safe technologies for
large scale production are an absolute prerequisite (4).

In preclinical settings, especially in murine models, exosomes
have been applied for the treatment of many different diseases such
as infections (5, 6), allergies (7) as well as autoimmune diseases (8,
9). Regarding the immunomodulatory potential of these vesicles,
the first in vivo studies were conducted by Péche et al. using bone
marrow dendritic cell-derived exosomes (10, 11). Compared to
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preclinical studies, only a few clinical trials have been conducted
using exosomes. Some of the first clinical trials were conducted
in cancer patients using dendritic cell-derived exosomes (12) and
ascites-derived exosomes (13) where the safety, tolerability, and
efficacy of the treatments were demonstrated.

At the present, the therapeutic potential of exosomes derived
from MSCs (Exo-MSCs) has been successfully applied in murine
models for the treatment of cardiovascular diseases (14). In this
sense, the proangiogenic effect described in different stem cell
subsets may be the responsible of this therapeutic effect (15).

There are no differences in terms of morphological features,
isolation, and storage conditions between exosomes derived from
MSCs and other sources. As to the identification, exo-MSCs
express not only the common surface markers of exosomes, such
as CD9 and CD81, but also some adhesion molecules, including
CD29, CD44, and CD73, which are expressed on the membrane
of MSCs (16).

Accumulative evidences have established that, the effect of
MSC transplantation is thought to be mediated in part, by a
paracrine effect. Indeed, in the context of myocardial infarct it
was experimentally quantified that the overall beneficial effect
of paracrine mechanisms accounted between 50 and 80% (17).
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Several advantages of using released factors from MSCs have been
described. For example, transferred cells may die or not fully home
into the site of damaged tissue whereas biological factors can be
locally administered with a controlled dosage (18).

Current preclinical trials with exo-MSCs have been driven for
repairing damaged tissues, but few reports have been focused on
the immunomodulatory effect of these vesicles. Here, we hypoth-
esize that exo-MSCs may have similar regulatory functions than
the original MSCs source on the differentiation, activation and
function of different T cell subsets (16).

Supporting this idea, previous reports have demonstrated that
the immunomodulatory capacity of MSCs against NK cells (19,
20), cytotoxic T lymphocytes (21), y8 T cells (22), dendritic cells
(23, 24), or invariant NKT cells (25) is mediated by a paracrine
mechanism.

In order to address this hypothesis, in vitro experiments were
performed to characterize the immunomodulatory effect of exo-
MSCs on in vitro stimulated T cells. The phenotypic characteriza-
tion of cytotoxic and helper T cells (activation and differentiation
markers) together with functional assays (proliferation and IFN-y
production) demonstrated that exo-MSCs exerted an inhibitory
effect in the differentiation and activation of T cells as well as
a reduced proliferation and IFN-y release on in vitro expanded
T cells. In summary, our results suggest that, exo-MSCs are a
cell-derived product that could be considered as an immunomod-
ulatory therapeutic agent for the treatment of immunological
diseases.

MATERIALS AND METHODS

HUMAN ADIPOSE MESENCHYMAL STEM CELLS ISOLATION AND
EXPANSION

The human adipose mesenchymal stem cells (hASCs) were iso-
lated from lipoaspirates obtained from human adipose tissue from
healthy adult donors. Lipoaspirates were washed with PBS, and
digested with collagenase type I in PBS. The digested sample was
washed with 10% of fetal bovine serum (FBS), treated with ammo-
nium chloride 160 mM, suspended in culture medium (DMEM
containing 10% FBS), and filtered through a 40 um nylon mesh.
Cells were seeded onto tissue culture flasks and expanded at 37°C
and 5% CO,, changing the culture medium every 7 days. Cells
were passed to a new culture flask when cultures reached 90%
of confluence. In addition, hASCs were tested by flow cytometry
using specific surface markers being negative for CD14, CD31,
CD34, CD45 and positive for CD29, CD59, CD90, and CD105
(data not shown). Cell lines from two healthy donors were used
in the study. The biological samples were obtained after informed
consent under the auspices of the appropriate Research and Ethics
Committees.

ISOLATION AND PURIFICATION OF EXOSOMES FROM hASCs

An enriched fraction of exosomes from hASCs (exo-hASCs) was
obtained from hASCs cultured in 175cm? flasks. When cells
reached a confluence of 80%, culture medium (DMEM contain-
ing 10% FBS) was replaced by exosome isolation medium (DMEM
containing 1% insulin—transferrin—selenium). The hASCs super-
natants were collected every 3—4 days. Exosomes were isolated
from supernatants by two successive centrifugations at 1000 x g

(10min) and 5000 X g (20 min) at 4°C to eliminate cells and
debris, followed by an ultracentrifugation at 100,000 x g for 6 h
to precipitate exosomes. The pellets were resuspended in 250 pL
of PBS and stored at —20°C. Prior to in vitro experiments, exo-
somes were quantified by Bradford assays and characterized by
nanoparticle tracking analysis.

CHARACTERIZATION OF exo-hASCs

The concentration and size of purified exosomes were mea-
sured by nanoparticle tracking analysis (NanoSight Ltd, Amesbury,
UK) that relates the rate of Brownian motion to particle size.
Results were analyzed using the nanoparticle tracking analysis soft-
ware package version 2.2. Triplicate samples were diluted 1:10 in
sterile-filtered PBS and analyzed.

BRADFORD ASSAY

Exosome concentrations were indirectly measured by protein
quantification in a Bradford assay. To quantify protein concen-
tration, 20 pL of exosomes sample were incubated with 180 pL
of Bradford reagent (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) at RT.
Absorbance was read 5 min after at 595 nm, and protein concen-
tration was extrapolated from a standard concentration curve of
Bovine Serum Albumin.

LYMPHOCYTES ISOLATION AND PRESERVATION

Peripheral blood lymphocytes (PBLs) from healthy donors were
obtained by centrifugation over Histopaque-1077 (Sigma, St.
Louis, MO, USA) and washed twice with PBS. The PBLs were
frozen and stored in liquid nitrogen. For in vitro experiments,
cell aliquots were thawed at 37°C, added to 10mL of RPMI
1640 and centrifuged at 1500 rpm for 5 min to eliminate DMSO.
Pellet was resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10%
of FBS.

IN VITRO STIMULATION OF T CELLS AND CO-CULTURE WITH
EXOSOMES

To determine the immunomodulatory effect of exo-hASCs on
in vitro stimulated PBLs, 2 x 10° purified PBLs were seeded in
a 96 wells plate (200 pul per well). To stimulate PBLs, a T cell acti-
vation/expansion kit (Miltenyi Biotec Inc, San Diego, CA, USA)
was used, adding 5 pLL of microbeads coated with anti-CD2/anti-
CD3/anti-CD28 to each well. Finally, exosomes at different con-
centrations (4, 8, and 16 pg/ 10° PBLs) were added to wells. The
PBLs were cultured for 6 days. Negative controls (non-stimulated
PBLs) and positive controls (stimulated PBLs without exosomes)
were used in all the experiments.

CFSE PROLIFERATION ASSAY

The proliferative behavior of T cells was quantified by carboxy-
fluorescein succinimidyl ester (CFSE) dilution. The CFSE staining
was performed before seeding, using the CFSE cell proliferation
kit (Invitrogen, Eugene, OR) at a final concentration of 10 uM for
10 min at 37°C, followed by immediate quenching with culture
medium. After 6 days, in vitro stimulated PBLs in the presence
or absence of exo-hASCs were tested for CFSE dilution by flow

cytometry.
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DIFFERENTIATION/ACTIVATION MARKERS EXPRESSION ANALYSIS ON
IN VITRO STIMULATED PBLs

For flow cytometric analysis of in vitro stimulated PBLs, the cells
were collected from wells after 6 days by pipetting up and down.
The cells were stained with fluorescence-labeled human mono-
clonal antibodies against CD3 (SK7), CD4 (SK3), CD8 (SK1),
CCR7 (3D12), CD45RA (L48) (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). The markers expression analysis was performed as follows:
2 x 10° cells were incubated for 30 min at 4°C with appropri-
ate concentrations of monoclonal antibodies in the presence of
PBS containing 2% FBS. The cells were washed and resuspended
in PBS. The flow cytometric analysis was performed on a FAC-
Scalibur cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) after
acquisition of 10° events. Cells were primarily selected using for-
ward and side scatter characteristics and fluorescence was analyzed
using CellQuest software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Isotype-matched negative control antibodies were used in all the
experiments. The mean relative fluorescence intensity was calcu-
lated by dividing the mean fluorescent intensity (MFI) by the MFI
of its negative control.

