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La terapia celular ha emergido en los últimos años como una nueva herramienta 

terapéutica para el tratamiento de diversas patologías. Sin embargo, la vía y tipo de 

administración de estas terapias son factores enormemente condicionantes para la 

correcta implantación del producto terapéutico y, por tanto, para su eficacia. En 

este sentido, es necesario el desarrollo de métodos y vías de administración alterna-

tivos que aseguren viabilidad y la correcta implantación de las células madre para 

conseguir la optimización de estas terapias. 

Esta tesis doctoral plantea estrategias alternativas para favorecer la implantación 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 quirúrgicos para favorecer la implantación y la actividad biológica 

de las células. La segunda estrategia aborda una nueva vía de administración 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 vía intrapericár-

dica, evaluando su biodistribución y actividad inmunomoduladora en un modelo 

de animal grande. Por último, para la tercera estrategia se evalúa la actividad  

inmunomoduladora de exosomas derivados de MSCs, y se realiza una comparativa 

de diferentes metodologías de aislamiento de dichas vesículas para su extrapola-

ción y aplicación en el entorno clínico.   
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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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INTRODUCCIÓN GENERAL 

CONCEPTO DE TERAPIA CELULAR 

El campo de las células madre ha revolucionado muchos de los paradigmas de la 

biología y se ha convertido en una de las alternativas más prometedoras para la 

medicina del futuro [1]. 

La terapia celular surge como una terapia avanzada cuyo objetivo es reemplazar, 

reparar y/o mejorar la función de tejidos u órganos dañados mediante la adminis-

tración de células que han sido seleccionadas y expandidas fuera del organismo. La 

terapia celular representa una alternativa válida, y a menudo superior, a los trata-

mientos convencionales, ya que se dirige a la causa de la patología, es potencial-

mente curativa, establece conexiones con las células o el tejido de alrededor y da 

lugar a tejido funcional. Además, las células pueden reaccionar ante determinados 

estímulos y restaurar la homeostasis metabólica de manera más adecuada de lo que 

lo hacen los agentes químicos [2].  

De acuerdo con la Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug  

Administration, FDA), la terapia celular somática se define como la administración a 

humanos de células vivas de líneas no germinales autólogas, alogénicas o xenogé-

nicas, las cuales han sido manipuladas o procesadas ex vivo, sin incluir los produc-

tos de sangre transfundida. La manipulación de los productos para terapia celular 

incluye la propagación ex vivo, expansión, selección o tratamiento farmacológico de 

las células, u otras alteraciones de sus características biológicas. Estos productos 

tienen como objeto el tratamiento, diagnóstico y/o prevención de determinadas 

patologías [3]. 

Hoy en día, la terapia celular está en constante expansión 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 específi-
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cas, de células efectoras o de células maduras que han sido inducidas o reprogra-

madas para readquirir pluripotencialidad [4]. 

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

diferentes clasificaciones. 

CÉLULAS MADRE: CLASIFICACIÓN 

El concepto de célula madre implica dos características fundamentales: la capaci-

dad de autorreplicación mediante divisiones simétricas y la capacidad de diferen-

ciación para dar lugar a uno o más tipos celulares, a través de divisiones 

asimétricas (Figura 1). De este modo, la clasificación de las células madre en base a 

su capacidad de diferenciación recoge las siguientes categorías [5,6]:  

 Totipotentes u omnipotentes. Son las células más desdiferenciadas, y poseen por 

tanto capacidad para diferenciarse a cualquier tipo celular, incluyendo el trofo-

blasto, que dará lugar a la placenta, los tejidos extraembrionarios y el cordón 

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, formándose así, a partir de ellas, el embrión y la 

placenta. 

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

embrionarias —endodermo, mesodermo y ectodermo—. 

 Multipotentes u órgano específicas, con capacidad para dar lugar a las células de 

una de las capas embrionarias, pudiendo originar los tipos celulares de un tejido 

u órgano determinado.  

 Oligopotentes. Son capaces de diferenciarse hacia dos o más linajes dentro de un  

tejido específico. 

 Unipotentes. Las líneas celulares unipotentes están bastante comprometidas, ya 

que se diferencian a un único tipo celular. 
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Figura 1. Propiedades fundamentales de las células madre: autorreplicación y diferenciación.  

(Adaptado de [7]). 

Además, las células madre pueden clasificarse también en función 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 especí-

ficos como Nanog y Oct4, factores de transcripción 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 serán 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 estímulo local 
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activa su proliferación, diferenciación o migración. Las células madre residentes 

se encuentran en los llamados “nichos de células madre”, los cuales poseen un 

microambiente que desempeña un papel primordial en la homeostasis celular y 

la reparación tisular. A este grupo pertenecerían las células derivadas de car-

diosferas (Cardiosphere-Derived Cells, CDCs), que son objeto de estudio en esta te-

sis y que se tratarán con más detenimiento en el bloque II de esta introducción. 

 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 exponía cómo la inducción de la expresión de Oct4, Sox2, cMyc y Klf4 en fi-

broblastos murinos era capaz de conferir pluripotencialidad a estas células 

maduras. En el año siguiente, se generaban las primeras líneas de iPSCs humanas 

[9,10]. Desde entonces, se han desarrollado diferentes metodologías para generar 

iPSCs que han permitido solventar las principales desventajas de las iniciales, 

como la baja eficiencia de reprogramación o la elevada incidencia de mutagénesis 

[11]. Actualmente, la terapia con iPSCs es un campo prometedor dentro de la 

medicina regenerativa, y se están llevando a cabo numerosos estudios en los que 

se utilizan estas células para el tratamiento de diferentes patologías.  

CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES: CARACTERÍSTICAS Y MECANISMOS DE 

ACCIÓN 

Las células madre mesenquimales o MSCs son, quizás, las células madre multipo-

tentes más ampliamente reconocidas. Pueden obtenerse a partir de una diversa 

variedad de tejidos adultos, como médula ósea, tejido adiposo, hueso, sangre de 

cordón umbilical o sangre periférica, entre otros [6]. Estas células fueron descritas 

por primera vez por Pittenger et al. como una población con capacidad proliferativa 

en cultivo con morfología fibroblástica 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 mínimos para la identifica-

ción de MSCs [13]: 

 crecimiento en adherencia a plástico y morfología fibroblástica en condiciones 

de cultivo estándar; 

 expresión de los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 en al menos el 

95% de la población celular; 

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

CD14, CD11b CD19 y HLA-II; 

 capacidad de diferenciación in vitro hacia linajes adipogénico, osteogénico y 

condrogénico. 

Otros marcadores de superficie característicos de las MSCs son CD13, CD29, CD44, 

CD54, CD106, CD117, CD140b, CD166 o Stro1, y otros cuya ausencia también se ha 

descrito en esta población celular son CD31, CD34 o CD61 [14]. Además de su ca-

pacidad de diferenciación, la actividad antiinflamatoria y reparadora de estas célu-

las se ha demostrado en diferentes modelos animales. 

En cuanto a los mecanismos de acción de las MSCs, las teorías iniciales postulaban 

que el efecto beneficioso de la terapia con células madre residía en la regeneración 

tisular a través de la diferenciación de las células implantadas [15]. Hoy en día sa-

bemos que esta diferenciación no ocurre con una frecuencia lo suficientemente alta 

como para ser significativa en cuanto a las mejoras funcionales observadas tras la 

administración de células madre, y las evidencias actuales indican que el mecanis-

mo regenerativo de estas terapias reside principalmente en la producción 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 citoprotección, angiogénesis, reparación tisular, nor-

malización de la matriz extracelular y modulación de la inflamación. Además de 
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este mecanismo de reparación exógeno, a menudo de corta duración, existe un po-

tente y duradero mecanismo de reparación endógena a través de la activación de 

los nichos de células madre del propio huésped gracias al microambiente generado 

por las MSCs [16].  

En los últimos años, 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 proliferación de 

células T y B, la secreción de citocinas y la citotoxicidad; regulan el balance entre 

Th1/Th2 y la función de las células T reguladoras; inhiben la maduración, activa-

ción y presentación de antígeno en las células dendríticas, e inhiben la activación 

de NKs mediada por IL-2 [17]. Además, existen evidencias de que las MSCs ejercen 

otros efectos inmunomoduladores que varían en función del microambiente infla-

matorio local de cada enfermedad. 

Entre los principales mediadores del efecto inmunomodulador de las MSCs, ade-

más del contacto célula-célula, se encuentran factores solubles como el factor de 

crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor beta, TGF-β), la prosta-

glandina E2 (PGE2), el factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Fac-

tor, HGF), la IL-10, el interferón gamma (IFN-γ), el factor de necrosis tumoral alfa 

(Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-α) o la IL-1β, entre otros. Aunque se ha descrito 

más de una docena de factores solubles implicados en la inmunomodulación de 

MSCs, el papel de cada uno y la relación entre ellos no están claramente estableci-

dos, más aún si se tiene en cuenta que existen variaciones en función 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 relación con la respuesta inmune está 

relacionado con la inducción y expansión de células reguladoras que compiten ac-

tivamente para lograr el establecimiento de un microambiente tolerogénico y de 

moderación de la respuesta inmune [18]. Además, estas células se consideran dé-

bilmente inmunogénicas, mostrando una baja expresión de HLA clase I y ausencia 

de HLA clase II y moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86 [19]. 
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INVESTIGACIÓN PRECLÍNICA Y CLÍNICA EN TERAPIA CELULAR 

Antes de aplicar cualquier terapia en la práctica clínica, 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 acción 

de las células madre y acumular evidencias preclínicas acerca de su seguridad y 

eficacia terapéutica. El papel de la investigación preclínica utilizando modelos 

animales para llegar a tener toda esta información es esencial, aunque es cierto que 

algunos aspectos de la biología celular son específicos para diferentes especies, pu-

diendo existir diferencias entre los modelos utilizados y el efecto final en humanos. 

Por ello, es de vital importancia la realización 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 órganos y tejidos más similares en tamaño y fisiología con 

el humano. 

Los modelos murinos han sido los modelos de elección en muchos de los estudios 

relacionados con la biología de las células madre debido a su relativo bajo precio, 

facilidad de manipulación —también manipulación genética— y rápido 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 

realización de estudios largos en el tiempo, y la mayoría de parámetros fisiológicos 

—entre ellos, las propiedades del sistema inmune, que juega un papel determinan-

te en la reacción del receptor a la administración de células— son mucho más 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 número y 

tipos de células madre que pueden ser extraídas y expandidas a partir de los mis-

mos. Además, su papel a la hora de estudiar la seguridad es determinante, ya que 

las dosis, vías de administración 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 líneas celulares estables y 

bien caracterizadas y la escasa disponibilidad de anticuerpos específicos, arrays de 

expresión y otros reactivos [22].  

Por otro lado, la investigación clínica en terapias basadas en el uso de células en-

globa un amplio espectro de condiciones, patologías y tipos celulares, aunque la 

mayor parte de los ensayos clínicos usan MSCs como herramienta terapéutica. Se-

gún establecía una estimación publicada en julio de 2015, que incluía 374 ensayos 

clínicos en los que se usaban MSCs (Figura 2), más del 60% de los mismos se dirigía 

al tratamiento de enfermedades osteoarticulares, cardiacas, neurológicas/neurode-

generativas y las relacionadas con inmunidad/autoinmunidad [23]. En el momento 

de redacción de este trabajo, la búsqueda en la base de datos de ensayos clínicos del 

NIH (National Institutes of Health), arroja 502 resultados para este mismo tipo celu-

lar. En 2011, sin embargo, el número de ensayos clínicos que utilizaban MSCs como 

herramienta terapéutica era de 123 [24], lo que demuestra el fuerte auge que estas 

terapias están experimentando en los últimos años. 

No obstante, en algunos de estos ensayos, que cubren un amplio rango de indica-

ciones, las hipótesis clínicas son bastante especulativas y los mecanismos terapéuti-

cos no están completamente definidos. Esto, junto a la falta de evidencias preclíni-

preclínicas, lleva a que esta aplicación prematura, más empírica 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 aún en desarrollo [25].  
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Figura 2. Clasificación de los ensayos clínicos con MSCs en función del tipo de patología.  

(Adaptado de [23]). 

A pesar de esto, y en general, los ensayos clínicos llevados a cabo hasta ahora han 

demostrado de manera consistente la seguridad de estas terapias, y los beneficios 

terapéuticos obtenidos en los pacientes están en constante aumento [24,26], eviden-

ciando la utilidad de estas terapias cuando los diseños clínicos son los adecuados. 
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JUSTIFICACIÓN DE LA IMPORTANCIA UNITARIA DE LA TESIS 

El Centro de Cirugía de Mínima Invasión “Jesús Usón” (CCMIJU) es un centro 

multidisciplinar dedicado a la investigación y formación en técnicas quirúrgicas 

mínimamente invasivas. El área de Terapia Celular cuenta con diferentes líneas 

de investigación 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 patologías. El carácter multidisciplinar del CCMIJU per-

mite que la investigación básica desarrollada en el laboratorio pueda verse 

fácilmente aplicada en modelos in vivo, combinando estas terapias con las apro-

ximaciones quirúrgicas mínimamente invasivas empleadas en el centro, y reali-

zando la fase de evaluación preclínica en modelos animales de diferentes 

patologías, 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 líneas de investi-

gación que se encuentran en desarrollo en la Unidad de Terapia Celular del 

CCMIJU: la combinación de células madre adultas con diferentes materiales 

quirúrgicos, la terapia celular en el área 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” más ampliamente 

estudiadas en el campo de la medicina regenerativa. Esta apuesta por la origi-

nalidad y la innovación responde a una demanda creciente que surge como 

consecuencia de la modesta tasa de éxito obtenida al trasladar a la clínica las 

estrategias convencionales en terapia celular, a pesar de los prometedores re-

sultados in vitro. 
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Aunque el potencial terapéutico de diferentes líneas de células madre adultas ha 

sido ampliamente demostrado y existen numerosas evidencias científicas que 

prueban sus múltiples efectos biológicos, 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 EVALUACIÓN DE PRODUCTOS TERAPÉUTICOS 

BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRÚRGICOS COMO VEHÍCULOS PARA 

FAVORECER LA IMPLANTACIÓN DE CÉLULAS MADRE ADULTAS 

La combinación de células madre con diferentes materiales quirúrgicos es un im-

portante campo de estudio. Sin duda, las células madre constituyen una herramien-

ta terapéutica útil que puede ser utilizada de maneras diversas para potenciar el 

efecto del material quirúrgico o para solventar problemas relacionados con la im-

plantación de los mismos. 

Entre los materiales quirúrgicos más habitualmente utilizados en la práctica clínica 

se encuentran las suturas quirúrgicas, cuyo fin es conseguir el cierre de defectos sin 

cicatrices o deformidades. A lo largo de los últimos años se han desarrollado nue-

vas suturas con mejores propiedades físicas y actividad biológica. En este sentido, 

está ampliamente instaurada la utilización de suturas modificadas, recubiertas con 

agentes antimicrobianos, como una herramienta útil para la reducción de infeccio-

nes con una seguridad y tolerancia demostradas [27,28]. Más 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 cicatrización intesti-

nal gracias a suturas recubiertas con factor de crecimiento insulínico humano re-

combinante [29]. Estas suturas modificadas se han aplicado también para mejorar 

la cicatrización de tendón a hueso, en este caso, utilizando un recubrimiento con 

factor de crecimiento recombinante humano derivado de plaquetas BB [30]. Ade-

más, 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 último, 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 combinación 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 ósea para reducir las adherencias 

intraabdominales [36].  

En términos de aplicación clínica, las suturas podrían considerarse un soporte físico 

que impediría la dispersión de las células tras su implantación. Una de las suturas 

sintéticas absorbibles más utilizadas es la compuesta por ácido poli-láctico-co-

glicólico (poly-lactic-co-glycolic acid, PLGA), un componente para los scaffolds tempo-

rales usados en ingeniería de tejidos para proporcionar un soporte físico 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-

ción química del PLGA [37]. Así, el tratamiento del PLGA con NaOH, por ejemplo, 

proporciona una superficie más hidrofílica, incrementa el área superficial, altera la 

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

La combinación de suturas y MSCs podría presentar numerosas ventajas relacio-

nadas con la mejora de la deposición de colágeno. El uso de un solo factor biológico 

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 liberación de estas sustancias por 

parte de las células residentes [39]. Además, el tratamiento químico 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 encontrarían recubriendo la 

sutura, el proceso queda simplificado al realizarse de manera conjunta y en un solo 

paso la sutura y la administración de células madre.  

Desde un punto de vista logístico, esta estrategia terapéutica sería fácilmente apli-

cable, permitiendo su utilización rutinaria sin necesidad de una infraestructura 

compleja. Además, dado el uso actual de la terapia alogénica con MSCs y la prolife-

ración de bancos de líneas de células madre [40,41], esta sería una opción factible 
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en un futuro próximo. Este tipo de tratamiento podría suponer una alternativa te-

rapéutica útil, pudiendo proporcionar un efecto beneficioso en la fase de remodela-

ción tisular —especialmente en pacientes con dificultades en la cicatrización—, 

mejorando así este proceso tras la cirugía. 

Otro producto ampliamente empleado en la práctica clínica son las mallas quirúr-

gicas. Estas están diseñadas para su implantación 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 sí 

mismo, sino que está causado por la producción de tejido alrededor de sus  

fibras [42]. 

Actualmente, cada año se implantan alrededor de un millón de mallas quirúrgicas 

en todo el mundo. Desafortunadamente, estos procedimientos presentan una ele-

vada tasa de complicaciones como la recurrencia y el desarrollo de una reacción 

inflamatoria que termina con fibrosis y formación de adherencias, causando dolor e 

incomodidad al paciente. Tras la implantación quirúrgica del material, se desarro-

llan varios procesos como la formación de un coágulo y la adherencia plaquetaria, 

seguida por la migración de fibroblastos, células polimorfonucleares y macrófagos. 