INTRACELLULAR GAMMA-INTERFERON ASSAY

For IFN-y assays, the PBLs were in vitro stimulated with the
T cell activation/expansion kit (Miltenyi Biotec Inc, San Diego,
CA, USA) for 6days in the presence of exo-hASCs at 16 jg/10°
PBLs. The PBLs were then incubated for 6h with BD Gol-
giStop. PBLs were stained with PerCP-labeled anti-CD4 (SK3) and
APC-labeled anti-CD8 (SK1), fixed and permeabilized using BD
Cytofix/Cytoperm fixation/permeabilization kit. Finally, cells were
stained with PE-labeled anti-IFN-y antibody (all reagents from BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Analysis by flow cytometry was
performed by measuring the frequency of IFN-y expression on
gated CD37CD4™ and CD37CD8™ cells.

STATISTICAL ANALYSIS

Data were statistically analyzed using the Student’s ¢-test for vari-
ables with parametric distribution. For the proliferation assay, an
ANOVA with post hoc Bonferroni test was performed. The p-values
<0.10 or <0.05 were considered statistically significant. All the sta-
tistical determinations were made using SPSS-21 software (SPSS,
Chicago, IL, USA).

RESULTS

SIZE DISTRIBUTION AND CONCENTRATION OF exo-hASCs

An enriched fraction of exosomes was collected from hASCs by
ultracentrifugation. The protein concentration of exosomes was
determined by Bradford assay. Three independently performed
nanoparticle tracking analysis were performed for each exosome
sample to quantify size distribution and particle concentration.
Firstly, the total protein concentration allowed us to quantify
exosomes for in vitro assays. Secondly, the nanoparticle track-
ing analysis allowed us to characterize the released vesicles. The
size of isolated vesicles ranged from 223 to 282nm and the
mean size and standard deviation was 246.8 £ 25.05 nm. Rep-
resentative results of exo-hASCs are displayed as a frequency
size distribution graph (Figure 1). The corresponding nanopar-
ticle tracking analysis video frame is included as Video S1

ul 13161

Particle Size / Concentration

FIGURE 1 | Freq y size di; graph of exo-hASCs. The
nanoparticle tracking analysis was performed on exosome samples to
quantify size distribution and particle concentration (n=#6). A representative
graph of nanoparticle tracking analysis is shown.

in Supplementary Material. Finally, the concentration of exo-
somes (n=6) was determined by nanoparticle tracking analysis
and ranged between 8.4 and 9.7 (x10°) particles per milliliter
and the mean concentration was 9.1 +0.5 (x10%) particles per
milliliter.

PROLIFERATIVE ABILITY OF /N VITRO STIMULATED T CELLS
CO-CULTURED IN THE PRESENCE OF exo-hASCs
In order to assess the biological activity of exo-hASCs, we aimed
to determine their effect over the proliferation rate of lym-
phocyte subsets. For that, a total of 2 x 10¢ PBLs were stimu-
lated with anti-CD2/anti-CD3/anti-CD28 as described in Section
“Materials and Methods” and co-cultured with different con-
centrations of exo-hASCs (4, 8, and 16 1g/10° PBLs) during
6 days. The proliferation ability was determined by CFSE dilu-
tion. Non-stimulated PBLs were used as negative control, and
stimulated PBLs without exosomes constituted the positive con-
trol. As expected, the proliferation rate of non-stimulated PBLs
was very low (data not shown) and the maximum prolifera-
tion rate was reached by stimulated PBLs without exosomes. A
total of eight cell divisions were detected by CFSE fluorescence.
As shown in the Figure 2A, when in vitro stimulated lympho-
cytes were cultured in the presence of different concentrations
of exo-hASCs, the proliferation rate was proportionally decreased
both in CD4" and CD8" T cells. A large percentage of cells pre-
sented a low number of cell divisions, while the highest number
of cell divisions was reached by a lower percentage of cells. A
detailed representation showing the percentage of cells in each
division cycle is provided in the Figure 2A. A representative
histogram (Figure 2B) and a detailed representation showing
the percentage of cells in each division cycle is also provided
(Figure 2C).

Here, it can be seen how increasing concentrations of exo-
somes are arresting both CD4 and CD8 proliferation from eight
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FIGURE 2 | The proliferative ability of in vitro d PBLs is reduced
by exo-hASCs. The PBLs were cultured either alone or co-cultured with
different batches of exo-hASCs (n=8) at different concentrations (4, 8, and
16 pg of exosomes per million of PBLs). At day six, PBLs were collected and
Tymphocytes subsets were stained with anti-CD3, anti-CD4, and anti-CD8.
Fluorescence profiles of CFSE-labeled cells allowed us to identify eight

divisions. A detailed representation of CD4* T cells and CD8* T cells showing
the percentage of the total population in each cell division cycle (indicated as
#) is provided (A), as well as a representative histogram (B). The statistical
comparison of lymphocyte subsets at different cell division cycles is also
provided (C). Horizontal bars represent statistically significant differences
between the groups (significant at p < 0.05).

generations to seven. Moreover exosomes are retaining the cells in
the earlier division cycles 4, 5, and 6, in where the percentage of
cells are significantly higher in the presence of exosomes, however,
division cycles 7 and 8 have a significantly reduced percentage of
cells when higher doses of exosomes were used. The first two divi-
sion cycles contain a very low percentage of T cells both in the
presence or absence of exosomes indicating that the effect of the
polyclonal stimulation starts after these two division cycles, nev-
ertheless the presence of exosomes are still significantly retaining
cells in these firs two division cycles (although this is happening
in a group of T cells below 10%). The statistical analysis showed
that, significant differences were found in different division cycles
either in CD4" and CD8* T cells. Finally, the stimulation index
was calculated on CD4" and CD8" T cells as frequencies of
CFSE-low T cells among unstimulated T cells. The stimulation
index of CD4" and CD8* T cells stimulated with anti-CD2/anti-
CD3/anti-CD28 was 692.3 and 655.6, respectively. However, when
PBLs were stimulated in the presence of exosomes, the stain
index significantly decreased on CD4™ T cells (589.93 +39.31,
585+ 80.27,529.14 + 58.88 at 4, 8, and 16 j1g) as well as in CD8*
T cells (519.75 £ 60.97,488.03 + 107.32,437.4 = 79.25 at 4, 8, and

16 pug).

T CELLS SUBSETS DISTRIBUTION OF /N VITRO STIMULATED T CELLS
CO-CULTURED IN THE PRESENCE OF exo-hASCs

The CD45RA isoform and chemokine receptor CCR7 are sur-
face marker commonly used to identify the differentiation stages
of CD4™ and CD8* T cells. In order to study the effect of exo-
hASCs over lymphocyte subsets, a total of 2 x 10® stimulated PBLs

were cultured in the presence of exo-hASCs (from two different
donors) at 16 1g/10° PBLs. At day 6, flow cytometry was per-
formed using a commercial antibody against CD45RA and CCR7.
The quantitative expression of CD45RA and CCR7 was normal-
ized referred to control (in vitro stimulated T cells in the absence of
ex0-hASCs). Our results showed a significant decrease CD45RA™
and CCR7" cells both in the CD4" and CD8™ T cells in the posi-
tive control (stimulated PBLs). However, the loss of CD45RA and
CCRY7 on in vitro stimulated PBLs was partially compensated by
the presence of exo-hASCs (Figure 3). Representative histograms
are provided in Figure S1 in Supplementary Material.