Estos últimos 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 resolución de la respuesta inflamatoria da lugar a una reacción 

a cuerpo extraño, formación de tejido de granulación y encapsulación del implante, 

impidiendo la integración funcional de este en el tejido circundante. A menudo, 

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

En los últimos años han aparecido nuevos diseños de mallas de muy bajo peso  

—ultraligeras— y construidas con nuevos materiales para reducir las complicacio-

nes atribuidas a su implantación —reacción inflamatoria adversa, dolor crónico o 

erosión de la malla, entre otras— [44]. En este sentido, los nuevos diseños de las 

mallas quirúrgicas se han centrado en mejorar la biocompatibilidad de los materia-
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les [45] y en la búsqueda de mecanismos que permitan la transmigración y localiza-

ción de células huésped beneficiosas [46]. Así, se ha probado en la clínica el recu-

brimiento de mallas de polipropileno con plasma autólogo [47] o titanio [48] para  

reducir la reacción a cuerpo extraño e incrementar la biocompatibilidad.  

En este sentido, el uso combinado de mallas quirúrgicas y MSCs podría incremen-

tar la biocompatibilidad del material, reduciendo la reacción inflamatoria tras su 

implantación quirúrgica. 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-

lación de células NK [49,50], células NKT invariantes [51], linfocitos T citotóxicos 

[52], células T γδ [53], células dendríticas [54,55] y macrófagos [56,57]. 
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BLOQUE II: EVALUACIÓN DE LA RUTA INTRAPERICÁRDICA COMO VÍA 

ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACIÓN DE CÉLULAS MADRE EN TERAPIA 

CELULAR CARDIOVASCULAR 

El potencial de las células madre para mejorar la función cardiaca ha sido demostra-

do en diferentes ensayos preclínicos y clínicos [58–60]. Aunque ya existen algunos 

productos relacionados con la terapia celular en el mercado [61], se están llevando a 

cabo numerosos ensayos clínicos 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 más restrictivas, como la FDA, la Agencia Europea 

del Medicamento (EMA) y el Comité de Terapias Avanzadas (CAT) europeo o la 

Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). Además, las 

MSCs son especialmente atractivas gracias a su fácil disponibilidad, multipotenciali-

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

Entre los tipos celulares que más se están estudiando en los últimos años 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 dañado, probablemente debido a que su función natural es precisamente 

esa [66], pues se trata de una subpoblación de células madre cardiacas. Algunos en-

sayos en modelo animal pequeño han mostrado mejoras en la funcionalidad cardia-

ca tras la administración de CDCs [67,68] y posteriores ensayos en modelo de 

animal grande consiguieron reducir el tamaño de infarto y mejorar los parámetros 

hemodinámicos, aunque no obtuvieron efectos relevantes en la funcionalidad car-

diaca [69,70]. Tras varios estudios más, se llegó a la conclusión de que el tratamiento 

con CDCs produce un efecto beneficioso sobre el tejido cardiaco dañado, debido a 

un descenso en la apoptosis de cardiomiocitos, el reclutamiento de células madre 

residentes, la estimulación de la proliferación de cardiomiocitos, el incremento de la 

densidad de los vasos sanguíneos y el descenso en la deposición de colágeno y con-

secuente fibrosis [71]. Actualmente, diferentes ensayos clínicos están evaluando la 
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eficacia de la administración intracoronaria de CDCs, tanto autólogas (ensayo 

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

Además de la elección del tipo celular, encontrar la ruta adecuada para la adminis-

tración 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 vías de 

administración más utilizadas en los ensayos clínicos son la inyección intramiocár-

dica directa o a través de catéter (mediante aproximación transcoronaria o transen-

docárdica), la infusión intravenosa o la administración intracoronaria, tanto arterial 

como venosa [75] (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Principales rutas de administración de células madre en terapia celular cardiovascular. VI: 

ventrículo izquierdo; VD: ventrículo derecho; AI: aurícula izquierda; AD: aurícula 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 administración intracoronaria produce un patrón de distri-

bución celular más uniforme, pero puede provocar el bloqueo de las arterias 

coronarias [77,78]; la administración intramiocárdica parece presentar una tasa de 
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retención celular más alta, aunque también existe una pérdida elevada de las célu-

las administradas debido a la contracción del miocardio [79]; finalmente, la infu-

sión intravenosa es el método más sencillo para la administración de estas terapias, 

sin embargo, su tasa de retención celular es muy baja [80]. En la actualidad, la ma-

yor parte de los estudios preclínicos ha demostrado claramente que, en general, la 

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

Aunque aún existen numerosas cuestiones abiertas a las que dar respuesta —dosis, 

momento de la administración o tipos celulares—, es necesario investigar y desa-

rrollar técnicas y vías de administración alternativas que aseguren la viabilidad de 

las células administradas, su potencial proliferativo y de diferenciación y su capa-

cidad de implantación. Además, sería conveniente poder garantizar la implanta-

ción de las células durante un periodo de tiempo suficiente para alcanzar el efecto 

terapéutico deseado. En este sentido, una mayor retención podría potenciar un ma-

yor efecto reparador en el tejido afectado, permitiendo la estimulación paracrina a 

través de la liberación de factores de crecimiento, moléculas proangiogénicas,  

factores inmunomoduladores y moléculas proliferativas y antiapoptóticas. 

Actualmente, se están estudiando diferentes vías de administración para su uso 

clínico [79], pero muy pocos ensayos plantean la administración intrapericárdica 

como una alternativa segura y eficaz a otros procedimientos quirúrgicos. El líquido 

pericárdico (LP) es un ultrafiltrado de plasma secretado por la membrana serosa 

del pericardio cuya función es disminuir la fricción entre el corazón y los tejidos 

adyacentes. Su composición es muy similar a la del plasma —con menor concentra-

ción de proteínas, triglicéridos y colesterol— por lo que podría considerarse, en 

cierto modo, un vehículo óptimo para preservar la viabilidad y funcionalidad de 

las células madre.  

Comparada con otras vías, la administración intrapericárdica permitiría la adminis-

tración de altas dosis de células. En el caso de la administración intramiocárdica, 

existen limitaciones en cuanto al volumen, y además se han descrito efectos adver-
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sos como la aparición de arritmias [82,83]. Las vías intravenosa e intracoronaria 

presentan una tasa de retención 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, permitiría que las células 

transferidas permanecieran durante tiempos largos en este medio. Además, la ad-

ministración intracoronaria se relaciona frecuentemente con daño en el miocardio 

debido a obstrucciones microvasculares [85,86]. Esto, sin embargo, no sería un pro-

blema en el caso de la inyección intrapericárdica, ya que esta ruta es independiente 

del flujo vascular y microvascular. 

En la actualidad, diferentes estudios han demostrado que la vía intrapericárdica es 

un método eficaz para administrar agentes farmacológicos [87,88]. Se han realizado 

ensayos en modelo de animal grande usando factor de crecimiento fibroblástico 

(Fibroblast Growth Factor, FGF), L-arginina o ácidos grasos omega-3 [89–91]. El tra-

tamiento con FGF en modelo porcino de infarto de miocardio crónico mostró un 

efecto beneficioso al incrementar la vascularización del miocardio, sin presentar 

efectos adversos [92]. La administración de L-arginina se ha probado en perros, 

reduciendo la severidad de las arritmias ventriculares [90]. Por último, los ácidos 

grasos omega-3 administrados por vía intrapericárdica consiguieron reducir las 

arritmias y el tamaño del infarto en un modelo porcino de esta patología [91]. 

Por todo ello, la administración intrapericárdica de células madre podría constituir 

una alternativa a las rutas tradicionales, consiguiendo solventar los principales 

riesgos y limitaciones de estas y logrando así una mayor retención de células en el 

tejido dañado, lo que potencialmente se traduciría en una mejora de la eficacia de 

estas terapias. 
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BLOQUE III: ESTUDIO DE LOS EXOSOMAS DERIVADOS DE CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE 

DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLÍNICO 

Los exosomas son pequeñas vesículas membranosas secretadas por las células al 

espacio extracelular a través de un proceso exocítico. Estas vesículas, que desem-

peñan un importante papel en la comunicación intercelular, contienen ARN  

—ARNm y miARN—, lípidos y proteínas. Algunas de estas proteínas —como las 

tetraspaninas CD9, CD63 y CD81— se expresan de forma ubicua en todos los exo-

somas, aunque en función del tipo celular del que provengan pueden encontrarse 

proteínas específicas relacionadas con la funcionalidad de las vesículas, que tam-

bién puede ser variable dependiendo de la célula de origen. La caracterización de 

la expresión de ARN, lípidos y proteínas en exosomas de diferentes células y orga-

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

Los exosomas pueden aislarse fácilmente mediante diferentes métodos a partir de 

cultivos celulares in vitro o de fluidos corporales, existiendo diferentes protocolos 

disponibles en la bibliografía [94]. Entre ellos, pueden encontrarse diferencias en 

función de su finalidad —procedimientos para investigación básica, diagnóstica o 

clínica—. El método más extendido para el aislamiento de exosomas es el basado 

en la ultracentrifugación, a menudo combinada con gradientes de sacarosa. Este 

método, sin embargo, requiere de un equipamiento adecuado que no siempre está 

disponible en un entorno clínico. Otros métodos para aislar exosomas incluyen la 

cromatografía líquida de alta resolución (High-Performance Liquid Chromatography, 

HPLC), ultrafiltración, precipitación con polímeros e inmunoseparación basada en 

partículas magnéticas [95]. Sin embargo, para una producción de exosomas a nivel 

clínico, es un requisito indispensable que el protocolo de aislamiento sea un méto-

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

En términos preclínicos, los exosomas se han utilizado ampliamente en modelos 

murinos para el tratamiento de diferentes patologías como infecciones [97,98], aler-

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

al. empleando exosomas derivados de células dendríticas de médula ósea [102,103].  

En comparación con los estudios preclínicos, son pocos los ensayos clínicos que se 

están desarrollando utilizando exosomas como agentes terapéuticos, aunque sí 

existen numerosos ensayos que estudian el papel de estas microvesículas como 

biomarcadores diagnósticos y pronósticos. En uno de estos ensayos, se están em-

pleando exosomas derivados de células dendríticas en pacientes oncológicos 

[104,105]; otro de ellos emplea exosomas derivados de líquido ascítico para tratar el 

cáncer colorrectal [106] y únicamente uno de ellos, un ensayo egipcio en fase II-III 

en pacientes diabéticos, está utilizando exosomas derivados de MSCs de sangre de 

cordón 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 acción beneficiosa podría 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 morfología, aislamiento y condiciones de preservación. Sin em-

bargo, los exo-MSCs expresan, además de los marcadores de superficie comunes 

para todos los exosomas —como CD9 y CD81—, algunas moléculas de adhesión 

entre las que se encuentran CD29, CD44 o CD73, las cuales están presentes también 

en la membrana celular de las MSCs [109]. 

Como se ha mencionado anteriormente, hoy en día está ampliamente aceptado que 

el efecto terapéutico producido tras la implantación de células madre adultas está 

mediado, en gran parte, de manera paracrina. De hecho, en el contexto del infarto 

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

madre adultas [110].  

En comparación con el empleo de MSCs, son muchas las ventajas atribuidas a la 

terapia con exosomas o factores biológicos. Por ejemplo, mientras que las células 

transferidas pueden morir o no llegar a anidar en el tejido dañado, los factores bio-

lógicos pueden administrarse más fácilmente de forma localizada, permitiendo así 

un mejor control de la dosis ya que, además, no existe el problema de pérdida de 

viabilidad celular [111]. 

Actualmente, se están llevando a cabo diversos ensayos preclínicos con exo-MSCs 

para la reparación de diferentes tejidos. Sin embargo, existen pocos estudios sobre 

el efecto inmunomodulador de estas vesículas, que podrían presentar una activi-

dad reguladora sobre la diferenciación, activación y función 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 práctica 

clínica, podría 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, así como cada uno de los tres bloques específicos que  

constituyen esta tesis doctoral, a continuación se enumeran los objetivos 

generales y específicos planteados para este estudio. 
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I. Desarrollo y evaluación del uso de materiales quirúrgicos como vehículos para 

favorecer la implantación de MSCs. 

I.A. Evaluación in vitro e in vivo del efecto producido por la combinación de MSCs y 

suturas quirúrgicas sobre la deposición de colágeno. 

I.B. Evaluación in vitro e in vivo del efecto producido por la combinación de MSCs y 

mallas quirúrgicas sobre la respuesta inflamatoria. 

 

II. Evaluación de la ruta intrapericárdica como vía alternativa para la  

administración de células madre en terapia celular cardiovascular. 

II.A. Evaluación de la seguridad y biodistribución de MSCs administradas por vía 

intrapericárdica en modelo porcino. 

II.B. Estudio inmunológico de la administración intrapericárdica de CDCs en  

modelo porcino. 

 

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

su actividad paracrina inmunomoduladora. 

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

sobre células T estimuladas in vitro. 

III.B. Comparación de diferentes métodos de aislamiento de exosomas derivados 

de MSCs para uso clínico. 
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BLOQUE I: DESARROLLO Y EVALUACIÓN DE PRODUCTOS TERAPÉUTICOS 

BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRÚRGICOS COMO VEHÍCULOS PARA 

FAVORECER LA IMPLANTACIÓN DE CÉLULAS MADRE ADULTAS 

En relación con el objetivo I, en este bloque se aborda la combinación de células 

madre tanto con suturas como con mallas quirúrgicas. En el primer caso, como ya 

se ha expuesto anteriormente, se postula que la implantación de MSCs en el tejido a 

través de las suturas podría proporcionar un efecto beneficioso en la fase de remo-

delación tisular relacionado con la mejora de la deposición de colágeno, mejorando 

así la cicatrización tras la cirugía. En cuanto al uso combinado de MSCs con mallas 

quirúrgicas, planteamos que este podría incrementar la biocompatibilidad del ma-

terial inerte, reduciendo la frecuente reacción inflamatoria tras su implantación 

quirúrgica. 

Para el desarrollo de este trabajo, se realizaron en primer lugar ensayos in vitro en-

caminados a optimizar la adhesión celular a los materiales quirúrgicos, así como a 

determinar que el fenotipo y la viabilidad celular no se vieran comprometidos. 

Asimismo, se realizaron estudios in vivo para evaluar el efecto biológico de las su-

turas y mallas combinadas con MSCs. 

I.A. EVALUACIÓN IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR  

LA COMBINACIÓN DE MSCs Y SUTURAS QUIRÚRGICAS SOBRE LA DEPOSICIÓN 

DE COLÁGENO  

A continuación, 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 combinación con las suturas, la permanencia de las MSCs 

en el material tras realizar diferentes pases de sutura por tejido y los tipos de colá-

geno secretado por las MSCs en cultivo. Finalmente, se realizó un ensayo in vivo en 

modelo murino para analizar los depósitos de colágeno en los tejidos suturados. 
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Optimización de la adhesión de MSCs a suturas quirúrgicas 

Para la combinación de MSCs con suturas quirúrgicas, se utilizó una sutura absor-

bible multifilamento trenzada de PLGA. Con el objetivo de mejorar la adhesión 

celular al material inerte, se realizaron diferentes tratamientos en las suturas antes 

de su incubación con las células. Estos tratamientos fueron: gelatina, poli-L-lisina 

(PLL) o NaOH. A continuación, se realizó el cocultivo con células madre mesen-

quimales porcinas derivadas de médula ósea (porcine Bone Marrow-derived MSCs, 

pBM-MSC) y se cuantificó la tasa de adhesión celular mediante el método del  

CCK-8. Este ensayo colorimétrico mide la actividad metabólica de las células, exis-

tiendo una relación directa entre dicha actividad y el número de células, por tanto, 

a mayor absorbancia, mayor número de células adheridas a la sutura. Como con-

trol, se utilizaron suturas sin ningún tratamiento incubadas con pBM-MSCs. Asi-

mismo, se tomaron imágenes de microscopía de suturas combinadas con células 

previamente marcadas con las sondas fluorescentes Hoechst y Vybrant para apreciar 

visualmente la distribución de las células sobre las suturas.  

Figura 4. Adhesión celular a las suturas con diferentes tratamientos. Con el fin de mejorar la adhesión de 

las MSCs a la sutura, estas se trataron con gelatina, PLL o NaOH antes de su cultivo con las células. El 

gráfico (A) representa la adhesión 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 imágenes de microsco-

pía (B) muestran las MSCs adheridas a las suturas con los diferentes tratamientos, así como a la sutura sin 

tratar (control). Las células se marcaron con las sondas fluorescentes Hoechst y Vybrant. Las imágenes fue-

ron tomadas con una magnificación de 10X. Escala: 100 μm. 
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Los resultados, representados en la Figura 4A, mostraron diferencias estadística-

mente significativas entre las suturas sin tratar y las sometidas a tratamiento con 

PLL y NaOH, alcanzándose una mayor tasa de adhesión celular en estas últimas. El 

tratamiento con gelatina no produjo cambios significativos en términos de adhe-

sión celular en comparación con el control de sutura no tratada. La figura 4B mues-

tra las imágenes obtenidas mediante microscopía, en las que puede apreciarse 

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

Análisis fenotípico de MSCs adheridas a suturas quirúrgicas 

Con el fin de determinar si la adhesión de las MSCs a las suturas podría estar afec-

tando al fenotipo de las pBM-MSCs se realizó un análisis de expresión de los mar-

cadores de superficie CD29, CD31, CD44, CD45, CD90, CD105, SLA-I y SLA-II por 

citometría de flujo, tanto en células en condiciones de cultivo estándar 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. Análisis fenotípico de las MSCs adheridas a las suturas con los diferentes tratamientos. La 

caracterización fenotípica se realizó mediante citometría de flujo multicolor. En la figura se muestran los 

histogramas representativos de cada condición, junto con los niveles de expresión de cada marcador. Se 

utilizaron MSCs en condiciones de cultivo estándar como control. El nivel de expresión se representa como 

la intensidad de fluorescencia relativa media (Mean Relative Fluorescence Intensity, MRFI). La MRFI se calcu-

ló 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 adhesión de las células a la sutura, el material inerte con 

los diferentes tratamientos se cocultivó con MSCs y se realizaron tres pases de la 

sutura a través de tejido intestinal ex vivo, que sirvió como tejido de referencia. La 

cuantificación de las células que permanecían adheridas a la sutura tras cada pase 

se realizó utilizando el método del CCK-8. Nuestros resultados indican que, tras el 

tercer pase, únicamente hay diferencias significativas en la sutura tratada con PLL, 

en la que el número 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, así como suturas sin tratar (control), recubiertas con MSCs, se utilizaron para realizar tres 

pases a través de un tejido de referencia. La adhesión de las MSCs a las suturas se determinó antes de 

realizar los pases por el tejido y después de cada uno de ellos. Los gráficos (A) muestran la adhesión 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 gráfico inferior (B) 

representa conjuntamente los valores medios mostrados en los gráficos 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 significación estadística de cada compara-

ción tras el tercer pase se muestra en la figura. 

Análisis proteómico in vitro de los tipos de colágeno secretado por las MSCs 

Con el fin de identificar los tipos de colágeno secretados por las MSCs, así como 

otras proteínas del secretoma posiblemente implicadas en el proceso de cicatriza-

ción, se realizó un análisis proteómico por espectrometría de masas de los medios 

de cultivo recogidos tras 72 horas de cultivo estándar y concentrados, contrastando 

el espectro obtenido con la base de datos Swissprot para humano y porcino. Este 

análisis semicuantitativo fue realizado en el Laboratorio de Proteómica Cardiovas-

cular del CNIC. La proteína más abundante encontrada en los medios de cultivo, 

expresada en función de número de péptidos, fue la cadena alfa-1(I) del colágeno, 

seguida por las cadenas alfa-2(V), alfa-2 (I), alfa-1 (XII) y alfa-1 (III). En la Figura 7 

se muestra el número de péptidos identificado para cada una de las cadenas. 
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Figura 7. Identificación y cuantificación de los tipos de colágeno liberados por las MSCs in vitro. Los 

sobrenadantes de las pBM-MSCs cultivadas in vitro se recogieron y concentraron. Se aisló la proteína total, 

se separó en gel de SDS-poliacrilamida y se realizó la digestión de cada banda con una solución de tripsina. 

Los péptidos resultantes se analizaron mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

en tándem. La identificación de proteínas se realizó con SEQUEST usando la base de datos de  

Swissprot para humano. Únicamente se consideraron las proteínas identificadas con al menos dos péptidos. 

Análisis in vivo de los depósitos de colágeno tras la implantación 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, así 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 ósea. Pasada una semana, la zona de piel con cada una de las 

cicatrices se separó del resto, se determinó la cantidad de hidroxiprolina  

—componente principal del colágeno— mediante un kit comercial y se normalizó 

esta cantidad en relación al peso del tejido. 

Nuestros resultados mostraron que el contenido en hidroxiprolina en aquellos teji-

dos en los que se empleó sutura sin recubrimiento celular fue el más bajo, sin dife-

rencias significativas entre los diferentes tratamientos. Sin embargo, la deposición 

de colágeno 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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apreció un aumento estadísticamente 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 detectó una cantidad elevada de hidroxiprolina, con una 

p=0.06 en la comparación con su control sin células (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Contenido en hidroxiprolina en tejido suturado. Pasados 6 días tras la realización de las suturas 

en piel de ratones B6D2, se realizó la cuantificación de hidroxiprolina en el tejido suturado con cada una 

de las suturas, tanto recubiertas con MSCs como sin recubrir. El gráfico muestra la cantidad de hidroxipro-

lina normalizada en relación 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 imágenes de microsco-

pía (B) corresponden a imágenes representativas del tejido suturado con sutura tratada con PLL y recu-

bierta con MSCs marcadas con la sonda fluorescente Vybrant, a dos días tras la sutura del tejido. Las 

imágenes se obtuvieron mediante microscopía óptica (izquierda) y mediante combinación de las imágenes 

de microscopía óptica y de fluorescencia (derecha) con una magnificación de 20X. Escala: 100 μm. 
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I.B. EVALUACIÓN IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA 

COMBINACIÓN DE MSCs Y MALLAS QUIRÚRGICAS EN LA RESPUESTA 

INFLAMATORIA 

El presente bloque de resultados se corresponde con el objetivo I.B. En este trabajo, 

la combinación de las células con el material quirúrgico se realizó tomando como 

base la experiencia adquirida en el estudio anterior. Así, las primeras pruebas in 

vitro se centraron en optimizar la adhesión celular al material inerte y en estudiar el 

perfil fenotípico de las células en esta combinación. En este trabajo, quisimos intro-

ducir además una determinación importante a la hora de considerar la aplicación 

clínica de este producto: la factibilidad de criopreservación de la combinación. Para 

el análisis de la actividad biológica, se realizaron ensayos in vitro evaluando la ca-

pacidad inmunomoduladora sobre linfocitos T estimulados y la capacidad de pola-

rización de macrófagos utilizando la línea celular promonocítica U937. Finalmente, 

se realizó un ensayo in vivo en modelo murino en el que se analizaron tanto aspec-

tos de seguridad como de bioactividad. 

Análisis de la adhesión celular a las mallas quirúrgicas  

Para este estudio, se utilizó una malla quirúrgica de polipropileno, monofilamento, 

no absorbible y de bajo peso. En el caso de la combinación de MSCs con estas ma-

llas quirúrgicas, el material inerte (4 cm2) fue tratado con gelatina y PLL, y coculti-

vado con diferentes dosis celulares (0.5, 1 y 2 millones/cm2) durante diferentes 

tiempos (1, 2 y 4 horas) para finalmente determinar la tasa de adhesión 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 adhesión más elevadas se obtuvieron con las concentraciones 

celulares mayores (1 y 2 millones/cm2), con escasas diferencias en función del tiem-

po de incubación. Teniendo en cuenta que el protocolo de combinación de MSCs y 

mallas quirúrgicas debe ser viable, práctico y rápido para su aplicación en la clíni-

ca, finalmente se escogió el tratamiento con PLL y el recubrimiento con la dosis y 
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tiempo de incubación intermedios (1 millón de células/cm2 durante 2 horas) para 

realizar el estudio. 

Figura 9. Adhesión celular a las mallas quirúrgicas con los diferentes tratamientos, dosis celulares y 

tiempos de incubación. Con el fin de mejorar la adhesión 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 incubación. El gráfi-

co representa la adhesión celular cuantificada mediante CCK-8.  

Análisis fenotípico de las MSCs cocultivadas con las mallas quirúrgicas 

Para comparar el fenotipo de las MSCs cultivadas en condiciones estándar con el 

de las células adheridas a las mallas, se realizó una caracterización por citometría 

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 quirúrgicas tratadas con PLL. 
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Figura 10. Análisis fenotípico de las MSCs adheridas a las mallas quirúrgicas. La caracterización fenotí-

pica se realizó mediante citometría de flujo multicolor. Se compararon los perfiles fenotípicos de las MSCs 

en condiciones de cultivo estándar con las adheridas a las mallas. En la figura se muestran los histogramas 

representativos de cada condición, junto con los niveles de expresión de cada marcador. El nivel de expre-

sión se representa como MRFI, calculado mediante la división de la MFI por su control negativo. 

Estudio de viabilidad celular tras la criopreservación de las mallas  

quirúrgicas recubiertas con MSCs 

Considerando la potencial aplicación clínica de las mallas recubiertas con MSCs, se 

quiso abordar la factibilidad de su conservación, un punto importante a tener en 

cuenta a la hora de trasladar el modelo al entorno clínico-quirúrgico. Para ello, se 

determinó si la criopreservación de las mallas recubiertas podría afectar a la viabi-

lidad de las MSCs. Los ensayos de viabilidad se realizaron tras diferentes tiempos 

de criopreservación (15, 30 y 45 días), a 1 y 7 días tras la descongelación. Los resul-

tados obtenidos no mostraron diferencias significativas en la viabilidad celular en-

tre el control (mallas recubiertas con MSCs no sometidas a criopreservación) y las 

células de las mallas criopreservadas y descongeladas, independientemente del 

tiempo de criopreservación y cultivo tras la descongelación (Figura 11). 
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Figura 11. Viabilidad celular tras la criopreservación de las mallas recubiertas con MSCs. Las mallas 

recubiertas con MSCs se congelaron en un medio comercial. Después de 15, 30 y 45 días, se descongelaron 

y cultivaron durante 1 o 7 días (t=1 y t=7, respectivamente). La viabilidad celular se calculó mediante la 

técnica de tinción por exclusión de azul de tripano en un contador automático. Como control, se utilizaron 

mallas sin congelar. 

Análisis in vitro del potencial inmunomodulador de las mallas recubiertas 

con MSCs 

Con el fin de abordar el estudio de la actividad biológica de las mallas recubiertas 

con MSCs, se realizó un ensayo in vitro para determinar su efecto inmunomodula-

dor sobre la tasa de proliferación de subpoblaciones linfocitarias. En este ensayo, 

las mallas recubiertas se cocultivaron durante 6 días 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 antígeno, 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 días, así como de los controles, se determinó mediante el marcaje de los 

mismos con la sonda fluorescente carboxifluoresceína 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 división celular, de manera que cada célula dividida acumulará la mitad 

de colorante que la célula de la que procede. La medida de la intensidad de fluo-

rescencia del CFSE mediante citometría de flujo permite determinar la actividad 

proliferativa de los PBLs cultivados en las diferentes condiciones. Así, a mayor in-

tensidad de fluorescencia emitida por una célula, menor número de divisiones ce-

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

Como es lógico, la tasa de proliferación de los PBLs sin estimular fue baja, y la tasa 

más elevada se produjo en el control positivo. Cuando los linfocitos estimulados 

fueron cultivados en presencia de las mallas recubiertas, la tasa de proliferación 

descendió significativamente hasta casi alcanzar el valor del control negativo  

(Figura 12A). 

Junto con el análisis de proliferación, también se realizó la determinación del con-

tenido intracelular de IFN-γ. El IFN-γ es una citocina proinflamatoria secretada por 

células del sistema inmune bajo ciertas condiciones de activación, existiendo una 

relación directa entre la secreción de esta citocina y el nivel de activación de las cé-

lulas T. Para determinar el efecto que las mallas recubiertas ejercen sobre la pro-

ducción de IFN-γ por las células T, se realizó un ensayo en las mismas condiciones 

que en el estudio de proliferación linfocitaria. Tras los 6 días de cultivo, los PBLs se 

incubaron con un inhibidor del transporte celular para retener el IFN-γ producido 

en el interior celular y se marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. A conti-

nuación, se fijaron, permeabilizaron y marcaron con anti-IFN-γ, para ser poste-

riormente analizadas por citometría de flujo. 
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Los resultados de la determinación intracelular de IFN-γ en las subpoblaciones de 

células T CD4+ y CD8+ mostraron que el porcentaje de IFN-γ en las células CD8+ 

descendió significativamente en condiciones de cocultivo con mallas recubiertas 

con MSCs, en comparación con el control positivo. En las células CD4+ también se 

aprecia este descenso, aunque no llegó a ser estadísticamente significativo  

(Figura 12B). Así, estos resultados indican que las mallas recubiertas con MSCs no 

solo impiden la proliferación linfocitaria, sino también la producción de IFN-γ en la 

subpoblación CD8+. 

Figura 12. Capacidad de proliferación y producción de IFN-γ en PBLs estimulados in vitro y cultivados 

en presencia de mallas recubiertas de MSCs. Para la determinación de la actividad proliferativa, los PBLs 

marcados con CFSE estimulados in vitro se cultivaron durante 6 días con mallas recubiertas con MSCs. 

Como controles, se utilizaron PBLs sin estimular y PBLs estimulados, ambos sin mallas quirúrgicas. 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 (línea naranja) y PBLs estimulados en presencia de mallas recubiertas 

(línea gris). También se muestran los índices de estimulación de cada condición, calculados como como las 

frecuencias de células con baja expresión de CFSE de cada condición divididas entre la frecuencia de célu-

las con baja expresión de CFSE en el control negativo (células no estimuladas). En el gráfico (A, derecha) 

los valores representan la media ± SD de 3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron 

mediante la prueba t de Student, comparando los índices de estimulación del control positivo (PBLs esti-

mulados) y de los PBLs estimulados cultivados en presencia de mallas recubiertas (* p ≤ 0.05). Para la de-

terminación de IFN-γ, los PBLs se cultivaron en las mismas condiciones que en el ensayo de proliferación. 

Tras 6 días, el contenido de IFN-γ intracelular se determinó por citometría de flujo. Los gráficos (B) repre-

sentan la media ± SD de 3 experimentos independientes, tanto para la subpoblación CD4+ como para la 

CD8+. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando cada condición con el 

control positivo (* p ≤ 0.05). Debajo, se muestran los gráficos de puntos representativos para cada condi-

ción. El número de los cuadrantes indica el porcentaje de células positivas para IFN-γ.  

Por último, se realizó un ensayo para determinar el papel inmunomodulador de las 

mallas recubiertas en relación con la polarización de macrófagos, una de las células 

más importantes implicadas en la reacción inflamatoria producida comúnmente 

tras la implantación de mallas quirúrgicas convencionales. Para ello, se realizó un 

cultivo celular de la línea U937, las cuales se diferenciaron hacia macrófagos y es-

timularon con forbol-miristato-acetato (Phorbol Myristate Acetate, PMA) y lipopoli-

sacárido (Lipopolysaccharide, LPS) y se cocultivaron con las mallas recubiertas. 

Como control negativo se utilizaron células de la línea U937 sin diferenciar ni esti-

mular y como control positivo, se utilizaron células diferenciadas y estimuladas en 

cocultivo con mallas convencionales. También se incluyó en el estudio un control 

de MSCs en condiciones de cultivo estándar, en el que se cocultivaron estas con las 

células U937 diferenciadas y estimuladas. Tras tres días, las U937 se analizaron por 

citometría 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 expresión de CD206, en comparación con las ma-

llas sin recubrir, en las que puede apreciarse claramente una polarización de ma-

crófagos hacia fenotipo M1, que consigue ser revertida tanto por las MSCs en 

condiciones de cultivo estándar como por las mallas recubiertas por las mismas. 
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Figura 13. Polarización fenotípica de las células U937 diferenciadas a macrófagos 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 determinó tras 6 días de cultivo mediante citometría de flujo, usando CD86 como mar-

cador de fenotipo M1 y CD206 como marcador de fenotipo M2. Los gráficos (A) representan la media ± SD de 

3 experimentos independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para 

comparaciones múltiples, 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 línea; Ŧ ≤ 0.05 con respecto 

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

Estudio de los aspectos de seguridad relacionados con la implantación 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 implantación de las mallas 

recubiertas con MSCs. Para este estudio, se utilizaron mallas quirúrgicas recubier-

tas con MSCs derivadas de médula ósea murina. Como control, se utilizaron mallas 

convencionales sin recubrir. El material quirúrgico se implantó en el espacio subcu-
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táneo de la región abdominal de ratones ICR (n=16). Transcurrida una semana tras 

esta implantación, se tomaron muestras de sangre de los animales y seguidamente 

fueron eutanasiados. Para el estudio de seguridad se realizaron determinaciones 

hematológicas, evaluación a través de un sistema de óptica laparoscópica y un aná-

lisis por resonancia magnética (RM).  

Para determinar si la implantación de las mallas estaba afectando al estado general 

de los animales, se realizó un análisis hematológico completo a partir de las mues-

tras sanguíneas tomadas previamente a la eutanasia. Ninguno de los parámetros 

estudiados presentó alteraciones significativas en los animales con mallas recubier-

tas con MSCs en comparación con el grupo control (Tabla 1). 

Tabla 1. Parámetros hematológicos medidos 7 días tras la implantación de las mallas. Los valores repre-

sentan la media ± SD de cada grupo (n=3). 

PARÁMETRO (UNIDADES) Mallas control 
Mallas recubiertas  

con MSCs 

WBC (x103/µl)  8.22 ± 3.18 5.94  ± 2.52 

RBC (x106/µl)  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 (fl)  30.57  ± 1.98 41.40  ± 16.75 

Plaquetas (x103/µl)  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/CD8  1.73  ± 0.35 1.9  ± 0.49 

WBC: Recuento leucocitario; RBC: Recuento eritrocitario; HGB: hemoglobina; HCT: hematocrito;  

VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media; CHCM: Concentración de 

Hemoglobina Corpuscular Media; ADE: Amplitud de Distribución de Eritrocitos; CV: coeficiente de varia-

ción; SD: desviación estándar; VPM: Volumen Plaquetario Medio; ADP: Amplitud de Distribución Plaque-

taria; PCT: plaquetocrito. 
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La evaluación macroscópica de la implantación se realizó mediante una observación 

a través de un sistema de óptica laparoscópica y un análisis por RM en el día 7 tras 

la implantación de las mallas. Aunque el uso de modelo de animal pequeño dificul-

ta la interpretación de los resultados obtenidos por RM, esta evaluación mostró un 

aspecto anatómico normal sin signos de efusión o inflamación en la zona de la im-

plantación (Figura 14A). En la observación por sistema óptico de laparoscopia se 

prestó especial atención a la evaluación de posibles adherencias. Como se muestra 

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

 

Figura 14. Evaluación de la implantación de las mallas recubiertas con MSCs por RM y sistema óptico 

de laparoscopia. Siete días tras la implantación de las mallas en el espacio subcutáneo de la zona abdomi-

nal de los ratones, se realizó una evaluación macroscópica de la implantación mediante un análisis por RM 

y una observación a través de un sistema de óptica laparoscópica. La figura muestra las imágenes 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). A.I y A.IV corresponden a secciones proximales de la cavidad abdominal; A.II y A.V, a sec-

ciones de la zona media del abdomen y A.III y A.VI, a secciones de la zona distal del abdomen. También se 

muestran las imágenes obtenidas a partir del examen mediante sistema óptico 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: evaluación histológica de la implantación de mallas recubier-

tas con MSCs 

El estudio histológico se realizó en la zona compuesta por la piel, malla, músculo y 

peritoneo de los animales en el día 7 tras la implantación. Se utilizaron las tinciones 

hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson.  