In the model proposed by Lanzavecchia and Sallusto, four dif-
ferent stages have been defined within CD8™ T cells according to
the combined analysis of CD45RA and CCR7 expression, namely:
naive (CD45RATCCR7%), central memory (CD45RA~CCR7%)
and at least two subset of effector-memory cells: effector-memory
cells (CD45RA~CCR77) and terminally differentiated effector-
memory cells (CD45RATCCR7™) (26, 27). To study the effect of
ex0-hASCs over this distribution, the co-expression of CD45RA
and CCR7 was analyzed by flow cytometry on CD4" and CD8*
T cell subsets. As shown in Figure 4, although the percentage
of naive cells was not significantly modified by the presence
of exo-hASCs, a significant decrease of terminally differenti-
ated effector-memory cells (CD45RATCCR7™~) was observed on
in vitro stimulated CD8" T cells cultured in the presence of
ex0-hASCs. In the case of CD4T T cells, exo-hASCs reduced
the percentage of effector-memory cells (CD45RA~CCR7~) and
significantly increased the percentage of central memory cells
(CD45RA~CCR7Y).
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FIGURE 3 | Percentage of CD45RA and CCR7 expression on in vitro

imulated T cells I d in the p of exo-hASCs. At day 6,
in vitro stimulated PBLs were analyzed for CD45RA and CCR7 on CD8* and
CD4* T cell subsets. Two different exo-hASCs at 16 j1g/10° cells from different
donors were used in these experiments (Exos#1 and Exos#2). The graphs
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show the normalized quantitative expression referred to control (in vitro
stimulated T cells in the absence of exo-hASCs). Values shown in the bars
represent mean =+ SD of three independently performed experiments.
Horizontal bars represent statistically significant differences between the
stimulated PBLs groups (significant at p <0.1).
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FIGURE 4 | CD45RA and CCR7 co-expression on in vitro stimulated

T cells I d in the p of exo-hASCs. At day 6, in vitro
stimulated PBLs were analyzed for the co-expression of CD45RA and CCR7.
The CD45RA isoform and CCR7 distinguishes four subsets of T cells:
terminally differentiated RA* T cells (TEMRA, CD45RA* CCR7-), naive T cells

(NAIVE, CCR7* CD45RA*), and two memory subsets: effector memory (EM,
CD45RA- CCR7-) and central memory (CM, CD45RA- CCR7*). Two different
exosomes from different donors were used in these experiments (Exos#1
and Exos#2). Values shown represent mean + SD of 3 independently
performed experiments.
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IFN-y PRODUCTION ON /N VITRO STIMULATED T CELLS CO-CULTURED

IN THE PRESENCE OF HUMAN ADIPOSE MESENCHYMAL STEM CELLS

DERIVED EXOSOMES

The IFN-y is a pro-inflammatory cytokine secreted by immune
cells under certain conditions of activation. There is a direct
correlation between IFN-y secretion and the level of T cell acti-
vation. In order to determine the effect of exosomes on the
secretory IFN-y response of T cells, PBLs were cultured in the
presence and absence of exo-hASCs during 6 days and intra-
cellular levels of IFN-y were determined on CD4" and CD8™"
T cell subsets. Our results showed that, at day 6, the per-
centage of intracellular IFN-y was reduced when PBLs were
cultured with exosomes, in comparison to positive control, in
both T cell subsets. However, this reduction was only statis-
tically significant on gated CD4" T cells (Figure 5). These
results demonstrated that exo-hASCs impaired not only the
differentiation phenotype of lymphocytes but also their IFN-y
secretion.

DISCUSSION

The hASCs have been successfully used for the treatment of
numerous diseases (28). These cells can be isolated from the adult
liposuctioned tissue and efficiently expanded in vitro to be used as
an “off-the-shelf” cellular product. At the present, there are quite a
few stem cell products in the market (29) but hASCs are currently
considered one of the most promising cell types for therapeutic
applications that fulfill regulatory requirements.

The hASCs have immunomodulatory properties, which are
directly mediated by cell-cell contact or indirectly mediated
through the release of immunosuppressive factors. The release
of these factors is enhanced under inflammatory conditions
and results in suppression of T cell function (proliferation, dif-
ferentiation, and cytotoxicity) (30), B cell functions (31), NK
cell cytotoxicity (20), decrease in maturation, and activation of

dendritic cells (32) as well as an increase of regulatory T cells (33,
34).

Among the released factors, the exosomes from MSCs have
been considered as a promising candidate for a novel cell-free
therapy. At the present, these microvesicles have been tested in pre-
clinical settings for the treatment of cardiovascular diseases (35),
kidney injury (36), graft-versus-host disease (37), and neurolog-
ical diseases (38). In clinical settings, the exo-MSCs have been
tested in graft-versus-host disease patients, which experienced
improvement in symptoms for 5 months (39).

In these studies, exosomes from MSCs have demonstrated a bio-
logical effect for repairing tissue damage. From an immunological
point of view, these exosomes have demonstrated immunomod-
ulatory properties inducing peripheral tolerance (40) and modu-
lating the immune response (41).

In this work, we aimed to investigate the immunomodulatory
role of an enriched fraction of exo-hASCs on T cell subsets under
in vitro conditions. For this purpose, the T cells were in vitro
expanded and activated with anti-CD2, anti-CD3, and anti-CD28
that partially mimic stimulation by antigen-presenting cells (42).
The immunomodulation was assessed by measuring the prolifer-
ative behavior of T cells, their differentiation toward the memory
lineage and IFN-y secretory response.

Although this is a preliminary study, our results demonstrated
that exo-hASCs significantly inhibited the proliferation of CD4
and CD8 T cells. These results are very similar to our previously
published results using hASCs co-cultured with in vitro activated
PBLs (30). Recent reports have demonstrated that TNF-a/NF-kB
signaling in MSCs are required for the inhibition of T-cell pro-
liferation (43). In this sense, future studies will be conducted to
evaluate if the anti-proliferative activity of exo-hASCs could also
be related with the activation of NF-kB.

Together with the inhibition of T cell proliferation, here we
hypothesized that exo-hASCs may arrest the T cell differentiation
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FIGURE 5 | The exo-hASCs inhibit the IFN-y production of in vitro A representative dot plot of each condition is represented below each
stimulated T cells. Two different exosomes from different donors graph, and numbers in the quadrants indicate the percentage of
were used in these experiments (Exos#1 and Exos#2). Graphs IFN-y in gated CD4* (A) and CD8* T cells (B) (significant at
represent the mean = SD of 3 independently performed experiments. p<0.05).
Frontiers in Immunology | Immunotherapies and Vaccines November 2014 | Volume 5 | Article 556 | 6
o0 000

210



Publicaciones recogidas en esta tesis

Blazquez et al.

Immunomodulatory potential of exo-hASCs onT cells

toward effector or memory cell phenotypes. In order to confirm
this hypothesis, in vitro activated lymphocytes were co-cultured
in the presence of exo-hASCs and the differentiation profile
of CD4" and CD8" T cells was monitored according to co-
expression of CD45RA and CCR7 molecules. The combined usage
of CD45RA and CCR?7 allowed us the identification of different
CD8T T cell subsets (26) and CD4™ T cell subsets (27): naive
(CCR7+CD45RA™), central memory (CCR7TCD45RA ™), effec-
tor memory (CCR7~CD45RA™), and terminally differentiated
effector-memory cells (CD45RATCCR7 7). Our results evidenced
that exo-hASCs hamper the in vitro differentiation mediated by
anti-CD3/CD2/CD28 stimuli. Actually, in the case of CD8" and
CD4™" T cells, exo-hASCs have an inhibitory effect in the dif-
ferentiation of toward a terminally differentiated phenotype and
effector-memory phenotype, respectively.