La comparación entre los tejido provenientes de animales en los que se implanta-

ron mallas convencionales frente a aquellos con malla recubierta con MSCs no re-

veló evidencias histológicas de inflamación, necrosis, hemorragia o neovascula-

rización en el sitio de implantación. Tampoco se encontraron cambios notables en 

los depósitos de colágeno en torno al material inerte. Por último, sí 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. Evaluación histológica del sitio de implantación de las mallas quirúrgicas. Siete días tras la 

implantación de las mallas, la capa compuesta por piel, malla, músculo y peritoneo de los animales con 

mallas convencionales y mallas recubiertas con MSCs se procesó para su examen histológico. La figura 

muestra las imágenes microscópicas de los diferentes cortes histológicos teñidos con tricrómico 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 imágenes se obtuvieron con magnificaciones de 4X (A, C, E y 

G) y 10X (B, D, F y H). Escalas: 500 μm y 100 μm para 4X y 10X, respectivamente. “M” indica la localiza-

ción de las fibras de la malla. 
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Estudio in vivo: distribución fenotípica de los macrófagos en el sitio de  

implantación de mallas recubiertas con MSCs 

La presencia de macrófagos infiltrados en el sitio de implantación de las mallas 

quirúrgicas se determinó por citometría de flujo en los días 7 y 30 tras la implanta-

ción, utilizando anticuerpos monoclonales murinos frente a CD45 y Ly6C. En pri-

mer lugar, las células fueron seleccionadas en función de su tamaño y complejidad 

(FSC/SSC) y de la expresión de CD45, seleccionando así la población correspon-

diente a macrófagos. La expresión de Ly6C nos permitió identificar las diferentes 

subpoblaciones. Así, las células con alta densidad de expresión de Ly6C (Ly6C 

high) corresponderían al fenotipo M1 proinflamatorio, mientras que las de baja 

densidad de expresión (Ly6C low) corresponderían a los macrófagos con fenotipo 

M2 antiinflamatorio. 

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la distribución 

fenotípica de los macrófagos a día 7 entre los animales en los que se implantaron 

mallas convencionales y aquellos con mallas recubiertas con MSCs. En concreto, se 

observó una disminución en el porcentaje de macrófagos 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 estadísticamente significativos (Figura 16). Sin embargo, 

no se encontraron diferencias significativas a día 30. 
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Figura 16. Fenotipo de los macrófagos en el lugar de implantación de las mallas. Tras la retirada de las 

mallas a los días 7 y 30 después de su implantación, las células se despegaron de las mismas mediante una 

solución de tripsina para su análisis por citometría de flujo utilizando los marcadores CD45 y Ly6C. El 

gráfico representa la coexpresión de ambos marcadores, distinguiéndose dos poblaciones: CD45+/Ly6C 

high (macrófagos con fenotipo M1) y CD45+/Ly6C low (macrófagos 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 subpoblación entre los animales con mallas convencionales y aquellos en 

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

Estudio in vivo: análisis de expresión de genes relacionados con inflamación 

en el sitio de implantación de mallas recubiertas con MSCs 

El estudio de expresión génica por qRT-PCR se realizó a partir del ARN total aisla-

do de las células que se encontraban adheridas a las mallas tras ser retiradas 7 días 

después de su implantación. Este ensayo fue realizado por el Servicio de Técnicas 

Aplicadas a la Biociencia de la Unidad de Apoyo a la Investigación de la Universi-

dad de Extremadura. Como se muestra en la Figura 17, los resultados obtenidos del 

análisis transcripcional revelaron un incremento significativo en la expresión de la 

proteína inflamatoria de macrófagos-1 alfa (Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha, 

MIP-1α), IL-1β, IL-4, IL-13, arginasa-1 (Arg-1) y óxido nítrico sintasa inducible (in-

ducible Nitric Oxide Synthase, iNOS), así como una disminución en la expresión de la 

proteína quimiotáctica de monocitos (Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) y 

FGF-1, en los animales con mallas recubiertas con células, en comparación 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-γ, IL-2, IL-6, IL-10,  

TGF-β, TNF-α y VEGFA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Expresión génica de factores solubles relacionados con la inflamación en las células adheri-

das a las mallas tras su implantación. Siete días tras la implantación de las mallas, estas fueron retiradas y 

se aisló el ARN total de las células adheridas a las mismas. Se realizó una qRT-PCR de un panel de genes 

relacionados con la inflamación. Los productos de qRT-PCR se cuantificaron mediante la expresión 2-ΔCt 

utilizando GADPH como gen de referencia. El gráfico representa la media ± SD de 3 experimentos inde-

pendientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando la expresión 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: EVALUACIÓN DE LA RUTA INTRAPERICÁRDICA COMO VÍA 

ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACIÓN DE CÉLULAS MADRE EN TERAPIA 

CELULAR CARDIOVASCULAR 

En este segundo bloque se presentan los resultados relacionados con el objetivo II, 

relativo al estudio de la ruta intrapericárdica como vía de administración de células 

madre en terapia celular cardiovascular. Para este trabajo, se realizó un primer en-

sayo in vivo con el fin de estudiar la seguridad y distribución de MSCs tras su ad-

ministración intrapericárdica en un modelo porcino. Asimismo, se llevó a cabo un 

segundo ensayo in vivo para estudiar el efecto de la inyección intrapericárdica de 

células en un modelo porcino de infarto de miocardio, esta vez en términos de in-

munomodulación. En este último ensayo, se optó por utilizar un tipo celular más 

específico obtenido a partir de células madre residentes cardiacas, el cual está arro-

jando resultados prometedores en diferentes ensayos clínicos llevados a cabo en los 

últimos años.  

II.A. EVALUACIÓN DE LA SEGURIDAD Y BIODISTRIBUCIÓN DE MSCs 

ADMINISTRADAS POR VÍA INTRAPERICÁRDICA EN MODELO PORCINO 

En el presente apartado se presentan los resultados en relación con el objetivo II.A. 

Para analizar la seguridad y el patrón de distribución in vivo de las MSCs adminis-

tradas por vía intrapericárdica, se realizó un ensayo en modelo de animal grande 

(n=4). Cada uno de los cuatro animales recibió una dosis de 100 x 106 células. Esta 

inyección se realizó por toracotomía en el espacio pericárdico 7 días después de la 

inducción del infarto, en el caso de animales sometidos a dicho procedimiento. La 

biodistribución de las células se analizó mediante RM, PCR e histología. 
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Evaluación de la viabilidad, actividad metabólica y fenotipo celular en  

presencia de líquido pericárdico 

Para este trabajo, se realizó una primera aproximación in vitro encaminada a eva-

luar el efecto del líquido pericárdico o LP en los cultivos celulares. Dado que este 

fluido sería el medio en el que las células se encontrarían tras su administración, es 

de gran importancia comprobar que se trata de un medio adecuada para las 

 mismas.  

En primer lugar, se realizó una aproximación inicial in vitro consistente en una 

comparativa entre la composición bioquímica del LP y el plasma de origen porcino. 

A continuación, se cultivaron las pBM-MSCs en presencia de diferentes concentra-

ciones de LP (10, 25, 50, 75 y 100 %) y se estudiaron la viabilidad, capacidad de pro-

liferación y fenotipo de las células en estas condiciones. Como control, se 

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

En cuanto al análisis bioquímico del LP comparado con el plasma sanguíneo, los 

datos obtenidos mostraron valores significativamente menores de colesterol, fósfo-

ro, triglicéridos y proteínas totales en LP, mientras que el resto de los parámetros 

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

El estudio de viabilidad celular de las MSCs en presencia de LP se realizó tras  

7 días de cultivo mediante la técnica de tinción por exclusión de azul de tripano en 

un contador automático. 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 proliferación, 

que fue medida durante 26 días mediante la técnica del CCK-8. Es más, los resulta-

dos apuntan un ligero aumento —no significativo— de la proliferación celular 

proporcional a la concentración de LP, que se refleja en el valor creciente de la pen-

diente de la línea de tendencia de la gráfica a concentraciones crecientes de LP  

(Figura 18B). 
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Tabla 2. Análisis bioquímico de líquido pericárdico y plasma. Los valores representan la media ± SD de 

cada grupo (n=3). *p ≤ 0.05. 

 

Figura 18. Viabilidad y proliferación celular de las pBM-MSCs cultivadas en presencia de LP. Las  

pBM-MSCs 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 estándar, con 10 % 

FBS. El porcentaje de células viables se determinó tras 7 días de cultivo mediante la técnica de tinción por 

exclusión de azul de tripano en un contador automático. Los gráficos superiores (A) representan los por-

centajes medios de células viables y no viables en cada una de las condiciones. La proliferación celular se 

cuantificó mediante la técnica del CCK-8 durante 26 días, realizando medidas cada 2-3 días. Los gráficos 

inferiores (B) muestran la media ± SD de 3 experimentos independientes. Las pendientes de las líneas de 

tendencia corresponden a la tasa de proliferación celular. Los resultados de absorbancia se analizaron 

mediante un ANOVA, comparando todos los grupos para cada punto de tiempo. 

PARÁMETRO (UNIDADES) Líquido pericárdico Plasma 

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 

Fósforo (mg/dl)  * 5.47 ± 1.36 6.49 ± 1.03 

Proteína 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 
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Por último, el fenotipo de las células cultivadas durante 7 días en las diferentes 

condiciones se analizó mediante citometría de flujo. Como se aprecia en la  

Figura 19, el perfil de expresión de los marcadores analizados en los diferentes 

grupos es similar, no encontrándose diferencias importantes en ninguno de ellos. 

Este ensayo también se llevó a cabo, con idéntico resultado, tras 14 días de cultivo 

(datos no mostrados). 

Figura 19. Análisis fenotípico de las pBM-MSCs cultivadas en presencia de LP. La caracterización feno-

típica se realizó mediante citometría de flujo multicolor. Se compararon los perfiles fenotípicos de las 

MSCs en condiciones de cultivo estándar (10 % FBS) con las cultivadas en presencia de diferentes concen-

traciones de LP. En la figura se muestran los histogramas representativos de cada condición, junto con los 

niveles de expresión de cada marcador. El nivel de expresión se representa como MRFI, calculado median-

te la división de la MFI por su control negativo. 

Optimización del marcaje de las MSCs para su localización mediante reso-

nancia magnética 

El Endorem® es un producto que incorpora en su formulación partículas de óxido 

de hierro superparamagnético (supermaramagnietic iron oxide, SPIO), las cuales pue-

den ser internalizadas fácilmente por las MSCs mediante endocitosis. Estas partícu-

las son de gran utilidad para el seguimiento celular in vivo utilizando técnicas de 

RM, pues proporcionan una señal óptima que permite su localización. 
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Antes de realizar el ensayo in vivo, se realizó un primer estudio in vitro para definir 

la dosis óptima de SPIO para el marcaje de las células. Para ello, las MSCs se incu-

baron durante 7 días con concentraciones finales de SPIO de 25, 50, 100 y  

200 μg/ml. El contenido de SPIO intracelular se determinó tras 1, 3, 5 y 7 días de 

cultivo mediante tinción con azul de Prusia sobre las células previamente lavadas y 

fijadas. Esta tinción se basa en la detección de iones férricos generados con ácido 

clorhídrico, los cuales se hacen reaccionar con ferrocianuro de potasio, generándose 

ferrocianuro férrico (o azul de Prusia), con coloración azul visible con microscopía 

óptica. Además de la observación por microscopía, el contenido celular en azul de 

Prusia se cuantificó mediante espectrofotometría, midiendo la absorbancia a  

700 nm en los extractos celulares previamente lisados. 

En la Figura 20 se muestran tanto las imágenes obtenidas por microscopía tras la 

tinción (Figura 20A) como los valores de absorbancia para los diferentes grupos 

(Figura 20B). Estos resultados evidencian que la internalización de SPIO se incre-

menta proporcionalmente a la concentración de estas partículas en el medio, y de-

crece con el tiempo como consecuencia de su liberación exocítica. Estos datos de 

absorbancia sugieren que, para un seguimiento in vivo preciso de las células mar-

cadas, la RM debería realizarse a los 7 días como máximo y empleando una concen-

tración de 100 μg/ml. Así, para su administración, las células se marcaron con  

100 μg/ml de SPIO 24 h previamente a la inyección. 

 

 

 

 

 

 



Bloque II 

 

••••• 

69 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Optimización del marcaje con SPIO. Las pBM-MSCs se marcaron con diferentes concentracio-

nes de SPIO. Las partículas internalizadas por las células se detectaron mediante una tinción de azul de 

Prusia. Las imágenes de microscopía (A) muestran las células marcadas con diferentes concentraciones de 

SPIO durante diferentes tiempos y teñidas. La tinción de azul de Prusia se cuantificó por 

espectrofotometría tras lisar las células. El gráfico (B) muestra el contenido en SPIO de las células con los 

diferentes marcajes a lo largo del tiempo. 

Localización mediante resonancia magnética de las MSCs administradas 

por vía intrapericárdica  

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

pacio intrapericárdico se realizó mediante un estudio por RM a diferentes tiempos. 

Las imágenes obtenidas evidenciaron que la distribución celular en los animales 

sometidos previamente a infarto de miocardio se concentra en pequeñas áreas del 

ventrículo izquierdo (Figura 21A y vídeos 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 ventrículo izquierdo, la localización es más difusa que en el caso de 

corazones sometidos a infarto (Figura 21B y vídeos 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 detección más precisa de las células 

administradas, este estudio se complementó con análisis histológicos y moleculares 

que fueron realizados tras la eutanasia de los animales. 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0122377
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0122377
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0122377
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Figura 21. Seguimiento in vivo mediante RM de las células administradas por vía intrapericárdica. Se 

inyectó un total de 100 x 106 células en el espacio pericárdico de cerdos Large White. El examen mediante 

RM se realizó en un equipo de 1.5 T. Las figura muestra las imágenes de la evaluación mediante RM de 

animales sanos (A) y animales con infarto (B), tanto antes de la inyección (I y V) como tres días después  

(II-IV y VI-VIII). Las imágenes muestran secuencias obtenidas en modo cine (I-IV) y secuencias 

potenciadas en T2* (V-VIII). Las flechas indican la localización de las partículas de hierro 

superparamagnético. 
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Examen macroscópico y localización histológica de las MSCs administradas 

por vía intrapericárdica 

Los animales fueron eutanasiados 7 días tras la inyección de células. En primer lu-

gar, se realizó un examen in situ del corazón y los tejidos adyacentes. Se llevó a ca-

bo una inspección visual focalizada en la detección de posibles complicaciones 

asociadas a los procedimientos y de daños potenciales en el pericardio, epicardio y 

en las estructuras adyacentes del mediastino. Esta inspección evidenció una con-

formación normal de los tejidos, con algunas pequeñas adherencias pericárdicas a 

la pared torácica debidas a la propia intervención e independientes del tratamiento.  

A continuación, se aspiró el líquido pericárdico y se comenzó con la toma de mues-

tras para histología y análisis moleculares. El volumen y la apariencia del líquido 

pericárdico fueron normales, indicando la ausencia de pericarditis. Su análisis bio-

químico no reveló cambios significativos en ninguno de los parámetros estudiados 

con respecto al análisis realizado antes de la inyección celular. Por último, se extra-

jeron el pericardio y el corazón, realizando una evaluación macroscópica de los 

mismos en la que no se encontraron alteraciones importantes.  

Para los estudios de histología y moleculares, cada corazón fue dividido en varias 

secciones transversales que fueron fijadas y se realizó una tinción de azul de Prusia 

para la localización histológica de las células administradas. También se llevó a 

cabo un examen histológico del tejido parafinado con una tinción combinada de 

azul de Prusia y eosina. Las evaluaciones macroscópica y microscópica de estos 

tejidos mostraron diferencias en la distribución de las células entre los corazones 

infartados y no infartados, observándose una localización preferente de las células 

en el ventrículo izquierdo, con una distribución más difusa en el miocardio no in-

fartado (Figura 22A). Por el contrario, en los animales con infarto la distribución 

celular apareció confinada en un área más restringida (Figuras 22B). Estos resulta-

dos confirman y se corresponden con la localización celular mediante RM. 
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Figura 22. Detección macroscópica e histológica de las células marcadas con SPIO. Pasados 7 días tras la 

inyección intrapericárdica de células, los corazones se seccionaron en láminas de 1 a 3 cm y se 

fotografiaron (A). Para la detección macroscópica de las células, las láminas se fijaron en formaldehído y se 

realizó una tinción de azul de Prusia (B). Finalmente, se prepararon las secciones para histología, 

utilizando una tinción combinada de azul de prusia y eosina. Las flechas indican la presencia de células 

marcadas (C). Escala: 100 μm. 
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Por último, se realizó una evaluación histológica del tejido cardiaco con la tinción tri-

crómica de Masson, que permite visualizar las fibras de colágeno I en azul, además 

del tejido muscular (rojo) y núcleos celulares (morado-marrón). En las imágenes ob-

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

 

 

 

 

Figura 23. Secciones histológicas del ventrículo izquierdo. Tras 7 días desde la administración 

intrapericárdica de células, se prepararon secciones histológicas a partir de tejido cardiaco del ventrículo 

izquierdo, y se tiñieron con tricrómico de Masson para visualizar las deposiciones de colágeno. Los cortes 

se visualizaron a una magnificación de 4X (A) y 10X (B). Escala: 500 μm y 100 μm para 4X y 10X, 

respectivamente. 

Localización mediante detección del cromosoma Y de las MSCs  

administradas por vía intrapericárdica 

Dado que la tinción de SPIO puede arrojar falsos positivos debido a la presencia de 

partículas libres, la amplificación del cromosoma Y sirve para confirmar la persis-

tencia de las células tanto en corazón como en pericardio tras 7 días desde su  

administración. 

La detección de las MSCs, procedentes de cerdos machos y administradas por vía 

intrapericárdica en receptoras hembras, se realizó mediante una PCR en la que se 

amplificó el cromosoma Y en muestras de tejido de diferentes localizaciones  

cardíacas y en pericardio.  

En primer lugar, para determinar el umbral de detección de la técnica, se realizó un 

ensayo preliminar utilizando muestras con 10, 102, 103, 104 y 105 células de macho 

diluidas en un millón de células de hembra. Tras la amplificación por PCR del 

cromosomas Y, se observó un límite de detección de 100 a 1000 células de macho 

por cada millón de células de hembra (Figura 24A).  
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En cuanto a la detección de las células administradas, la Figura 24B muestra que las 

pBM-MSCs de macho pudieron ser detectadas en las muestras tisulares de ven-

trículo izquierdo, aurícula derecha y ventrículo derecho, así como en pericardio. 

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

implantación. 

 

Figura 24. Detección del cromosoma Y en el tejido cardiaco tras la administración de pBM-MSCs 

procedentes de donante macho. Para determinar la sensibilidad de la técnica, se realizó una PCR incial 

amplificando el cromosoma Y en muestras con el ADN genómico de un millón de células de hembra y con 

cantidades decrecientes de células de macho (A). Para la detección del cromosoma Y en el tejido cardiaco de 

los animales que recibieron las células, se realizó el aislamiento de ADN genómico a partir de diferentes 

localizaciones del tejido cardiaco, y se llevó a cabo la PCR con cebadores específicos para el cromosoma Y (B). 

Como controles negativo y positivo, se utilizó ADN genómico de células de hembra y de macho, 

respectivamente. AI: aurícula izquierda; AD: aurícula derecha; VI: ventrículo izquierdo; VD: ventrículo 

derecho; PV: pericardio de ventrículo; PA: pericardio aurícula. 
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II.B. ESTUDIO INMUNOLÓGICO DE LA ADMINISTRACIÓN INTRAPERICÁRDICA 

DE CDCs EN MODELO PORCINO 

Una vez estudiados los aspectos de seguridad y biodistribución de las células ad-

ministradas por vía intrapericárdica, una importante cuestión que quedaba abierta 

fue si, utilizando esta vía de administración, las células madre podrían mediar un 

efecto inmunomodulador a nivel local. Para ello, se realizó un segundo ensayo en 

modelo de infarto crónico en animal grande centrado en la evaluación de distintos 

parámetros inmunológicos.  

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 están arrojando en los ensayos clínicos que se están llevando a cabo actualmen-

te. En ellos se están administrando CDCs autólogas o alogénicas en el contexto del 

infarto de miocardio agudo, tanto tras la realización de bypass coronario  

(estudio SCIPIO, NCT00474461) como tras la implantación de stents coronarios  

(estudio CADUCEUS, NCT00893360), así como en casos con patología crónica  

(estudio DYNAMIC, NCT02293603).  

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

tras la creación del modelo de infarto, cada uno de los cuatro animales recibió, me-

diante toracotomía, una dosis intrapericárdica de 3 x 105 CDCs/kg. Cuatro semanas 

después de la inyección, los animales se eutanasiaron. 

Antes de la inyección de CDCs se tomaron muestras de sangre y LP de cada uno de 

los animales. Este muestreo se repitió previamente a la eutanasia. Se determinó la 

composición bioquímica y la concentración de diferentes citocinas en plasma y en el 

sobrenadante de LP después de su centrifugación, mientras que la fracción celular 

resultante de esta, así como las células blancas sanguíneas, se analizaron mediante 

citometría de flujo. Por último, se realizó una evaluación de la funcionalidad cardia-

ca y una caracterización de la zona del infarto mediante RM antes de la administra-

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

continuación. 

Estudio de las subpoblaciones linfocitarias y sus marcadores de activación  

en sangre periférica y líquido pericárdico tras la administración  

intrapericárdica de CDCs 

Para comparar el perfil fenotípico de los linfocitos residentes en líquido pericárdico 

antes de la administración y 30 días después, las células obtenidas tras centrifugar 

los LP se analizaron mediante citometría de flujo. También se realizó este análisis 

en los PBLs aislados a partir de las muestras sanguíneas obtenidas previamente a la 

inyección de CDCs y 30 días después. En este análisis, centramos nuestra atención 

en la cuantificación de diferentes poblaciones linfocitarias (linfocitos T CD4+, linfo-

citos T CD8+ y células NK) y en la expresión de marcadores de activación.  

En cuanto al análisis de la subpoblación de linfocitos T CD4+, se encontró un au-

mento significativo de estas células en LP en el día 30 tras la terapia, en compara-

ción con el punto de tiempo inicial. Sin embargo, en sangre periférica el porcentaje 

de esta población linfocitaria se vio significativamente disminuido a día 30. La 

comparación estadística en términos de porcentaje de esta subpoblación en LP y 

sangre periférica mostró 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 cambió de forma significativa entre los días 0 

y 30. Sin embargo, sí se apreciaron diferencias significativas entre los distintos flui-

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

Por último, respecto al porcentaje de células NK (CD8‒ CD16+), no se apreció ningún 

cambio significativo entre el día 0 y 30 ni entre los diferentes fluidos (Figura 25C). 
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El análisis de los marcadores de activación en las poblaciones linfocitarias se centró 

en la expresión 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 administración de CDCs. Sin embargo, no se encontraron dife-

rencias significativas en sangre periférica. El elevado porcentaje en LP a día 0 de 

esta subpoblación no se apreció en sangre periférica, existiendo antes de la inyec-

ción de CDCs una diferencia estadísticamente significativa entre ambos fluidos que 

desaparece a día 30 (Figura 25D). 

Figura 25. Distribución 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 

administración de CDCs y 30 días después para el análisis por citometría de flujo. Los gráficos 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 día 0; Ŧ p ≤ 0.05 

con respecto al mismo punto de tiempo en PFLs).  
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Análisis bioquímico del líquido pericárdico tras la administración  

intrapericárdica de CDCs 

Los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugación de los líquidos pericárdicos to-

mados antes de la administración de CDCs y 30 días después fueron analizados 

para determinar la composición bioquímica de los mismos. 

La mayoría de los parámetros analizados no se vieron alterados por la inyección de 

células, observándose diferencias significativas únicamente en los valores de fosfa-

tasa alcalina, creatinina, gamma-glutamil transferasa (GGT) y proteína total  

(Tabla 3). Concretamente, se produjo un aumento significativo en los valores de 

fosfatasa alcalina, creatinina y proteína total, mientras que la GGT arrojó valores 

menores a los 30 días tras la inyección, en comparación con los valores obtenidos 

en el análisis realizado antes de la administración. 

Tabla 3. Análisis bioquímico de líquido pericárdico antes y después de la administración intrapericárdi-

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

PARÁMETRO (UNIDADES) 
LP antes de la  
administración 

LP después de la  
administración 

Albúmina (g/dl)  0.84 ± 0.23 1.09 ± 0.42 

Fosfatasa alcalina (U/l)  * 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/l) * 24.33 ± 10.02 15.33 ± 6.35 

Glucosa (mg/dl)  91.67 ± 5.77 86.33 ± 1.53 

AST (U/l)  12.33 ± 2.08 13.33 ± 8.50 

ALT (U/l)  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 

Proteína 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 5.17 ± 1.71 

GGT: γ-glutamil transpeptidasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina amino-transferasa;  

CRP: proteína C reactiva. 
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Análisis de citocinas en plasma y líquido pericárdico tras la administración 

intrapericárdica de CDCs 

Los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugación de los líquidos pericárdicos, así 

como los plasmas, se analizaron mediante tecnología Luiminex xMAP, un inmu-

noensayo en sándwich multiplexado que permite determinar simultáneamente los 

niveles de diferentes citocinas. Se analizó un panel de citocinas de origen porcino 

compuesto por IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IFN-α, IFN-γ y TNF-α. Este 

ensayo fue realizado por el Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia de la 

Unidad de Apoyo a la Investigación 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 presentó cambios 

significativos entre plasma y LP. Sin embargo, en este último se encontró una ten-

dencia a aumentar (p=0.06) en el día 30 postinyección, en comparación con el análi-

sis antes de la inyección (Figura 26A). 

De manera similar, el TNF-α se encontró de manera más abundante en plasma que 

en LP a día 0, pero en este caso no se encontraron diferencia entre antes y después 

de la administración (Figura 26B). Por el contrario, los niveles de IL-8 fueron más 

elevados en LP, sin apreciarse tampoco cambios entre los diferentes puntos de 

tiempo (Figura 26C).  

Por último, los resultados obtenidos mostraron una diferencia acentuada en los 

niveles de IFN-α en LP. Concretamente, el nivel de esta citocina se redujo de mane-

ra significativa tras la administración de CDCs (Figura 26D).  
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Figura 26. Concentración de citocinas en LP y plasma. La concentración de citocinas se determinó tanto 

en LP como en plasma antes de la inyección de CDCs y 30 días después, mediante tecnología  

Luminex xMAP. Los gráficos 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 día 0; Ŧ p ≤ 0.05 

con respecto al mismo punto de tiempo en LP).  

 

Evaluación de los parámetros de funcionalidad cardiaca tras la administración 

intrapericárdica de CDCs 

Para analizar el posible efecto de la administración de CDCs sobre diferentes pa-

rámetros de funcionalidad cardiaca, se realizó un estudio de RM antes de la admi-

nistración de CDCs y a los 7 y 30 días tras la inyección. Los parámetros analizados 

fueron el tamaño y masa del infarto, fracción de eyección y volúmenes diastólico y 
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sistólico finales. Para poder realizar una comparación robusta, evitando la interfe-

rencia del crecimiento de los animales en los resultados, los datos referentes a los 

volúmenes se normalizaron en relación a la superficie corporal, utilizando la fór-

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 parámetros analizados (Tabla 4 y  

Figura 27).  

 

Tabla 4. Parámetros de funcionalidad cardiaca calculados a partir de las imágenes de RM. Los valores 

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

PARÁMETRO 
(UNIDADES) 

Día 0  
(pre-administración) 

Día 7 Día 30 

Masa animal (kg)  43.50 ± 2.65 44.75 ± 1.89 57.25 ± 3.09 

FE (%)  39.40 ± 11.40 36.20 ± 8.56 40.2 ± 12.23 

VDFi (ml/m2)  120.63 ± 30.69 122.18 ± 34.72 106.30 ± 21.63 

VSFi (ml/m2)  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: Fracción de Eyección; VDFi: Volumen Diastólico Final indexado con respecto área de la superficie 

corporal; VSFi: Volumen Sistólico Final indexado con respecto al área de la superficie corporal. 
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Figura 27. Evaluación de la funcionalidad cardiaca mediante RM. La función cardiaca se determinó me-

diante la medición de diferentes parámetros a partir de las imágenes de RM. El panel de imágenes supe-

rior (A) muestra una vista representativa de la localización del infarto en la pared anterior y el septo en 

vista de eje corto al final de la diástole. Los gráficos representan los porcentajes de área de infarto (B) y 

fracción de eyección (C), obtenidos antes de la administración de CDCs, así como 7 y 30 días después. Los 

valores representan la media ± SD de 4 animales diferentes. Los resultados se analizaron mediante la 

prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones múltiples, aunque no se encontraron diferencias  

significativas.
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BLOQUE III: ESTUDIO DE EXOSOMAS DERIVADOS DE CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE 

DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLÍNICO 

El último 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 realizó 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 vesículas se utilizó el protocolo más estandarizado, basado en la ultracentrifu-

gación. Una vez confirmado el potencial inmunomodulador de estas microvesícu-

las, se planteó el desarrollo de un protocolo de aislamiento adecuado para su uso 

en el entorno clínico y que, por tanto, no necesite un equipamiento específico, sea 

altamente reproducible y permita obtener un elevado número de estas vesículas de 

manera sencilla. Para ello, se realizó una comparativa entre el protocolo estándar y 

otros en los que la ultracentrifugación no es necesaria. 

III.A. EVALUACIÓN DEL POTENCIAL INMUNOMODULADOR DE EXOSOMAS 

DERIVADOS DE MSCs SOBRE CÉLULAS 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 proliferación 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 estudió el efecto de diferentes dosis de exo-MSCs  

(4, 8 y 16 μg/106 PBLs) sobre la capacidad de proliferación, expresión de marcado-

res de diferenciación/activación y niveles intracelulares de IFN-γ de los linfocitos. 
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Efecto de los exosomas derivados de MSCs sobre la capacidad de  

proliferación linfocitaria 

La actividad proliferativa de los PBLs cocultivados con exosomas durante 6 días, 

así como de los controles, se determinó mediante el marcaje de los mismos con 

CFSE antes de comenzar el ensayo. Este análisis de proliferación linfocitaria se 

realizó tanto en células T CD4+ como en T CD8+. 

Como cabía esperar, la tasa de proliferación de los PBLs no estimulados (control nega-

tivo) fue muy baja, y el valor más elevado fue el alcanzado por los PBLs estimulados 

(control positivo), apreciándose un total de ocho ciclos de división 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 proliferación descendió 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 mostró un bajo número de 

divisiones celulares, mientras que solamente un pequeño porcentaje de las mismas 

alcanzó un número elevado de divisiones (Figura 28B). La Figura 28C recoge una re-

presentación detallada del porcentaje de células en cada ciclo de división, en la que 

puede apreciarse cómo concentraciones crecientes de exosomas fueron capaces de 

reducir la proliferación de ocho generaciones a siete en ambas subpoblaciones  

linfocitarias. 

El análisis estadístico reveló diferencias significativas en diferentes ciclos celulares, 

tanto en la subpoblación CD4+ como en CD8+. Los dos primeros ciclos de división 

celular suponen un bajo porcentaje de células tanto en ausencia como en presencia de 

exosomas, lo que indica que el efecto de la estimulación 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 %. Además, los exosomas retienen a las células en ciclos de división más bajos (ci-

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

centaje de células significativamente reducido con dosis crecientes de exosomas. 

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 días, los PBLs se recogieron y se marcaron con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8, y se anali-

zó la intensidad de fluorescencia del CFSE en las diferentes subpoblaciones mediante citometría de flujo. La 

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

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

sentación detallada del porcentaje de células para cada ciclo de división celular, en función 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 análisis de Bonferroni. Las líneas 

horizontales indican diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0.05). 

Por último, se calculó el índice de estimulación como las frecuencias de células con 

baja expresión de CFSE de cada condición divididas entre la frecuencia de células 

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

células estimuladas, se obtuvieron unos índices de estimulación de 692.3 y 655.6 en 

las subpoblaciones CD4+ y CD8+, respectivamente. Sin embargo, cuando se analizó 

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

dice de estimulación 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 μg de exoso-
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mas/106 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 μg de exosomas/106 PBLs, respectivamente). 

Efecto de los exosomas derivados de MSCs sobre la distribución 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 proteína tirosina fosfa-

tasa reguladora de la activación de quinasas de la familia Src que se expresa en to-

das las células hematopoyéticas. Esta proteína 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 naïve, así como en 

células T efectoras CD4+ y CD8+. Tras contactar con el antígeno, las células T memo-

ria-efectora y memoria-central dejan de expresar CD45RA para expresar CD45RO. 

Así, tanto CD45RA como CD45RO pueden ser utilizadas para diferenciar de mane-

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

Además, es posible diferenciar entre poblaciones memoria-central y memoria-

efectora y entre poblaciones naïve y efectoras añadiendo un segundo marcador: 

CCR7. Este receptor de quimiocinas está ampliamente considerado como un mar-

cador de superficie para esta discriminación. Tanto las células naïve como las me-

moria-central expresan este receptor para poder migrar a los órganos 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-

sión de estos dos marcadores de superficie permite distinguir cuatro 

subpoblaciones de células T: células T naïve (CD45RA+/CCR7+), células T memoria-

central (CD45RA‒/CCR7+) células T memoria-efectora (CD45RA‒/CCR7‒) y células T 

efectoras (CD45RA+/CCR7‒). 



Bloque III 

 

••••• 

87 

Para este ensayo, los PBLs cultivados en las condiciones descritas anteriormente se 

marcaron tras 6 días de cultivo con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RA y 

anti-CCR7. La expresión cuantitativa de CD45RA y CCR7 se normalizó con rela-

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

análisis de la expresión de CD45RA y CCR7 en las subpoblaciones T CD4+ y T CD8+ 

mostró una disminución significativa en la expresión de ambos marcadores en el 

control positivo (PBLs estimulados), en comparación con el control negativo (PBLs 

sin estimular), en ambas subpoblaciones. Esta pérdida de CD45RA y CCR7 en los 

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

MSCs (Figura 29). 

Figura 29. Expresión de CD45RA y CCR7 en PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia de 

exosomas. Tras 6 días de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 μg/106 PBLs de exo-

MSCs de diferentes donantes (Exos #1 y Exos #2) se analizaron mediante citometría de flujo. Como control 

negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin exosomas. Se 

determinó la expresión de CD45RA y CCR7 en las subpoblaciones CD4+ y CD8+. Los gráficos representan 

la expresión de CD45RA y CCR7 normalizada en relación 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 estudió el efecto de los exosomas sobre la distribución de las 

cuatro subpoblación mencionadas anteriormente, analizando la coexpresión 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 alteró de manera significativa el porcentaje de 

células naïve (CD45RA+/CCR7+), sí se apreció un descenso significativo de las célu-

las T efectoras (CD45RA+/CCR7‒) en la subpoblación CD8+ cuando las células se 

cultivaron en presencia de exosomas, en comparación con el control positivo. En el 

caso de la subpoblación CD4+, la presencia de exosomas supuso una reducción del 

porcentaje de células memoria-efectora (CD45RA‒/CCR7‒) y un incremento signifi-

cativo del porcentaje de células memoria-central (CD45RA‒/CCR7+). 