These in vitro results with exo-hASCs showed similarities with
previous reports using MSCs and in vitro stimulated PBLs where
the T lymphocytes showed reduced-memory responses after a
tetanus toxoid boost (44). Current experiments are being con-
ducted in a relevant animal model of T cell-mediated disease
(collagen-induced arthritis experimental model for rheumatoid
arthritis). Once completed, these results will give us a more com-
plete understanding of exo-hASCs as a therapeutic agent for the
control of local T cell responses.

Finally, the immunomodulatory activity of exo-hASCs was
determined by measuring IFN-y production on CD4* and CD8*
T cells. These experiments confirmed that, similarly to in vitro
experiments using hASCs, both in contact or separated by tran-
swells (30), the IFN-y production was significantly reduced by exo-
hASCs. Considering that IFN-y is crucial for protection against
immune-mediated inflammatory disorders, we could assume that
ex0-hASCs could be used as ideal vehicles for a local immunosup-
pression. Moreover, in contrast to cell therapy, where the viability,
homing, or implantation of individual cells is compromised, the
usage of well-characterized exo-hASCs in a dosing regimen that
can be controlled and defined in space and time could be consid-
ered an advantage (45). Additionally, several authors have reported
the susceptibility of allogeneic cells to CD8" T cells and NK cells,
which is an important issue for the clinical efficacy of MSCs (46).
In the case of exo-hASCs, these microvesicles will not be affected
by cell-mediated lysis, which is an advantage for their therapeutic
effectiveness.

An important aspect to be discussed here is the role of MHC
molecules on exosomes. It has been previously described by Péche
et al. that, exosomes from bone marrow dendritic cells (exo-
DCs) induce regulatory responses and allograft tolerance through
the presentation of donor-MHC antigens (10). These exo-DCs
are positives for MHC class I, MHC class I, and co-stimulatory
molecules and the in vivo administration of allogeneic exosomes
induced tolerance (11).

Contrary to exo-DCs, the exo-hASCs are characterized by the
absence of MHC class II and co-stimulatory molecules. Regard-
ing to MHC class I, the hASCs cell lines contains very low
levels of MHC class I and the expression of this molecule in
ex0-hASCs is still under debate. Indeed, in Exocarta (a database
of exosomal proteins, http://www.exocarta.org/), the presence of
HLA-A, HLA-B, or HLA-C has not been detected in the 939

proteins analyzed from exo-MSCs. However, the proteomic analy-
sis of exosomes from human embryonic stem cell-derived MSCs
have demonstrated the presence of HLA-A molecules in these
vesicles (47).

On the other hand, considering that human clinical trials using
allogeneic hASC is not causing early, aggressive immunological
rejection, we could assume that allogeneic exo-hASCs from non-
activated hASCs might have similar consequences. The absence of
MHC class II and co-stimulatory molecules on exo-hASCs may
also indicate that these vesicles have a direct inhibitory effect on T
cells being independent from antigen presentation. Nevertheless,
although the inhibitory effect was only tested in allogeneic set-
ting (using exo-hASCs from clinically established hASCs), future
experiments are being conducted to determine if inhibitory effect
is stronger in autologous T cells.

The limitations of the study are evident as this paper has been
purely focused on the in vitro role of exo-hASCs against in vitro
activated T cell subsets, and future experiments should confirm
these observations on in vivo animal models. These in vivo animal
models will help us to define the optimal the route, dosing and
frequencies of exo-hASCs administration.

In summary, this paper provides a better understanding of exo-
hASCs for their future applicability in clinical practice. Moreover,
in terms of immunomodulation, our in vitro results demonstrated
a parallelism between hASCs and exo-hASCs.
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Resumen

Los exosomas son microvesiculas derivadas de la exocitosis que son libe-
rados al espacio extracelular. Las funciones de los exosomas dependen en
gran medida de la célula de la cual provienen. Los exosomas derivados de
células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, MSCs), al igual
que las células de origen, poseen un enorme potencial terapéutico que fa-
vorece la regeneracion tisular y reduce la inflamacién. Los prometedores
resultados preclinicos que emplean estos exosomas han abierto las puertas
a la futura aplicacién clinica de estas vesiculas. El disefio de nuevos proto-
colos que permitan el aislamiento de exosomas para su aplicacién clinica es
una necesidad actual teniendo en cuenta el enorme interés que ha surgido
a raiz de los prometedores resultados en ensayos preclinicos. El objetivo de
este trabajo ha sido comparar, en términos de rendimiento, tamafio y pureza,
diferentes métodos de aislamiento de exosomas a partir de MSCs humanas.
Los resultados obtenidos demuestran que el uso de filtros concentradores
para sobrenadantes de cultivos podria ser una alternativa a los protocolos
convencionales basados en la ultracentrifugacion. Los resultados de este
trabajo permiten orientar en el disefio de protocolos para la obtencién de
exosomas derivados de MSCs en grado clinico.

Palabras clave: exosomas * células madre mesenquimales * aislamiento y
purificacién

8ummary

Exosomes are small membranous vesicles secreted to the extracellular space
by most cell types through an exocytic process. Exosomes’ functions vary de-
pending on cell source. Mesenchymal stem-cell (MSCs) derived exosomes,
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as MSCs, present a huge therapeutic potential, as they can be used in tissue regeneration and modulating
inflammatory processes. The promising results obtained with these exosomes in different preclinical trials
have opened the door to the future clinical application of these microvesicles. The design of new protocols
for the isolation of exosomes is currently a need. The aim of this work was to compare —in terms of efficiency,
size and purity- different isolation protocols for human MSCs-derived exosomes. These results demonstrate
that the use of concentrator filters for MSCs supernatants could be an alternative to conventional protocols
based on ultracentrifugation. The results of this work will be used to guide in the design of protocols to be
applied on a clinical-grade production of exosomes.

Keywords: exosomes * mesenchymal stem cells * isolation and purification

Resumo

Os exossomos sao microvesiculas derivadas apds exocitose que sdo liberadas no espago extracelular. As
fungoes dos exossomos dependem, em grande medida, da célula da qual provém. Os exossomos derivados
de células-tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells, MSCs), tal como as células de origem, possuem
enorme potencial terapéutico, favorecendo a regeneragado ou reparo tissular e reduzindo a inflamagao,. Os
promissores resultados pré-clinicos, utilizando estes exossomos, abriram as portas para a futura aplicagao
clinica destas vesiculas. A criagdo de novos protocolos que permitam o isolamento de exossomos para a sua
aplicagao clinica é uma necessidade actual, levando em consideragao o enorme interesse surgido em torno
dos resultados promissores em ensaios pré-clinicos. O objetivo deste trabalho foi comparar, em termos de
rendimento, tamanho e pureza, diferentes métodos de isolamento de exossomos a partir de MSCs humanas.
Os resultados obtidos demonstram que o uso de filtros concentradores para sobrenadantes de culturas po-
deria ser uma alternativa aos protocolos convencionais baseados na ultracentrifugagdo. Os resultados deste
trabalho fornecem uma orientagdo na criagdo de protocolos para a obtengdo de exossomos derivados de

MSCs em grau clinico.

Palavras-chave: exossomos * células-tronco mesenquimais * isolamento e purificacao

Introduccion

Los exosomas son microvesiculas que se originan
del compartimento endosomal por fusion de cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica. Por otro
lado, los términos microvesiculas, ectosomas o vesicu-
las liberadas corresponderian a particulas directamente
originadas de la membrana plasmatica (1). Aunque la
bibliografia indica que los exosomas son particulas con
un didmetro menor de 100 nm y las microvesiculas par-
ticulas mayores de 100 nm, segun la International Society
for Extracellular Vesicles (ISEV), la estricta separacién por
tamano u origen aun no ha sido exactamente estableci-
da, ni existe consenso sobre los marcadores que puedan
distinguir el origen de estas vesiculas (1).

Los exosomas son secretados por la mayoria de los
tipos celulares y se pueden aislar tanto de sobrenadan-
tes de células en cultivo como de diferentes fluidos bio-
l6gicos (2). Se ha demostrado que los exosomas estan
involucrados en las relaciones intercelulares, permi-
tiendo el intercambio de proteinas y lipidos entre las
células productoras de exosomas y las células de destino
(3). Estas microvesiculas contienen ARN, micro-ARN y
proteinas procedentes de sus células de origen, que les
confieren un mecanismo de senalizacion importante
en procesos fisiologicos, incluyendo la progresion tu-
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moral, la angiogénesis y la modulacién de la respuesta
inmune (4-7).

Existen diferentes métodos para el aislamiento de
exosomas, aunque ¢l mds extendido es la ultracentri-
fugacion. Este método a menudo se combina con gra-
dientes de sacarosa y requiere de un equipamiento
adecuado. Existen también otros métodos que incluyen
la cromatografia liquida de alta resolucién (High-Per-
Sformance Liquid Chromatography, HPLC), ultrafiltracion,
precipitaciéon con polimeros e inmunoseparacion basa-
da en particulas magnéticas (1).

El uso de exosomas para el tratamiento de diferen-
tes patologias se ha estudiado a nivel preclinico donde
la seguridad, eficacia y tolerabilidad se ha demostrado
ampliamente (4) (8) (9). En los ultimos anos, se han ini-
ciado ensayos clinicos empleando exosomas derivados
de células dendriticas para el tratamiento de pacientes
con cancer (5).

Actualmente, el potencial terapéutico de exosomas
derivados de células madre mesenquimales (Mesenchy-
mal Stem Cells, MSCs) para el tratamiento de patologias
de origen cardiovascular se ha demostrado en modelos
animales (6). En este sentido, se han empleado exoso-
mas procedentes de médula 6sea en un modelo muri-
no de isquemia-reperfusion miocardica resultando un
efecto beneficioso sobre la reduccion del dano tisular
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(9). Por otro lado, también se ha demostrado el efecto
proangiogénico de exosomas derivados de células ma-
dre hematopoyéticas (7).

En los tltimos anos se ha demostrado ampliamente
que el efecto beneficioso del trasplante de MSCs vie-
ne mediado, al menos en parte, por un efecto paracri-
no(10). En los ensayos con modelos murinos de infar-
to, se ha comprobado experimentalmente que el efecto
terapéutico de las MSCs (entre un 50% y un 80%) se
debe a factores paracrinos (11). Por tanto, los actuales
ensayos preclinicos con exosomas derivados de MSCs
van dirigidos a la aplicacién local de éstos para favore-
cer de manera directa o indirecta la reparacién de teji-
dos. Ademas, el efecto inmunomodulador mediado por
factores solubles se ha demostrado en células NK, lin-
focitos T, células y3, dendriticas y células NKT (12-16).

En cuanto a las caracteristicas morfolégicas de estos
exosomas, se ha demostrado recientemente que, en el
caso de exosomas derivados de MSCs de origen adipo-
s0, el tamano de éstos es relativamente superior a otros
exosomas previamente descritos (17). En el trabajo de
Katsuda et al, se demuestra que esta clase de exosomas
presentan un tamano entre 150 y 200 nm cuando se
analizan con el método de nanoparticle tracking analysis.
Por otro lado, estos exosomas presentan similitudes
con otros exosomas aislados de otros tipos celulares (p.
ej. CD9 y CD81), sin embargo, también expresan otras
moléculas de adhesion entre las que se incluyen CD29,
CD44 y CD73 cuya expresion también se ha detectado
en la superficie de la célula de origen (18).

El objetivo de este trabajo se ha centrado en la eva-
luaciéon de tres métodos de enriquecimiento y aisla-
miento de exosomas derivados de MSCs humanas. Esta
evaluacion se ha realizado comparando las diferentes
metodologias en términos de rendimiento, tamano
de particula y pureza, y considerando (o teniendo en
cuenta) también otros factores como los tiempos de en-
sayos, uso de equipamiento y coste de materiales.

Por 1ltimo, es importante indicar que los resultados
que se presentan en este trabajo se han obtenido em-
pleando células que actualmente se estdn administran-
do en ensayos clinicos (ADMIRE-CD, NCT01541579).

Por tanto, los resultados de este trabajo tienen una
enorme relevancia para el diseno de protocolos de ais-
lamiento de exosomas en grado clinico.

Materiales y Métodos

AISLAMIENTO, EXPANSION Y CARACTERIZACION
DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES HUMANAS
DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO.

Las MSCs derivadas de tejido adiposo fueron aisladas
de lipoaspirados humanos de donantes adultos sanos
seguin protocolos anteriormente descritos (19). Estas
células fueron obtenidas tras el consentimiento infor-
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mado y bajo los auspicios de los comités de ética e inves-
tigacién correspondientes. En este trabajo se utilizaron
las mismas lineas celulares empleadas en la publicacién
de DelaRosa et al (19). El informe del Comité de Bioé-
tica recogi6 todos los procedimientos experimentales
desarrollados en el presente trabajo y el citado articulo.
Para realizar el andlisis inmunofenotipico de las células
mediante citometria de flujo se utilizaron anticuerpos
monoclonales comerciales, siendo estas células nega-
tivas para CD14, CD31, CD45 y positivas para CD29,
CD59, CD73, CD90 y CD105. Los ensayos de diferen-
ciacién para comprobar la multipotencialidad de las cé-
lulas aisladas se realizaron cuando éstas alcanzaron un
80% de confluencia siguiendo los protocolos anterior-
mente descritos por Casado et al. Para ello se reemplazé
el medio de cultivo de las expansiones por los medios
de diferenciacion durante 21 dias (20).

RECOLECCION DE SOBRENADANTES DE CELULAS
MADRE MESENQUIMALES HUMANAS DERIVADAS DE
TEJIDO ADIPOSO.

Una vez alcanzado el 80% de confluencia en los cul-
tivos, se lavaron los frascos de cultivo con tamp6n fosfa-
to salino (Phosphate Buffer Saline, PBS) 1X para eliminar
los restos de suero fetal bovino y se anadi6 DMEM con
1% penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina y
1% de Insulina-Transferrina y Selenito (/nsulin-Transferrin-
Selenium, ITS). Las células se incubaron con este medio du-
rante 6 dias y se recogi6 el sobrenadante del cultivo para
posteriormente volver a anadir el mismo medio de cultivo
y seguir colectando el sobrenadante. Los sobrenadantes
de MSCs derivadas de tejido adiposo fueron centrifugados
para eliminar los restos celulares a 1000 xg durante 10 mi-
nutos, y una segunda centrifugacion a 5000 xg durante
20 minutos. Una vez centrifugados fueron filtrados
empleando filtros estériles de acetato de celulosa de
0,22 pm (Millipore).

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
CONCENTRADORES DE 3000 MWCO.

En este caso los concentradores usados fueron Ami-
con® Ultra (Merck Millipore) con un peso molecular
limite (Molecular Weight CutOff, MWCO) de 3 kDa. Para
comenzar el aislamiento se lavé el filtro; para ello se
introdujeron 20 mL de PBS estéril, se centrifugé 20
minutos a 4000 xg en una Multifuge 1 L-R (Thermo)
con rotor oscilante 75002005 para eliminar los posibles
restos de glicerina y de azida sédica; posteriormente se
eliminé el PBS de la parte superior del filtro y se des-
eché la parte inferior del concentrador. Posteriormente
se introdujeron en el tubo 15 mL de sobrenadantes de
MSCs derivadas de tejido adiposo y se centrifugé a 4000
xg durante 60 minutos a 4 °C, se eliminaron los restos y
se congel6 el sobrenadante concentrado a -20 °C para
posteriores analisis.
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AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
CONCENTRADORES DE 50000 MWCO.