 

Figura 30. Coexpresión de CD45RA y CCR7 en los PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia 

de exosomas. Tras 6 días de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 μg/106 PBLs de 

exo-MSCs de diferentes donantes (Exosomas #1 y Exosomas #2) se analizaron mediante citometría de flujo. 

Como control negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin 

exosomas. Se determinó la coexpresión de CD45RA y CCR7 en las subpoblaciones CD4+ y CD8+. La coex-

presión de ambos marcadores permite distinguir cuatro subpoblaciones de células T: células T efectoras 

(terminally differentiated CD45RA+ cells, TEMRA, CD45+/CCR7-), células T vírgenes o naïve 

(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-γ de células T estimuladas in vitro 

Para determinar el efecto que los exosomas ejercen sobre el contenido intracelular 

en IFN-γ de células T, se realizó de nuevo un ensayo en las mismas condiciones 

que en el resto de experimentos de inmunomodulación. Tras los 6 días de cultivo, 

los PBLs se incubaron con un inhibidor del transporte celular y se marcaron con 

anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. A continuación, se fijaron, permeabilizaron y 

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

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

los PBLs estimulados se cultivaban en presencia de exosomas, en comparación con 

el control positivo, tanto en las células CD4+ como en las CD8+. Sin embargo, esta 

reducción solamente resultó estadísticamente significativa en la subpoblación CD4+ 

(Figura 31).  

Figura 31. Contenido en IFN-γ intracelular de los PBLs estimulados in vitro y cultivados en presencia 

de exosomas. Tras 6 días de cultivo, los PBLs estimulados y cultivados en presencia de 16 μg/106 PBLs de 

exo-MSCs de diferentes donantes (Exos #1 y Exos #2) se analizaron mediante citometría de flujo. Como 

control negativo, se utilizaron PBLs sin estimular; como control positivo, PBLs estimulados y sin exoso-

mas. Se determinó la presencia intracelular de IFN-γ en las subpoblaciones CD4+ y CD8+. Los valores re-

presentan la media ± SD de 3 experimentos independientes. Debajo, se muestran los gráficos de puntos 

representativos para cada condición. El número de los cuadrantes indica el porcentaje de células positivas 

para IFN-γ. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, comparando cada punto con el 

control positivo (* p ≤ 0.05). 
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III.B. COMPARACIÓN DE DIFERENTES MÉTODOS DE AISLAMIENTO DE 

EXOSOMAS DERIVADOS DE MSCs PARA USO CLÍNICO 

En este último bloque se presentan los resultados relacionados con el objetivo III.B, 

dirigido a comparar diferentes métodos de aislamiento de exosomas, con el fin de 

encontrar un protocolo fácilmente reproducible en la práctica clínica y con un alto 

rendimiento, permitiendo la obtención de un elevado número de estas  

partículas. 

Los protocolos comparados se resumen en la Figura 32. Básicamente, las diferen-

cias entre ellos radican en que los dos primeros (protocolos #1 y #2) se basan en el 

empleo de concentradores con límites de peso molecular (Molecular Weight Cut Off, 

MWCO) de 3000 y 50000 Da, respectivamente, mientras que en el último  

(protocolo #3) se utiliza un protocolo estándar de ultracentrifugación. 

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 partículas. A partir de este momento, se siguió 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 concentración y de tamaño y 

número de partículas. Por último, se realizó un análisis proteómico para la identifi-

cación, cuantificación y clasificación del perfil proteico de estas vesículas. 
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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 μm. A 

partir de aquí, se llevaron a cabo cada uno de los protocolos específicos. Protocolo #1: Se utilizaron concen-

tradores de 3000 Da MWCO previamente lavados con PBS, en los que se añadieron 15 ml de los sobrena-

dantes obtenidos tras el procedimiento inicial común, y se realizó una centrifugación de 4000 x g durante  

60 min. El volumen obtenido, aproximadamente 250 μl, se almacenó a -20 °C. Protocolo #2: Se utilizaron 

concentradores de 50000 Da MWCO previamente lavados con PBS, en los que se añadieron 20 ml de los 

sobrenadantes obtenidos tras el procedimiento inicial común, y se realizó una centrifugación de 5000 x g 

durante 40 min. El volumen obtenido, aproximadamente 250 μl, se almacenó a -20 °C. Protocolo #3: Se 

añadieron 20 ml de los sobrenadantes obtenidos tras el procedimiento inicial común en tubos especiales 

para ultracentrífuga, se pesaron, calibraron y se llevó a cabo una ultracentrifugación a 100000 x g durante  

6 h. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 250 μl de PBS. Tras mantenerse en  

agitación durante toda la noche, se almacenó a -20 °C. 
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Concentración de proteína total en las fracciones enriquecidas de exosomas 

obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento 

En primer lugar, la concentración de exo-MSCs aislados mediante los diferentes 

protocolos se determinó de manera indirecta mediante la medida de proteína total 

utilizando el método de Bradford.  

Los resultados obtenidos mostraron una concentración de proteína total significati-

vamente más 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 

(ultracentrifugación) no mostraron diferencias significativas entre ellos, aunque las 

muestras obtenidas mediante el protocolo #2 mostraron un rango más extenso ha-

cia valores de concentración de proteína total más elevados que las muestras obte-

nidas mediante el protocolo #3 (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Concentración de proteína total en las fracciones enriquecidas de exosomas obtenidas me-

diante diferentes protocolos de aislamiento. La concentración de exosomas se determinó de manera indi-

recta a través de la determinación de proteína total mediante el método de Bradford, extrapolando los 

valores de absorbancia a partir de una recta patrón realizada con concentraciones conocidas de seroalbú-

mina bovina. Los valores representan la media ± SD de 6 experimentos independientes. Los resultados se 

analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones múltiples, seguida de una prueba U 

de Mann-Whitney comparando los grupos dos a dos (* p ≤ 0.05). 
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Concentración y tamaño de las partículas contenidas en las fracciones  

enriquecidas de exosomas obtenidas mediante diferentes protocolos de  

aislamiento 

Además de la cuantificación mediante la medida de proteína total, se realizó la 

cuantificación y se determinó la distribución del tamaño de las vesículas aisladas 

mediante un análisis de rastreo de nanopartículas basado en la observación del 

movimiento browniano de las nanopartículas individuales, cuya velocidad depen-

de de la viscosidad y la temperatura del líquido, así como del tamaño y la forma de 

las nanopartículas. Este método permitió utilizar este principio para medir el ta-

maño de las nanopartículas en soluciones coloidales. Estas determinaciones se lle-

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

Los datos referidos a la concentración de partículas muestran que esta fue significa-

tivamente mayor en las fracciones obtenidas con el protocolo #1 (concentradores de 

3000 Da MWCO), en relación con la alcanzada con el protocolo que incluye ultra-

centrifugación. El protocolo #2 (concentradores de 50000 Da MWCO) proporcionó 

valores de concentración intermedia entre los otros dos, no mostrando diferencias 

significativas con ninguno de ellos (Figura 34B). 

Es importante resaltar que esta medida directa de la concentración de partículas 

nos permitió también comprobar que la estimación indirecta mediante la cuantifi-

cación de proteína total puede considerarse una medida válida. Aunque no puede 

establecerse correlación directa entre cantidad de proteína total y número de partí-

culas, sí 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 tamaño de las partículas mostraron que este 

varía ligeramente en función del método de aislamiento empleado, encontrándose 

una media de tamaño inferior cuando se emplean métodos basados en el uso de 

concentradores, en comparación con la ultracentrifugación. Como es lógico, cuando 
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se empleó el concentrador de menor límite de peso molecular, la media del tamaño 

de las partículas aisladas fue menor que con el concentrador de límite de peso mo-

lecular más elevado. Solamente se observaron diferencias significativas entre el 

protocolo número #1 (concentrador de 3000 Da MWCO) y el #3 (ultracentrifuga-

ción), siendo este último protocolo el que arrojó valores más elevados para el ta-

maño de las partículas (Figura 34C). 

Figura 34. Concentración y tamaño de las partículas presentes en las fracciones enriquecidas de exoso-

mas obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento. La concentración y tamaño de las partícu-

las se determinó mediante el análisis proporcionado por el sistema de rastreo de nanopartículas. La figura 

muestra las imágenes representativas proporcionadas por este sistema (A), en las que el eje X hace referen-

cia al tamaño (100 nm por división) y el eje Y representa la concentración de partículas por ml. Los gráficos 

representan independientemente los datos de concentración (B) y tamaño (C) de las partículas 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 múltiples, seguida de una 

prueba U de Mann-Whitney comparando los grupos dos a dos (* p ≤ 0.05). 
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Análisis proteómico 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 realizó un análisis proteómico de alta resolución en el 

Laboratorio de Proteómica Cardiovascular del CNIC. Para ello, se aisló la proteína 

total, se separó en gel de SDS-poliacrilamida y se realizó la digestión de cada banda 

con una solución de tripsina. Los péptidos resultantes fueron analizados mediante 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. La identifi-

cación de proteínas se realizó con SEQUEST usando la base de datos de Swissprot. 

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando la herramienta Gene-

Ontology, un recurso para obtener una clasificación de las diferentes proteínas iden-

tificadas en relación a sus funciones biológicas. Concretamente, se determinó el 

porcentaje de proteínas propias de los exosomas, clasificadas con el término “exo-

somas vesiculares extracelulares” (Extracellular Vesicular Exosome, GO:0070062), en 

relación al total de proteínas identificadas. Los resultados mostraron que este por-

centaje fue del 65.22 % para el protocolo #1 (de un total de 345 proteínas identifica-

das), 73.98 % para el #2 (de un total de 307 proteínas) y 67.44 % para el #3 (de un 

total de 172 proteínas) (Figura 35). 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Caracterización proteómica del perfil proteico en las fracciones enriquecidas de exosomas 

obtenidas mediante diferentes protocolos de aislamiento. El total de proteínas identificadas mediante 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem fueron clasificadas empleando la 

herramienta informática Gene-Ontology. Las gráficas muestran el porcentaje de proteínas relacionadas con 

vesículas exosomales (GO:0070062) sobre el total de proteínas identificadas para cada muestra. 
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En esta tesis se presentan tres estrategias novedosas relacionadas con la aplicación 

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 explorándolas y desarrollándolas.  

A continuación, se discutirá cada uno de los bloques presentados en el capítulo de 

resultados, siguiendo el mismo esquema. 

 

BLOQUE I: DESARROLLO Y EVALUACIÓN DE PRODUCTOS TERAPÉUTICOS 

BASADOS EN EL USO DE MATERIALES QUIRÚRGICOS COMO VEHÍCULOS PARA 

FAVORECER LA IMPLANTACIÓN DE CÉLULAS MADRE ADULTAS 

I.A. EVALUACIÓN IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA 

COMBINACIÓN DE MSCs Y SUTURAS QUIRÚRGICAS SOBRE LA DEPOSICIÓN  

DE COLÁGENO  

El uso de suturas recubiertas con células madre utilizando deferentes formulacio-

nes ha mostrado un efecto beneficioso en la cicatrización de anastomosis de colon 

[35,36], fístulas enterocutáneas [113] y en la reparación de tendones [114].  

En este trabajo nuestro primer objetivo fue mejorar la implantación de MSCs en las 

suturas, para lo que evaluamos el efecto de diferentes tratamientos en la tasa de 

adhesión celular.  

Nuestros primeros resultados mostraron que las suturas compuestas de PLGA fue-

ron las más adecuadas en términos de adhesión celular (datos no mostrados en este 

trabajo). Aunque en diferentes trabajos se han combinado MSCs de rata [36,115] y 

ratón [35] con las suturas consiguiendo una buena adhesión, en este trabajo quisi-

mos optimizar este parámetro. El PLGA se utiliza en la actualidad como soporte en 

ingeniería de tejidos, y se han desarrollado numerosas modificaciones para poten-

ciar la adhesión celular y el potencial de diferenciación 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-β1 [116], ascorbato-

2-fosfato [117] y factores de transcripción adipogéncos [118], respectivamente. 

Además, el tratamiento de PLGA con NaOH ha demostrado una mejora de la  

adhesión celular, crecimiento y diferenciación condrogénica [38], así como un  

aumento significativo en la proliferación de MSCs derivadas de médula ósea [119]. 

Por último, la combinación de PLGA y células madre se ha aplicado ampliamente 

en los campos de la cicatrización [120] y el daño tisular [121].  

En este trabajo se demuestra que los tratamientos con PLL o NaOH produjeron un 

aumento significativo en la tasa de adhesión celular. Sin embargo, únicamente las 

MSCs adheridas a las suturas tratadas con PLL mostraron una mejora en la fuerza 

de adhesión a la sutura tras varios pases a través del tejido, lo que hace que este sea 

el tratamiento elegido para la implantación de MSCs. Apoyando estos resultados, 

estudios previos han demostrado que las células madre embrionarias presentan 

una adhesión celular óptima a suturas tratadas con PLL [122]. También se han uti-

lizado soportes modificados con PLL con el objeto de mejorar la adhesión y eficien-

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

Las MSCs presentan funciones biológicas relacionadas con la cicatrización similares 

a las de fibroblastos dérmicos y, como ellos, también pueden migrar a los tejidos 

dañados [124]. Además, las MSCs secretan fibronectina, factores de crecimiento y 

colágeno, esenciales para la reorganización de la matriz extracelular y beneficiosos 

a la hora de aumentar la integridad de los tejidos dañados [125–128]. En este traba-

jo se demuestra que las suturas recubiertas con MSCs podrían ejercer un efecto be-

neficioso en el cierre de defectos cutáneos y en su cicatrización a través de un 

incremento en el depósito de colágeno en el tejido suturado. Este aumento en la 

cantidad de colágeno podría estar mediado de forma indirecta por las MSCs, a tra-

vés de la secreción de factores solubles que inducen la síntesis de colágeno por par-

te de los fibroblastos. Por otro lado, también podría existir un mecanismo directo, 

consistente en la liberación de colágeno por parte de las propias MSCs. 



Bloque I 

 

••••• 

99 

En cuanto al mecanismo indirecto, es difícil definir todos los factores solubles im-

plicados en la activación de fibroblastos, aunque algunos de los principales partici-

pantes serían TGF-β1, IL-1β, 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 reparación tisular, promoviendo la 

quimiotaxis de fibroblastos hacia el tejido dañado, incrementando su síntesis de 

colágeno y modulando el proceso inflamatorio. Adicionalmente, se ha visto que la 

interacción entre MSCs y fibroblastos puede ser mediada por el contacto célula-

célula o por moléculas solubles, y daría lugar al incremento de la producción de 

colágeno tipo I por los fibroblastos [39]. Por otro lado, apoyando el mecanismo por 

el cual las MSCs estarían directamente implicadas en el proceso de remodelación 

tisular, se ha demostrado que las MSCs humanas derivadas de médula ósea pre-

sentan funciones biológicas que son, en cierto modo, similares a las de los fibroblas-

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

En este trabajo hemos comprobado que el tipo de colágeno más abundante secreta-

do por las MSCs fue el colágeno alfa-1(I), que juega un papel importante en la  

angiogénesis, invasión y cicatrización, así como en el mantenimiento y funcionali-

dad de la matriz extracelular [130,131]. El análisis proteómico de los tipos de colá-

geno secretados por las MSCs indica que las suturas recubiertas con estas células 

podrían tener un efecto beneficioso en la fase de remodelación durante la  

cicatrización.  

Por último, se llevó a cabo un ensayo in vivo para evaluar el efecto de las suturas 

recubiertas sobre la deposición de colágeno en el tejido suturado. Para este tipo de 

ensayos de cicatrización, la adecuación del modelo murino ha sido ampliamente 

demostrada [132,133]. Basándonos en estudios previos de cicatrización empleando 

MSCs derivadas de tejido adiposo [39] y otros realizados en ratones resistentes a 

colagenasa [130], consideramos que el tiempo óptimo para realizar las cuantifica-

ciones de colágeno tras la implantación de las MSCs vehiculadas en las diferentes 

suturas sería de una semana. Este ensayo mostró un marcado aumento en la depo-
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sición de colágeno 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 identificación de los tipos de colágeno in vivo, ni 

tampoco la fuente del mismo (fibroblastos residentes, fibroblastos migratorios o 

MSCs). En segundo lugar, este estudio muestra que el depósito de colágeno en el 

tejido suturado se ve incrementado por las suturas recubiertas por MSCs, sin em-

bargo, es difícil concluir si este efecto está mediado directamente por la secreción 

de colágeno por parte de las propias células o de manera indirecta a través de la 

liberación de factores solubles que pudieran promover la migración de fibroblastos 

o moléculas antiinflamatorias que favorecerían la fase de remodelación. 

En conclusión, y de acuerdo con estudios previos que demuestran que las MSCs 

juegan un importante papel en la reparación y regeneración tisular [134,135], el uso 

de las suturas tratadas y recubiertas con células aseguraría la presencia de las 

MSCs en el tejido suturado, lo que podría potenciar la remodelación tisular y cica-

trización en un tiempo más corto que con suturas convencionales, pudiendo ser 

especialmente útiles en aquellos pacientes con dificultades en la cicatrización. 

I.B. EVALUACIÓN IN VITRO E IN VIVO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA 

COMBINACIÓN DE MSCs Y MALLAS QUIRÚRGICAS SOBRE LA RESPUESTA 

INFLAMATORIA 

Las mallas quirúrgicas se emplean de manera habitual para proporcionar un sopor-

te físico en tejidos debilitados en casos de hernias incisionales [136], prolapso de 

órganos pélvicos [137], incontinencia urinaria [138] y otras patologías. Se estima 

que cada año se implantan alrededor de un millón de mallas quirúrgicas en todo el 

mundo [43]. Sin embargo, tras la implantación de estas mallas, es frecuente obser-

var fibrosis y una fuerte reacción a cuerpo extraño 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 hipótesis de que el uso combinado de MSCs y mallas 

quirúrgicas podría ejercer un efecto beneficioso y reducir la respuesta inflamatoria 

contra el material implantado. Además, la combinación de mallas quirúrgicas con 

MSCs alogénicas es particularmente interesante debido a su baja inmunogenicidad, 

propiedades antiinflamatorias, multipotencialidad y capacidad de autorrenovación 

[140]. Apoyando nuestra hipótesis, 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 más reciente y que se 

encuentra estrechamente relacionado con este trabajo demostró que las MSCs tam-

bién modulan la activación de macrófagos, reduciendo la reacción a cuerpo extraño 

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

En el presente estudio, se realizó la combinación de MSCs con mallas quirúrgicas 

no absorbibles para su aplicación en procedimientos quirúrgicos. Nuestros ensayos 

in vitro e in vivo fueron desarrollados con una malla monofilamento de polipropi-

leno de bajo peso molecular, uno de los materiales más comunes para la reparación 

de hernias en la actualidad. 