Los concentradores usados fueron Vivaspin 20 (Sar-
torius Stendim Biotech) con un MWCO de 50kDa. Para
comenzar el aislamiento se lavé el filtro con PBS; para
ello se introdujeron 20 mL de PBS estéril, se centrifugé
a 5000 xg durante 20 minutos, se eliminé el PBS de la
parte superior del filtro y se deseché la parte inferior
del concentrador. Se anadieron 20 mL de los sobrena-
dantes de MSCs derivadas de tejido adiposo y se cen-
trifugé a 5000 xg durante 40 minutos a 4 °C. Una vez
centrifugados, se recogi6 todo el volumen resultante de
la parte superior del filtro y se congelé a -20 °C para
posteriores analisis.

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
ULTRACENTRIFUGACION.

Una vez centrifugados los exosomas para eliminar
restos celulares se introdujeron 20 mL de los sobrena-
dantes con exosomas en tubos especiales para ultracen-
trifuga (Beckman Coulter) y se centrifugaron a 100000
x g durante 6 horas en una ultracentrifuga Optima L~
90K, (Beckman Coulter) con rotor de dngulo fijo mode-
lo 70.1 Ti, posteriormente se eliminé el sobrenadante y
se resuspendi6 el precipitado resultante en 250 pL de
PBS. Para mejorar la disolucion del pellet, se dejo toda la
noche a 4 °C en agitacion. Tras la disolucién de todo el
pellet, éste se congel6 a -20 °C para posteriores analisis.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE
EL METODO DE BRADFORD.

La concentracién de proteinas obtenida fue cuanti-
ficada mediante el método de Bradford. Brevemente,
se anadieron 180 pL de reactivo de Bradford (Quick
Start™ Bradford Dye Reagent, Bio-Rad) y 20 pL de
muestra. Se incub6 durante 5 minutos y se midi6 la ab-
sorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro de pla-
cas (Biotek, modelo Synergy™ Mx). Las absorbancias
se extrapolaron a valores de concentraciéon empleando
una recta patrén de seroalbtiimina bovina (Bovine Seroal-
bumine, BSA).

CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION
DE EXOSOMAS MEDIANTE NANOSIGHT

La concentracién y el tamano de los exosomas puri-
ficados se determinaron mediante el andlisis de nano-
particulas que ofrece el equipo NanoSight (NanoSight
Ltd, Amesbury, UK), el cual relaciona el movimiento
browniano con el tamano de la particula. Los resulta-
dos de esta medida se analizaron con el software de ana-
lisis propio del equipo (Nanoparticle Tracking Analysis
software, version 2.2). La configuracién del equipo para
dicho andlisis fue la siguiente: Fotogramas procesados:
899 de 900. Fotogramas por segundo: 30. Calibracion:
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166nm/pixel. Desenfoque automdtico: Auto. Umbral
de deteccion: 4 Multi. Tamano minimo esperado: Auto.
Tamano minimo de seguimiento: 100 nm. Temperatu-
ra: 24-28 °C. Viscosidad: 0,80-0,95 cP.

ANALISIS PROTEOMICO BASADO
EN ESPECTROMETRIA DE MASA

Para identificar y determinar de manera semicuan-
titativa el perfil de proteinas procedentes de los tres
tipos de aislamientos, las muestras se analizaron me-
diante proteémica de alta resolucién. La digestién de
las proteinas se realiz6 empleando el método descrito
por Bonzon-Kulichenko et al. Brevemente, se preparo
un pool de 50 pg de proteinas procedentes de diferentes
aislamientos de un mismo donante. Este pool de pro-
teinas fue resuspendido en 75 pL de un tampén com-
puesto por 5% SDS, 10% glicerol, 25 mM Tris-Cl, 10
mM DTT y 0,01% azul de bromofenol a pH 6,8. Las
muestras se separaron en un gel convencional de SDS-
poliacrilamida. Las bandas de las proteinas se visualiza-
ron mediante una tincién de Coomassie, se cortaron y
digirieron a 37 °C con 60 ng/pL de tripsina en una rela-
cién de 5:1 proteina:tripsina (w/w) en 50 mM de bicar-
bonato aménico, pH 8,8 con 10% (v/v) de acetonitrilo
y 0,01% (w/v) 5-ciclohexil-1-pentil--D maltésido (21).

Los péptidos resultantes fueron analizados por espec-
trometria de masa en tandem (LLC-MS/MS) usando un sis-
tema Easy-nL.C 1000 acoplado a un quadruple-Orbitrap hy-
brid mass spectrometer (Q-Exactive, Thermo Scientific, San
José, CA). La identificacion de proteinas se realizé con
SEQUEST (Protein Discoverer 1.3.0.339, Thermo Scien-
tific) usando la base de datos de Swissprot (Uniprot relea-
se 2012-5). Los resultados de SEQUEST fueron validados
como se describe en el trabajo de Navarro P et al (22).

Los resultados obtenidos, tanto de identificacion de
proteinas como de observacion semicuantitativa fueron
a continuacion analizados empleando la herramienta
Gene-Ontology (23). Esta herramienta es un recurso para
obtener una clasificacién sobre las funciones biolégicas
de las proteinas identificadas. En este trabajo se ha rea-
lizado la clasificacion de las diferentes proteinas iden-
tificadas en los distintos métodos aplicando la clasifica-
cion “Cellular Component’. Dentro de esta clasificacion,
se determiné el porcentaje de proteinas que segun
Gene-Ontology se clasificaban dentro del término “Extra-
cellular Vesicular Exosome” (GO:0070062).

ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacién de los diferentes métodos de
aislamiento de exosomas en cuanto a tamano, nimero
y concentraciéon de particulas, se realiz6 en primer lu-
gar un estudio de la normalidad en la distribucién de
las distintas variables, asi como de la homogeneidad de
varianzas. Tras confirmar la distribucién normal y hetero-
cedasticidad de las tres variables, condiciones inapropia-
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das para aplicar el andlisis de varianzas (ANOVA), se opt6
por realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para contrastar las medianas de los distintos grupos. En
los casos en los que se obtuvo un pvalor significativo en
esta prueba, se realizé un posterior contraste multiple no
paramétrico penalizado mediante la U de Mann-Whitney.
Asi, el pvalor considerado para cada comparacion fue el
obtenido tras aplicar la penalizacién correspondiente a
la férmula 1-(1-p)€, donde p es el pvalor original y c es el
numero de comparaciones realizadas. Todos los pvalores
inferiores a 0,05 se consideraron significativos.

Resultados

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE
CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS
DE TEJIDO ADIPOSO.

Tras realizar el andlisis fenotipico de las células se
comprobé que éstas expresan los marcadores de super-
ficie de MSCs, siendo negativas para marcadores de cé-
lulas endoteliales y linfoides (datos no mostrados). En
los ensayos de diferenciacion se realizé una observacion
microscopica y se comprobé que las células aisladas se
diferenciaron a los tres linajes, demostrando asi su mul-
tipotencialidad (datos no mostrados).

COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE CONCENTRACION
DE PROTEINAS

Los voliimenes obtenidos en las centrifugaciones
con los diferentes métodos de aislamiento oscilaron
entre los 150 y 300 pL finales tanto en los aislamientos
mediante ultracentrifugacion como en los aislamientos
con filtros concentradores. El volumen resultante de
los diferentes métodos de aislamiento se emple6 para
determinar mediante el método de Bradford la concen-
tracion de proteinas totales.

La mediana y rango intercuartilico de la concentra-
cién de proteinas obtenida con cada uno de los dife-
rentes métodos de aislamiento de exosomas fueron de
476,24 pg/mL (367,41 pg/mL - 611,63 pg/mL) para
los concentradores de 3000 MWCO, 114,99 pg/mL
(57,08 pg/mL — 228,82 pg/mL) para los concentra-
dores de 50000 MWCO y 82,52 pg/mL (55,89 pg/mL
- 114,75 pg/mlL) para el método de la ultracentrifuga
(Figura 1). Asi, puede observarse que cuando se em-
plearon los concentradores de 3000 MWCO se alcanzé
una concentracion proteica hasta 5,8 veces mayor que
en el aislamiento mediante ultracentrifugacion, y mas
del cuddruple de la obtenida con los concentradores
de 50000 MWCO, existiendo por tanto una diferencia
estadisticamente significativa entre la concentracion de
proteinas alcanzada con los concentradores de 3000
MWCO y la obtenida mediante los otros dos métodos.
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COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE TAMANO DE
PARTICULAS

Tras la cuantificacion de las proteinas, se realizé una
caracterizacion y cuantificacion de las microvesiculas
mediante el equipo NanoSight, siendo analizadas me-
diante el software propio del equipo (Nanoparticle Trac-
king Analysis software, version 2.2). Con este equipo,
ademads de analizar el nimero de particulas se pudo
cuantificar la distribucién de éstas y el tamano, permi-
tiendo caracterizar las vesiculas liberadas por las células.
En la figura 2A se muestran tres imagenes representati-
vas de los andlisis realizados en los diferentes exosomas
aislados con los tres métodos.

Con los tres métodos, el tamano de las vesiculas osci-
16 entre 167 y 282 nm, con diferencias significativas en
el tamano de las particulas dependiendo del método de
aislamiento. La mediana y rango intercuartilico del ta-
mano de las vesiculas correspondientes al promedio de
cada muestra fue de 181 nm (170 nm - 193,5 nm) para
los concentradores de 3000 MWCO, 208,5 nm (178 nm
—229,75 nm) para los concentradores de 50000 MWCO
y 239 nm (224,5 nm - 275,25 nm) para el método de
la ultracentrifuga (Figura 2B). Con estos resultados se
pudo comprobar que el tamano de las particulas varia
dependiendo del método de aislamiento, encontrando-
se particulas de menor tamano en métodos en los que
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Figura 1. Medida de concentracion de proteinas en exosomas aisla-
dos mediante los diferentes métodos estudiados. La proteina total
de los concentrados de exosomas obtenidos con los diferentes mé-
todos de aislamiento se determiné mediante el método de Bradford,
extrapolando los valores de absorbancia a partir de una recta patrén
de seroalbimina bovina. En la grafica se muestran las medidas ob-
tenidas (n=6) a través de un diagrama de cajas, en el que la base de
las cajas se corresponde al primer cuartil, y la tapa de la caja, al tercer
cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
8rupos.
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Figura 2. Determinacién del tamafio de las particulas presentes en las muestras obtenidas mediante los diferentes métodos estudiados.
El tamafio de las particulas presentes en los concentrados de exosomas obtenidos con los diferentes métodos de aislamiento se determiné
mediante el analisis proporcionado por el software del equipo NanoSight. En la gréfica (A) se muestran las imdgenes representativas del
anélisis obtenido del NanoSight, procedentes de una misma muestra y aisladas mediante diferentes métodos. La escala del eje X, hace re-
ferencia a 100 nm por division. La escala del eje Y representa la concentracion de particulas expresadas en particulas por mL. En la grafica
(B) se muestra la representacion gréfica y estadistica de las medidas obtenidas (n=6) a través de un diagrama de cajas, en el que la base
de las cajas corresponde con el primer cuartil, y la tapa de la caja, con el tercer cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los grupos.

el tamano del poro también es menor. De esta forma,
se observaron diferencias significativas al comparar el
grupo de los concentradores de 3000 MWCO (con el
que se obtuvo el tamano de particulas mas bajo) con el
método de la ultracentrifugacion (que arrojé los valo-
res mas elevados para el tamano de las particulas).

COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE NUMERO DE
PARTICULAS

Se determind, ademads, el nimero de particulas

por volumen empleando el equipo NanoSight y éste
oscilé entre 6,40 x 107 particulas/mLy 15,28 x 10°
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particulas/mL para los diferentes grupos. La mediana y
el rango intercuartilico del niimero de particulas fue de
13,11 particulas/mlL (10,86 particulas/mL - 14,86 par-
ticulas/mL) para los concentradores de 3000 MWCO,
10,26 particulas/mL (9,54 particulas/mlL — 11 parti-
culas/mL) para los concentradores de 50000 MWCO
y 9,27 particulas/mL (8,47 particulas/mL - 9,54 par-
ticulas/mL) para el método de la ultracentrifuga. En
este caso, el nimero de particulas aisladas con los con-
centradores de 3000 MWCO fue significativamente mads
elevado que el alcanzado con la ultracentrifugacion.
Con los concentradores de 50000 MWCO se obtuvo un
nimero de particulas intermedio entre los dos métodos
anteriores (Figura 3).
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Figura 3. Determinacién del numero de particulas en las muestras
de exosomas aislados mediante los diferentes métodos estudiados.
El nimero de particulas presente en los concentrados de exosomas
obtenidos con los diferentes métodos de aislamiento se determiné
mediante el andlisis proporcionado por el software del equipo Na-
noSight. En la gréfica se muestran las medidas obtenidas (n=6)
a través de un diagrama de cajas, en el que la base de las cajas
corresponde con el primer cuartil, y la tapa de la caja, con el tercer
cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana. Los aste-
riscos indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre los grupos.

3000 MWCO

COMPARATIVA DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS MEDIANTE PROTEOMICA

Los resultados obtenidos del andlisis mediante pro-
teémica permitieron identificar 345 proteinas en el
caso de los aislamientos realizados con el concentra-
dor de 3000 MWCO, un total de 307 proteinas en los
aislamientos con el concentrador de 50000 MWCO vy
172 proteinas en el aislamiento realizado mediante ul-
tracentrifugacion. En cada uno de los aislamiento se
realizé la semicuantificacion del nimero de péptidos
correspondientes a cada una de las proteinas identi-
ficadas (resultados no mostrados). El total de las pro-

« Otras
proteinas

« Vesiculas
exosomales

50.000 MWCO

3.000 MWCO Ultracentrifuga

Figura 4. Caracterizacién proteémica del perfil proteico analizado
en los diferentes concentrados de exosomas. El total de proteinas
identificadas mediante espectrometria de masas fueron clasificadas
empleando la herramienta informatica Gene Ontology. En la gréfica
se muestra, para cada uno de los métodos utilizados, el porcentaje
de proteinas relacionadas con vesiculas exosomales (GO:0070062)
sobre el total de proteinas identificadas de cada muestra.
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teinas identificadas (tomando el codigo de acceso de
Uniprot), fue analizado con la herramienta bioinforma-
tica Gene Ontology (27). Los resultados de este andlisis
se centraron en determinar el porcentaje de proteinas
que se clasificaban como proteinas propias de los exo-
somas (denominadas segun Gene Ontology como Extra-
cellular Vesicular Exosome). Los resultados de esta clasifi-
cacion demostraron que, para el concentrador de 3000
MWCO, un 65,22% de las proteinas correspondian al
grupo de proteinas relacionadas con vesiculas exosoma-
les. Empleando los concentradores de 50000 MWCO, el
porcentaje fue de 73,98%. Por tiltimo, en el caso de los
aislamientos mediante ultracentrifugacion, el porcenta-
je de proteinas relacionadas con vesiculas exosomales
fue de 67,44% (Figura 4).

Discusién y Conclusiones

El objetivo de este trabajo se ha centrado en la evalua-
cion de diferentes protocolos de aislamiento de exosomas
derivados de MSCs. En este trabajo se han comparado
tres protocolos de aislamiento que permiten la obtencion
de exosomas aplicables para la practica clinica. Concreta-
mente, se han analizado los diferentes productos obteni-
dos en términos de concentracion, tamano y pureza.