El primer conjunto de experimentos se encaminó a mejorar la adhesión 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 adhesión se al-

canzó cuando las mallas fueron tratadas con PLL. 

Para evaluar la posible aplicación clínica de estas mallas recubiertas, centramos 

nuestra atención en el uso de esta combinación como un producto “listo para usar”. 

Con este fin, se realizó el análisis de la actividad biológica de mallas recubiertas 

sometidas a criopreservación y posteriormente descongeladas. Nuestro estudio 

demuestra claramente que este tipo de conservación es óptimo en términos de via-

bilidad celular. Estos resultados son relevantes, e indican que las mallas recubiertas 

podrían ser empleadas como producto terapéutico, el cual podría estar sujeto a los 

controles de calidad que exige la normativa actual para la aplicación de terapias 

basadas en la aplicación de células madre. La criopreservación de estas mallas re-
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cubiertas con MSCs asegura el mantenimiento de la actividad biológica y su con-

servación durante un periodo de tiempo considerable, simplificando los aspectos 

logísticos comúnmente relacionados con las terapias celulares. 

Nuestro siguiente objetivo se centró en determinar in vitro la interacción entre las 

mallas recubiertas con MSCs y el sistema inmune. Como cabía esperar, las mallas 

recubiertas con MSCs mostraron un efecto regulador sobre la proliferación linfoci-

taria y el contenido intracelular de IFN-γ. Además, los ensayos realizados con la 

línea celular promonocítica U937 demostraron que estas mallas también son capa-

ces de contrarrestar la diferenciación hacia el fenotipo M1 producida cuando esta 

línea 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-

ciación de macrófagos hacia el fenotipo M2 [144]. 

Por último, para analizar los aspectos inmunológicos y de seguridad de la implan-

tación de mallas recubiertas, se realizó un ensayo in vivo utilizando un modelo mu-

rino inmunocompetente. 

En términos de seguridad, no se encontraron alteraciones en la hematología, imá-

genes de RM ni en la observación mediante sistema de óptica laparoscópica, 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 inmunológicos 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 inmunomodulación, la liberación de factores paracrinos por las MSCs 

regularía la migración, activación y diferenciación de macrófagos [145], los cuales 

desempeñan un papel central en la reacción a cuerpo extraño después de la implan-

tación de este tipo de materiales quirúrgicos. Por ello, el principal objetivo de nues-

tros ensayos in vivo se centró en la monitorización de las subpoblaciones de 
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macrófagos infiltrados en el área de implantación de las mallas. Los resultados 

mostraron un aumento significativo de la polarización hacia el fenotipo M2 en los 

macrófagos infiltrados. Estos resultados fueron similares en estudios previos en los 

que se utilizaron MSCs para el tratamiento de infarto de miocardio [146] y daño 

renal agudo [147]. Sin embargo, es importante resaltar que solamente se encontró 

este efecto sobre la polarización de macrófagos a día 7 tras la implantación, y no en 

el estudio a 30 días. 

En relación con esta última observación, quisimos profundizar en el mecanismo 

responsable de la inmunomodulación de la respuesta inmune en la zona de im-

plantación. Para ello, el estudio se centró en el análisis transcripcional de los facto-

res solubles asociados a la respuesta inmune frente a biomateriales en el lugar de 

implantación de las mallas. Aunque muchas citocinas y quimiocinas son pleiotró-

picas y difíciles de clasificar, una categorización simplificada incluiría entre los fac-

tores proinflamatorios a citocinas como IL-1β, IL-2, IL-6, MCP-1, MIP-1α, TNF-α e 

IFN-γ, y entre los antiinflamatorios, a IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-β [148–150]. Adicio-

nalmente, en nuestro análisis incluimos también el factor de crecimiento VEGFA, 

considerado como proinflamatorio y proangiogénico. 

A día de hoy, sabemos que el principal tipo celular responsable del inicio de la 

reacción a cuerpo extraño son los macrófagos derivados de monocitos sanguíneos 

[151]. Esta reacción es secuencial, y existen numerosas señales intercelulares que 

dictan las acciones de las células vecinas. De manera simplificada, la reacción a 

cuerpo extraño podría dividirse en dos etapas: fase inflamatoria —primero aguda y 

después crónica— y fase de reparación —recuperación y reconstrucción tisular—. 

Nuestros ensayos in vivo se han realizado a 7 y 30 días. Estos puntos de tiempo se 

corresponderían con una fase inflamatoria aguda (7 días) y con el período de in-

flamación crónica (30 días), estando este último incluido dentro de la etapa de for-

mación del tejido de granulación [152]. Por ello, es importante señalar que el 

análisis transcripcional se centró principalmente en la primera fase de la reacción a 
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cuerpo extraño, ya que no se detectaron cambios a largo plazo en la polarización de 

macrófagos a día 30. 

Así, las primeras dos citocinas que mostraron un aumento significativo en su expre-

sión cuando se utilizaron mallas combinadas con MSCs, en comparación con las 

mallas sin recubrir, fueron IL-4 e IL-13, ambas relacionadas con la polarización de 

macrófagos hacia el perfil M2 [153]. Estos resultados estarían en concordancia con el 

estudio realizado por Nakajima et al., en el que utilizaron MSCs en un modelo de 

daño de médula espinal en rata, encontrando un aumento en estas mismas citocinas 

asociado a una polarización de macrófagos 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 disminución 

de MCP-1, junto con el aumento en IL-4 e IL-3, ha sido previamente asociado con la 

polarización de macrófagos hacia M2 [154] y con el bloqueo de la señalización que 

media la polarización hacia M1 [155]. 

Además, teniendo en cuenta que la expresión divergente de Arg-1 e iNOS ha con-

tribuido en gran medida a la nomenclatura dicotómica de los macrófagos [156], 

consideramos que la inclusión de ambos en el análisis transcripcional sería relevan-

te. Arg-1 e iNOS han sido definidos como marcadores útiles para los fenotipos M1 

y M2, respectivamente [157]. La enzima iNOS genera óxido nítrico a partir de 

L-arginina, mientras que Arg-1 hidroliza la arginina, reduciendo así la biodisponi-

bilidad de óxido nítrico [158]. Nuestro estudio in vivo demuestra que la expresión 

de Arg-1 se incrementó de manera significativa en aquellos animales tratados con 

mallas recubiertas con MSCs, en comparación con aquellos en los que se implanta-

ron mallas convencionales. Por otro lado, la expresión relativa de iNOS fue muy 

baja en ambos grupos en comparación a la expresión de Arg-1. De nuevo, estos 

resultados concuerdan con la inducción de la polarización de macrófagos hacia M2 

en el sitio de implantación. 
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Para terminar con el análisis del estudio de expresión génica, cabe mencionar que 

muchos de los factores solubles analizados no mostraron cambios en su expresión 

(IL-2, IL-6, IL-10, TGF-β, IFN-γ, TNF-α y VEGFA). Sin embargo, y sorprendente-

mente, sí se observó un incremento significativo en la expresión de IL-1β en los 

animales con mallas recubiertas con MSCs. En principio, este resultado parece opo-

nerse a la polarización 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-1β [159], por lo que consideramos que el aumento en la expresión de esta 

citocina podría ser consecuencia de su liberación directa por las células implantadas. 

A falta de estudios más profundos en modelo de animal grande que confirmen es-

tos resultados preliminares, podría concluirse que el uso combinado de MSCs y 

mallas quirúrgicas parece cumplir con los requerimientos de seguridad para una 

futura aplicación clínica, proporcionando un microambiente inmunomodulador 

que podría reducir la respuesta inflamatoria a menudo asociada a la implantación 

de estos materiales. 
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BLOQUE II: EVALUACIÓN DE LA RUTA INTRAPERICÁRDICA COMO VÍA 

ALTERNATIVA PARA LA ADMINISTRACIÓN DE CÉLULAS MADRE EN TERAPIA 

CELULAR CARDIOVASCULAR 

En terapia celular, la elección de la ruta de administración es un elemento funda-

mental que determinará en gran medida el éxito del tratamiento. En la actualidad, 

se están llevando a cabo numerosos ensayos clínicos en los que se emplean diferen-

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

En el contexto del infarto de miocardio, la intervención coronaria percutánea se 

realiza de manera rutinaria, ya que la principal estrategia terapéutica para esta pa-

tología es la reperfusión temprana de las arterias coronarias ocluidas. Por esta  

razón, la administración de células por vía intracoronaria es una de las aproxima-

ciones más ampliamente utilizadas, en comparación con otros métodos [160]. De 

hecho, las estrategias endoluminales están especialmente indicadas para el trata-

miento del infarto de miocardio en su fase aguda, coincidiendo con una elevada 

expresión de factores quimiotácticos y moléculas de adhesión celular [161]. Sin em-

bargo, la administración intracoronaria de células madre presenta ciertas desventa-

jas: la retención celular es muy baja y existe riesgo de oclusiones microvasculares si 

se administran células del tamaño de las MSCs o CDCs [77,78]. También existe la 

opción de la administración endoluminal mediante infusión intravenosa, que cons-

tituye el método más sencillo, pero en este caso la tasa de retención celular es inclu-

so menor [80]. 

Por otro lado, la inyección intramiocárdica se ha considerado como una vía óptima 

para la administración de células en pacientes con infarto crónico, que se corres-

ponde con una baja expresión de señales de atracción celular como factores qui-

miotácticos y moléculas de adhesión celular. Esta vía muestra una tasa de retención 

mayor, pero existe una pérdida significativa de células debida a la contracción del 

miocardio [79]. Además, la administración intramiocárdica en el miocardio isqué-

mico o cicatrizado podría dar lugar a agrupaciones celulares aisladas de la arqui-

tectura normal y por tanto, con un aporte sanguíneo pobre que limitaría la 
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supervivencia celular [161]. Por todas estas razones, la búsqueda de nuevas vías de 

administración podría proporcionar la respuesta apropiada para los diferentes es-

cenarios clínicos. 

La administración intrapericárdica podría solventar los inconvenientes de la inyec-

ción intramiocárdica, ya que no conlleva agresión para el miocardio y proporciona 

una distribución homogénea de las células. Sin embargo, ambas rutas implican un 

procedimiento quirúrgico más invasivo que los utilizados para la administración 

por vía endoluminal, lo que requiere necesariamente una cierta estabilidad vascu-

lar en el paciente. 

La seguridad y la eficacia de las terapias intrapericárdicas 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 evaluación de diferentes compuestos 

[91,92]. En este trabajo, se analizó la idoneidad del LP como vehículo para la admi-

nistración de MSCs, así como la biodistribución de estas células tras su administra-

ción en un modelo animal clínicamente relevante. La especie porcina presenta 

numerosas similitudes anatómicas y fisiológicas con el humano, especialmente a 

nivel cardiovascular, por lo que constituye el modelo animal más apropiado para la 

extrapolación clínica de los resultados. Además, existe un número creciente de en-

sayos preclínicos en este campo que utilizan este mismo modelo, lo que sin duda 

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

En la actualidad existen numerosas evidencias de la integración exitosa de las célu-

las madre en el tejido cardiaco [165], y está ampliamente aceptado que la vía de 

administración 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 

vehículo para la administración de células madre. 
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En primer lugar, se realizó la comparación del perfil bioquímico entre LP y plasma 

—medio inocuo para el crecimiento y la supervivencia celular—. Los resultados 

mostraron la existencia de algunas diferencias significativas en la composición bio-

química de ambos fluidos, lo que es normal si consideramos que el LP es un ultra-

filtrado del plasma. Además, los experimentos in vitro demostraron que, cultivadas 

en LP, las MSCs alcanzan una viabilidad, proliferación y supervivencia óptimas. 

Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se demuestra de manera experi-

mental que el LP es un vehículo óptimo para las MSCs. 

De acuerdo con nuestras observaciones in vitro, se planteó que la administración 

intrapericárdica de MSCs podría favorecer la retención de las células en la proxi-

midad del tejido dañado, preservando su bioactividad. Basándonos en este plan-

teamiento, nuestro ensayo in vivo se desarrolló en un modelo porcino en el que los 

animales recibieron una elevada dosis de MSCs, sin que se apreciaran signos de 

inflamación, efusión pericárdica o adherencias adversas. Teniendo en cuenta que la 

seguridad es un aspecto esencial en terapia celular cardiovascular, nuestros hallaz-

gos sugieren que la administración intrapericárdica es una vía segura para la im-

plantación 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 mostró claramente que las células 

administradas se localizaron preferentemente adyacentes al ventrículo 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 podría proporcionar, ini-

cialmente, una tasa de retención y una localización celular óptimas. Es interesante 

destacar que, según estudios previos realizados por nuestro grupo [170], la utiliza-

ción de la vía intramiocárdica en el mismo modelo animal y bajo condiciones simi-

lares consiguió una distribución y retención celulares comparables a las obtenidas 

con la administración intrapericárdica. 
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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 partículas 

libres de hierro pueden dar lugar a falsos positivos, como consecuencia de la exoci-

tosis de SPIO desde las células vivas [171,172]. Además, otro problema bastante 

común es que, si las células mueren, las partículas magnéticas seguirán siendo de-

tectadas en la RM y podrían ser internalizadas por otras células [173]. En este traba-

jo, nuestros resultados sugieren que, en condiciones preclínicas, el seguimiento de 

las células por RM puede realizarse a corto plazo durante al menos 7 días. Además, 

para excluir la posibilidad de que las partículas detectadas correspondan en reali-

dad a falsos positivos, se realizaron estudios histológicos y un análisis por PCR. La 

amplificación del cromosoma Y, junto con la localización histológica de las partícu-

las de SPIO, demostraron la presencia de MSCs en el miocardio. Sin embargo, aun-

que la presencia de MSCs queda demostrada por histología y por PCR, debemos 

asumir que algunas de las células SPIO-positivas observadas en las muestras tisula-

res podrían corresponder a células fagocíticas [174,175]. 

En relación a una anidación hipotéticamente ineficiente ligada al empleo de células 

madre exógenas, nuestros análisis histológicos 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, deberíamos considerar también que el drenaje linfático 

del LP podría actuar como una “puerta abierta” para las MSCs, resultando en una 

distribución sistémica de las células administradas de manera intrapericárdica. 

En cuanto al aspecto inmunológico, se ha propuesto que la introducción de células 

madre exógenas podría ser obstaculizada por el rechazo inmune [176]. En el caso 

de la administración intrapericárdica, la respuesta inmune contra las células podría 

ser mediada por la activación de linfocitos en el saco pericárdico. 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 podría descartarse una hipotética respuesta contra las células 
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administradas. Para responder esta cuestión, nos propusimos realizar un segundo 

ensayo en modelo animal centrándonos en los aspectos inmunológicos tras la  

administración intrapericárdica de CDCs. 

Uno de los parámetros que determinamos en este segundo ensayo fue el perfil fe-

notípico de los linfocitos aislados a partir del LP de los animales antes y después de 

la inyección 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 administración celular. Estudios previos 

han demostrado que la administración alogénica de MSCs potencia la inducción de 

células T reguladoras CD4+/CD25+/Foxp3+ [178]. El aumento de la subpoblación de 

células T CD4+ en nuestros resultados podría corresponderse con la expansión in 

vivo de células T reguladoras, sin embargo, esta hipótesis deberá ser confirmada en 

futuros estudios. 

En cuanto al análisis de los marcadores de activación en las poblaciones linfocita-

rias, se observó un descenso significativo en el porcentaje de células CD8+/CD16+ en 

LP tras la administración 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]. Basándonos en estos resultados, podría-

mos asumir que el elevado porcentaje de células CD8+/CD16+ en LP —medido 7 

semanas tras la creación de infarto— podría ser consecuencia del microambiente 

inflamatorio existente tras el infarto de miocardio. Además, el descenso significati-

vo de sus niveles —medido 30 días tras la administración celular— estaría ponien-

do de manifiesto la actividad inmunomoduladora de las CDCs, ejercida bajo 

condiciones de inflamación [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 corazón abierto [177]. Nuestros resultados 
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están en consonancia con esta observación. 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 relación con el análisis bioquímico de los LP, la mayoría de los parámetros de-

terminados no se vieron alterados por la terapia. Solamente los valores de fosfatasa 

alcalina, creatinina, proteína total y GGT mostraron diferencias significativas tras la 

administración de CDCs.  

La fosfatasa alcalina está presente en muchos tejidos humanos y es un marcador 

ampliamente conocido de MSCs derivadas de médula ósea y células madre embrio-

narias [182–184]. Posiblemente, el incremento de fosfatasa alcalina en el LP a los 30 

días postinyección, en comparación con los valores registrados antes de la inyec-

ción, podría considerarse una consecuencia de la presencia de CDCs en este fluido.  

Aparte del aumento en fosfatasa alcalina, también se registró un incremento en los 

niveles de proteína total tras la administración de CDCs. Esto podría deberse, 

igualmente, a la presencia de las células transferidas o a las proteínas liberadas de 

manera paracrina por las mismas.  

Por último, es importante denotar la disminución de GGT observada tras la inyección. 

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, hallándose una 

fuerte asociación entre niveles enzimáticos y enfermedad en pacientes de menos de 60 

años de edad [185]. Los niveles de GGT han resultado ser también marcadores predic-

tivos para el desarrollo de enfermedad cardiovascular [186]. Además, existe una rela-

ción directa entre los niveles de GGT séricos y el flujo de sangre coronaria [187], así 

como una clara asociación entre esta enzima y la severidad del fallo cardiaco [188]. De 

acuerdo con estos hallazgos clínicos, y teniendo en cuenta que en este estudio se reali-

zó la determinación de GGT en LP y no en suero, podemos asumir que el descenso 

significativo de su concentración puede considerarse un indicador de buen pronóstico 

que podría reflejar una mejora de la función cardiaca. 
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Aparte del análisis de las subpoblaciones linfocitarias y de los parámetros bioquí-

micos en LP y sangre periférica, quisimos determinar también el efecto de la inyec-

ción intrapericárdica de CDCs sobre la concentración de citocinas. La limitada 

disponibilidad de anticuerpos monoclonales específicos para cerdo no nos permitió 

realizar un análisis en profundidad de la respuesta inflamatoria. En este sentido, 

únicamente se realizó la determinación un panel de citocinas compuesto por IL-1β, 

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

Entre los resultados más relevantes obtenidos en este análisis destaca la elevada 

presencia de IL-8 en LP, en comparación con sus niveles en suero. Este resultado 

concuerda con estudios similares realizados en pacientes sometidos a cirugía arte-

rial coronaria, en los que se encontraron elevados niveles de IL-8 en LP, especial-

mente en aquellos pacientes que habían sufrido infarto de miocardio en las cuatro 

semanas previas al estudio, en comparación con pacientes con angina de pecho 

estable [189]. Además, teniendo en cuenta que esta citocina se ha relacionado con 

procesos inflamatorios locales en pacientes con efusión pericárdica [190], su pre-

sencia podría ser consecuencia de la respuesta inflamatoria normalmente ligada al 

infarto agudo de miocardio [191]. 

Por último, también se encontraron cambios significativos en los niveles de IFN-α. 

Esta citocina es secretada por fibroblastos, monocitos, macrófagos, células dendríti-

cas, células NKs y células T. Su descenso significativo en el espacio pericárdico tras 

la inyección de CDCs podría ser el reflejo de una mejora general en términos de 

activación inflamatoria. Además, existen estudios clínicos que han reportado una 

asociación entre el IFN-α y la pericarditis, estando esta última relacionada con te-

rapias basadas en la administración de IFN-α [192–194]. 

Finalmente, en cuanto a la evaluación de los parámetros de funcionalidad cardiaca, 

la ausencia de una mejora de la funcionalidad, que contrasta con los cambios signi-

ficativos observados en el proceso inflamatorio local, podría deberse al empleo de 

animales con un infarto de siete semanas. En este modelo, la cronicidad y el exten-

so tamaño del daño en el miocardio constituyen un serio obstáculo para la identifi-
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cación de mejoras en la función cardiaca. Para abordar esta cuestión, será necesaria 

la realización de futuros estudios en modelos más agudos en los que las células 

puedan intervenir durante fases más tempranas de la remodelación adversa.  

En conclusión, estos resultados demuestran que el LP es un vehículo óptimo para 

las MSCs, y que la vía intrapericárdica es adecuada para la administración de estas 

células. Esta ruta presenta una gran ventaja, consistente en la posibilidad de admi-

nistración de grandes cantidades de células sin riesgo de oclusión vascular. Ade-

más, al contrario de lo que se produce en la administración intramiocárdica, donde 

el miocardio dañado no proporciona un microambiente adecuado para la supervi-

vencia celular, la administración intrapericárdica asegura un microambiente ópti-

mo para el mantenimiento de la viabilidad de las células administradas. Por 

último, los cambios en los parámetros inmunológicos evidencian la actividad in-

munomoduladora de las células administradas, lo que beneficiaría de manera indi-

recta la reparación cardiaca endógena. 
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BLOQUE III: ESTUDIO DE EXOSOMAS DERIVADOS DE CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES COMO AGENTES INMUNOMODULADORES Y COMPARATIVA DE 

DIFERENTES PROTOCOLOS DE AISLAMIENTO APLICABLES EN EL ENTORNO CLÍNICO 

Las MSCs poseen propiedades inmunomoduladoras mediadas de manera directa 

por contacto célula-célula y de manera indirecta a través de la liberación de factores 

inmunosupresores. La liberación de estos factores se ve potenciada bajo condicio-

nes inflamatorias, actuando sobre la función de células T —proliferación, diferen-

ciación y citotoxicidad— [195] y B —proliferación y secreción de anticuerpos— 

[196], la citotoxicidad de células NK [50] y la maduración y activación de células 

dendríticas [197], así como en el incremento de células T reguladoras [198,199]. 

Los exosomas derivados de MSCs son unos prometedores agentes biológicos para 

el desarrollo de nuevas terapias libres de células. Actualmente, estas microvesícu-

las se han probado en condiciones preclínicas para el tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares [200], daño renal [201], enfermedad de injerto contra huésped 

[202] y patologías neurológicas [203], entre otras. A nivel clínico, y en relación con 

la actividad inmunosupresora de estas vesículas, los exo-MSCs se han ensayado en 

pacientes con enfermedad de injerto contra huésped, quienes experimentaron una 

mejora de sus síntomas durante 5 meses [204]. Además, desde un punto de vista 

inmunológico, 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 estimulación producida 

por células presentadoras de antígeno [207]. Los parámetros que se estudiaron 

para evaluar la inmunomodulación fueron la actividad proliferativa de las células 

T, su diferenciación hacia células memoria y la funcionalidad en cuanto a produc-

ción de IFN-γ.  
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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 proliferación 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]. Además, otros estu-

dios recientes han demostrado también que las MSCs inhiben la proliferación de 

células T mediante la señalización TNF-α/NF-κB [208]. En este sentido, en los pró-

ximos estudios relacionados con esta línea se evaluará si la actividad antiprolifera-

tiva de los exo-MSCs está también relacionada con la activación de NF-κB. 

A continuación, y para confirmar la hipótesis de que los exo-MSCs podrían detener 

la diferenciación de células T hacia fenotipos efectores o memoria, las células T es-

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

de diferenciación de las subpoblaciones CD4+ y CD8+ en función de la coexpresión 

de CD45RA y CCR7. La coexpresión de estos dos marcadores nos permitió diferen-

ciar cuatro subpoblaciones linfocitarias: células T naïve (CD45RA+/ CCR7+), células 

T memoria-central (CD45RA‒/CCR7+) células T memoria-efectora (CD45RA‒/CCR7) 

y células T efectoras (CD45RA+/CCR7‒). Nuestros resultados mostraron que los 

exo-MSCs interfieren en la diferenciación in vitro de los PBLs mediada por la esti-

mulación con anti-CD2/anti-CD3/anti-CD28. De hecho, los exo-MSCs ejercieron un 

efecto inhibidor en la diferenciación 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 tetánico, en los que las células T mostra-

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

Por último, la actividad inmunomoduladora de los exo-MSCs se determinó me-

diante la cuantificación del IFN-γ intracelular en las subpoblaciones CD4+ y CD8+. 

Estos ensayos confirmaron que los exo-MSCs fueron capaces de reducir el conteni-

do intracelular de IFN-γ 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 producción de dicha citocina en células mononu-

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

Teniendo en cuenta que el IFN-γ es determinante en desórdenes inflamatorios me-

diados por el sistema inmune, podemos asumir que los exo-MSCs serían útiles co-

mo vehículos para la inmunosupresión local. Además, en contraposición con la 

terapia celular, en la que la viabilidad, migración e implantación 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 podría suponer para la eficacia clínica de las MSCs [211]. Sin 

embargo, los exo-MSCs no se verían 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. Pêche et al. han descrito que los exosomas derivados de células 

dendríticas de médula ósea (exo-DCs), como las células de las que proceden, expre-

san MHC clase I y clase II, así como moléculas coestimuladoras [102]. En experi-

mentos in vivo realizados en rata se observaron respuestas regulatorias e inducción 

de tolerancia frente a aloinjertos cardiacos a través de la presentación de antígenos 

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

Por el contrario, la caracterización de exo-MSCs ha demostrado la ausencia de 

MHC clase II y moléculas coestimuladoras en estas microvesículas, lo cual resulta 

lógico dado que las MSCs son también negativas para estos marcadores. En cuanto 

al MHC clase I, la expresión de estas moléculas en MSCs es muy baja, y su presen-

cia en exo-MSCs está aún en debate. De hecho, en Exocarta —una base de datos de 

proteínas exosomales, http://www.exocarta.org— no figura la presencia de HLA-A, 

HLA-B o HLA-C entre las 939 proteínas encontradas en exo-MSCs. Sin embargo, el 

http://www.exocarta.org
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análisis proteómico de exosomas de MSCs derivadas de células madre embriona-

rias humanas sí mostró la presencia de moléculas de HLA-A [212].  

Por otro lado, considerando que los ensayos clínicos que utilizan MSCs de manera 

alogénica no han causado rechazo inmunológico, podría asumirse que los exoso-

mas de MSCs no activadas utilizados de manera alogénica podrían tener conse-

cuencias similares. La ausencia de MHC clase II y moléculas coestimuladoras en los 

exo-MSCs podría indicar también que estas vesículas ejercen una inhibición directa 

sobre las células T, siendo independiente de la presentación de antígeno. Sin em-

bargo, aunque el efecto inhibidor se estudió únicamente de manera alogénica, en 

un futuro se llevarán a cabo experimentos para determinar si este efecto es más 

acentuado sobre células T autólogas. 

Las limitaciones de este trabajo están relacionadas con el carácter 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 ayudará también a determinar la vía 

de administración, 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 metodología que proporcionara una alternativa a los mé-

todos tradicionales basados en la ultracentrifugación, y que estuviera orientada a 

una producción de exosomas mediante un protocolo más estandarizado y extrapo-

lable a la práctica clínica.  

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 obtención 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 último, se incluyó un protocolo de 

aislamiento de exosomas basado en la ultracentrifugación, el método de purificación 

más ampliamente descrito para el aislamiento de estas microvesículas [216–218].  

El estudio realizado comparó los tres protocolos en términos de concentración de pro-

teína total, de concentración y tamaño de las partículas y de análisis proteómico. Los 

resultados obtenidos indican que el uso de concentradores comerciales con un menor 

tamaño de poro (3000 Da MWCO) y centrifugados a menor velocidad permite la ob-

tención de un mayor número de exosomas con menor tamaño y mayor pureza. Esta 

observación está en consonancia con el trabajo publicado por Cvjetkovic et al., en el 

que los autores comparan la influencia del rotor y el tiempo de centrifugación en el 

aislamiento y purificación de microvesículas. En dicho trabajo se sugiere que deberían 

evitarse centrifugaciones demasiado largas —superiores a 4 horas— para reducir la 

contaminación excesiva de proteínas solubles. También se observó que tiempos muy 

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

Por otro lado, los resultados de concentración y pureza en las muestras aisladas 

mediante el protocolo basado en la ultracentrifugación fueron los más bajos. En 

relación con esta metodología, es importante señalar que en este trabajo se ha apli-

cado la ultracentrifugación sin gradiente de densidad en sacarosa, aunque algunos 

estudios describen ultracentrifugaciones empleando una solución 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 aplicación clínica, se decidió descartar el método de 

aislamiento de ultracentrifugación en gradiente de densidad. Este método, a pesar 

de proporcionar un alto grado de pureza, presentaba unos rendimientos demasia-

do bajos para su posterior aplicación clínica. 
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En este sentido, es importante destacar un aspecto relacionado con la pureza de las 

muestras obtenidas mediante ultracentrifugación. Los resultados obtenidos mos-

traron que entre las partículas aisladas empleando esta metodología, existían 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-

tración empleando filtros de 0.22 μm, aunque similares perfiles de tamaño se han 

observado en el caso de exosomas derivados de placenta aislados mediante ultra-

centrifugación [220]. En el caso de los exosomas de placenta, se demuestra que las 

muestras ultracentrifugadas y previamente filtradas a 0.22 μm daban como resul-

tado un perfil de vesículas con tamaños superiores a 220 nm. El grado de pureza, 

sin embargo, se incrementó significativamente cuando los sobrenadantes fueron 

sometidos a una ultracentrifugación en gradiente de sacarosa, obteniéndose partí-

culas con un tamaño 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-

trifugación sin gradiente de sacarosa dan como resultado una población de vesícu-

las de tamaño heterogéneo, con partículas de elevado tamaño, en comparación con 

los aislamientos realizados empleando gradientes de sacarosa. El hecho de que 

puedan ser detectadas vesículas con tamaños superiores a 0.22 μm —a pesar del 

prefiltrado de los sobrenadantes— podría deberse a un proceso de agregación de 

vesículas tras el aislamiento [221].  

Un aspecto favorable acerca del uso de concentradores frente al uso de métodos 

basados en la ultracentrifugación radica en el coste, ya que la ultracentrifugación 

requiere la adquisición de equipos costosos. Por el contrario, los protocolos en los 

que se emplean filtros concentradores únicamente requieren centrífugas conven-

cionales de menor coste y ampliamente disponibles en clínicas, hospitales y centros 

de investigación. 
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Por último, es importante resaltar el creciente interés de la industria en la produc-

ción de vesículas extracelulares. A día de hoy, tres empresas —Capricor Inc., 

Anosys Inc. y ReNeuron Group PLKC— se están especializando en el desarrollo de 

terapias basadas en vesículas extracelulares aisladas de diferentes fuentes —células 

derivadas de cardiosferas, células madre neurales y células dendríticas, respecti-

vamente—. Sorprende que, a pesar del potencial terapéutico de estas vesículas, el 

impacto que tienen actualmente en la industria y en el desarrollo de ensayos clíni-

cos sea aún muy limitado.  

Una de las razones que limitan la incorporación de las vesículas extracelulares en 

ensayos clínicos es la necesidad de un proceso de estandarización para su aisla-

miento. En este sentido, aunque la ultracentrifugación 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 energía.  

En los últimos años han comenzado a comercializarse kits para el aislamiento de 

exosomas como ExoQuick —precipitación en columna polimérica—, Exo-spin  

—centrifugación a través de resina— o las columnas qEV de exclusión por tamaño. 

La ventaja principal de estos métodos comerciales radica en la rapidez de los ais-

lamientos, aunque suponen un considerable encarecimiento del proceso y, además, 

ninguno de ellos ha podido resolver de manera eficiente el problema de la hetero-

geneidad de las partículas aisladas, obteniéndose también partículas 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 partículas. Aun así, este método proporciona una elevada especi-

ficidad frente a otras técnicas [223], ofreciendo mejores resultados que los métodos 

basados en la ultracentrifugación y en la separación por gradientes de densidad [224]. 
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Consideramos que los métodos basados en la ultrafiltración podrían ser una buena 

alternativa para el procesamiento a gran escala de sobrenadantes de cultivos celu-

lares, aunque aún es necesario establecer qué tipo de concentradores es el más 

apropiado para el aislamiento de exosomas. En general, la concentración de partí-

culas obtenidas es considerablemente menor con dispositivos concentradores de 

baja presión en comparación con dispositivos concentradores mediante centrifuga-

ción [222]. Además, para una aplicación terapéutica este material biológico debe ser 

producido bajo condiciones controladas y siguiendo la normativa de buenas prácti-

cas de manufactura (Good Manufacturing Practice, GMP). El establecimiento de GMP 

para la obtención de exosomas con métodos de filtración requiere unos controles 

de calidad que tengan en cuenta el tamaño de las vesículas, presencia/ausencia de 

marcadores bioquímicos, ausencia de contaminantes como agregados de proteínas, 

esterilidad y estabilidad del producto final, métodos para optimizar el almacena-

miento del producto y por último, métodos analíticos que sirvan para controlar 

todos los aspectos anteriormente enumerados [225].  

A pesar de que el trabajo aquí presentado, al tratarse de un desarrollo experimental 

in vitro, tiene evidentes limitaciones, consideramos que el aspecto más interesante y 

novedoso de los resultados radica en el enfoque hacia una futura aplicación clínica 

de los exosomas derivados de MSCs.  

En resumen, en este trabajo se demuestra un paralelismo entre los exo-MSCs y las 

MSCs en términos de inmunomodulación, siendo dichas partículas prometedoras 

candidatas para su futura aplicación clínica 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 prácticas de 

manufactura tendrá un impacto muy favorable para la futura aplicación de estas 

terapias en el ámbito clínico. 
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1. 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 deposición de  

colágeno en modelo murino. 

2. Las mallas quirúrgicas 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 polarización 

de macrófagos hacia fenotipo M2. 

3. El líquido pericárdico es un vehículo adecuado para el mantenimiento de la 

viabilidad de las MSCs. Estas células, administradas de manera intraperi-

cárdica en modelo porcino, son detectable durante al menos 7 días en tejido 

cardiaco y pericardio. 

4. La administración intrapericárdica de CDCs en modelo porcino provoca 

cambios en la distribución de las subpoblaciones linfocitarias, así como un 

descenso de IFN-α, demostrando la actividad inmunomoduladora de estas 

células. 

5. Los exosomas derivados de MSCs ejercen un efecto inhibidor sobre la acti-

vación de las células T in vitro, comparable a la inmunomodulación mediada 

por MSCs. 

6. El empleo de concentradores de bajo peso molecular para el aislamiento de 

exosomas permite la obtención de una elevada concentración de estas  

microvesículas, y facilitaría la aplicabilidad clínica de estas terapias al  

constituir un método sencillo y reproducible. 
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1. 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. 

 

2. 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. 

 

3. Pericardial fluid provides an adequate environment for MSCs viability.  

Intrapericardially administrated MSCs are detectable in cardiac tissue and 

pericardium for at least 7 days. 

 

4. The intrapericardial administration of CDCs in a porcine model triggers  

different changes in the distribution of lymphocyte subsets and a decrease in 

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

 

5. MSCs-derived exosomes have an inhibitory effect on the activation of  

in vitro stimulated T cells, which is comparable to MSCs-mediated  

immunomodulation. 

 

6. 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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