En el primero de los protocolos se emplearon concen-
tradores de 3000 MWCO. Este tipo de concentradores
se ha descrito previamente para la obtencién de concen-
trados de diferentes exosomas (24). Para el segundo de
los protocolos se emplearon concentradores de 50000
MWCO los cuales se han descrito previamente para el ais-
lamiento de exosomas tumorales (25) y procedentes de
orina (26). Por tltimo, el método de aislamiento emplean-
do ultracentrifugacion se ha descrito ampliamente para
exosomas de diferente origen. El objetivo de este estudio
ha sido orientar desde el punto de vista metodolégico en
el desarrollo de métodos de aislamiento de exosomas de
MSCs para su futura aplicacién clinica.

Actualmente, los resultados publicados tanto en en-
sayos in vitro como en modelos preclinicos indican que
estos exosomas poseen un enorme potencial terapéuti-
co en el tratamiento de enfermedades de base inmunol6-
gica y en patologias asociadas a dano tisular. Por un lado,
los ensayos preclinicos en modelos de infarto agudo de
miocardio han demostrado que el tratamiento con exoso-
mas derivados de MSCs favorece la recuperacion funcio-
nal del tejido cardiaco (27). Por otro lado, con respecto al
papel inmunomodulador de estos exosomas, este grupo
de investigacion ha demostrado que poseen un efecto re-
gulador similar al que estd descrito para las propias célu-
las, con un efecto inhibidor sobre la activacion, secrecion
y proliferacion de linfocitos T (28).

Los resultados que se presentan en este trabajo indi-
can que el uso de concentradores comerciales con un
menor tamano de poro y centrifugados a menor veloci-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2015; 49 (3): 311-320

221



ANEXO |

318  Alvarez Vet al.

dad permite la obtencion de un mayor niimero de exo-
$Omas con menor tamano y mayor pureza. Esta observa-
cién confirma el trabajo publicado por Cyjetkovic et al
en el que los autores comparan la influencia del rotor y
el tiempo de centrifugacion para el aislamiento y puri-
ficacion de microvesiculas. En ese articulo se demostré
que centrifugaciones demasiado largas (superiores a 4
horas), deberian evitarse para reducir la contaminacion
excesiva de proteinas solubles. También observaron que
tiempos muy inferiores a 70 minutos son insuficientes
para el aislamiento de exosomas (29). Por el contrario,
el método de la ultracentrifugaciéon para el aislamiento
de exosomas, el cual es un método ampliamente utili-
zado en la mayoria de trabajos, da como resultado unas
concentraciones mas bajas y una pureza inferior. En re-
lacién con el método seleccionado para el aislamiento
de exosomas con ultracentrifugacion, es importante
indicar que en este trabajo se ha aplicado la ultracen-
trifigacion sin gradientes de densidad en sacarosa (nor-
malmente se emplea una dilucion de sacarosa al 30%).
De acuerdo con la experiencia de los autores, el ren-
dimiento obtenido en el aislamiento de exosomas de
MSCs cuando se aplican gradientes de densidad de sa-
carosa al 30% es significativamente inferior que sin apli-
car dicho gradiente (resultados no mostrados). Puesto
que el objetivo principal de este trabajo era comparar
diferentes métodos de aislamiento de exosomas para su
futura aplicacion clinica, se decidi6 descartar el método
de aislamiento de ultracentrifugacion en gradiente de
densidad. Este método, a pesar de proporcionar un alto
grado de pureza, presentaba unos rendimientos dema-
siado bajos para su posterior aplicacion clinica. En este
sentido, es interesante destacar de los resultados un as-
pecto como el de la pureza de las muestras obtenidas
mediante ultracentrifugacion. Segiin se puede observar
en la Figura 2B, el perfil de tamano de las vesiculas ais-
ladas mediante ultracentrifugacion fue mayor de 220
nm. Estos resultados resultan llamativos si se tiene en
cuenta que los sobrenadantes ultracentrifugados han
sido sometidos a un proceso de filtracion empleando
filtros de 0,22 pm. Similares perfiles de tamano se han
observado en el caso de exosomas derivados de pla-
centa aislados mediante ultracentrifugacion (30). En
el caso de los exosomas de placenta, se demuestra que
las muestras ultracentrifugadas y previamente filtradas
a 0,22 pm daban como resultado un perfil de vesiculas
con tamanos superiores a 220 nm. Este grado de pu-
reza increment6 significativamente cuando los sobre-
nadantes fueron sometidos a una ultracentrifugacion
en gradiente de sacarosa, obteniéndose particulas con
un tamano de particulas entre 50 nm y 150 nm. Tanto
los resultados publicados por Sarker S et al (30) como
los publicados en el presente trabajo parecen indicar
que los aislamientos realizados mediante ultracentrifu-
gacion sin gradiente de sacarosa dan como resultado
una poblacién de vesiculas de tamano heterogéneo en
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comparacion con los aislamientos realizados median-
te un gradiente de sacarosa. Ademds, el hecho de que
puedan ser detectadas vesiculas con tamanos superiores
a 0,22 micras (a pesar del prefiltrado de los sobrena-
dantes) podria deberse a un proceso de agregacion de
vesiculas tras el aislamiento (31).

Un aspecto favorable del uso de concentradores en
contra del uso de ultracentrifuga radica en el coste ele-
vado de los equipos de ultracentrifugacion, mientras
que los protocolos en los que se emplean filtros con-
centradores s6lo requieren centrifugas convencionales
de menor coste y ampliamente disponibles en clinicas,
hospitales y centros de investigacion.

Por tltimo, es importante comentar en esta discu-
sion el creciente interés de la industria en la produc-
cion de vesiculas extracelulares. Al dia de hoy, tres em-
presas (Capricor Inc, Anosys Inc. y ReNeuron Group
PLKC) se estan especializando en el desarrollo de tera-
pias basadas en vesiculas extracelulares aisladas de di-
ferentes fuentes (células derivadas de cardiosferas, cé-
lulas madre neurales y células dendriticas). Sorprende
que, a pesar del potencial terapéutico de estas vesiculas,
el impacto que tienen actualmente en la industria y en
el desarrollo de ensayos clinicos sea atin muy limitado.
Una de las razones que limitan la incorporacién de las
vesiculas extracelulares en ensayos clinicos es la necesi-
dad de un proceso de estandarizaciéon en el aislamiento
de éstas. En este sentido, aunque la ultracentrifugacion
se ha considerado tradicionalmente como el método
que proporciona un mayor grado de pureza en el ais-
lamiento de exosomas, este método, desde el punto
de vista industrial, es costoso en términos de tiempo y
energia. Los métodos basados en la filtracién podrian
ser una alternativa para el procesamiento a gran escala
de sobrenadantes de cultivos celulares aunque para una
aplicacion terapéutica este material biolégico debe ser
producido bajo condiciones controladas y siguiendo la
normativa de buenas practicas de manufactura (en in-
glés, GMP). El establecimiento de buenas practicas de
manufactura para la obtencion de exosomas con méto-
dos de filtracion requiere unos controles de calidad que
tengan en cuenta el tamano de las vesiculas, presencia/
ausencia de marcadores bioquimicos, ausencia de con-
taminantes (p. ej. agregados de proteinas), esterilidad y
estabilidad del producto final, métodos para optimizar
el almacenamiento del producto y por tiltimo, métodos
analiticos que sirvan para controlar todos los aspectos
anteriormente enumerados (32).

A pesar de que el trabajo aqui presentado, al tratarse
de un desarrollo experimental in vitro, tiene evidentes
limitaciones, los autores consideran que el aspecto mas
interesante y novedoso de los resultados radica en el
enfoque hacia una futura aplicacion clinica de exoso-
mas derivados de MSCs. Los ensayos preclinicos que se
estan realizando actualmente en este grupo de investi-
gacion permitirdan ademds obtener una prueba de con-
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cepto para determinar dos parametros fundamentales

en
de

terapias avanzadas como son la seguridad y eficacia
este nuevo producto, con un importante potencial

terapéutico enfocado al tratamiento en patologias aso-
ciadas a procesos inflamatorios.
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